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La demanda enziméatica en actividades de la industria quimica, alimenticia,
textil, farmacéutica, etc. genera la necesidad de desarrollar técnicas de obtencion y
purificacion de biocatalizadores que sean econdmicas, rapidas, que no dafien el medio
ambiente y otorguen beneficios sostenidos a largo plazo. Estos disefios deberian
permitir el uso de productos de desecho, materias primas renovables o materiales que
puedan ser reciclados.

En biotecnologia se emplean microorganismos presentes en la naturaleza en
fermentaciones, panificacion, fabricacion de bebidas alcohdlicas, quesos, etc. o a través
de la ingenieria genética se producen microorganismos modificados para la produccion
de proteinas con importantes rendimiento y eficiencia. Esto hace que la tecnologia
enzimatica se encuentre fuertemente ligada a los progresos en el desarrollo de
biorreactores para fermentacion a gran escala y cultivos celulares.

En el presente trabajo se disefiaron dos metodologias de concentracion y
purificacion de la enzima alfa-amilasa: precipitacion con polielectrolitos (PEs) y
reparto en sistemas bifasicos acuosos (SBAs), con el fin de evaluar su posible
aplicacion a partir de diversas fuentes naturales de la alfa-amilasa, como lo son el
pancreas bovino y el hongo filamentoso Aspergillus oryzae. Como fuente de
polisacaridos para los cultivos del microorganismo se trabajo en el aprovechamiento de
desperdicios generados por la industria agricola, contribuyendo a la reduccion y
tratamiento de grandes cantidades de desechos que se acumulan y muchas veces son una
fuente valiosa de productos de importancia industrial.

La enzima alfa-amilasa es una glicoproteina que hidroliza los enlaces internos
o (1,4) del almidon. Tradicionalmente fue utilizada en la industria alimenticia, en el
procesamiento de alimentos, en la fabricacion de cerveza, etc. y actualmente su espectro
de aplicacion se ha ampliado a la industria de productos quimicos como detergentes,
jabones, textiles, papel y productos farmacéuticos. Este es el motivo del interés en el
desarrollo de tecnologias limpias, sencillas, rapidas y de bajos costos para la
produccidn, recuperacion, concentracion y purificacion de alfa-amilasa.

La primera metodologia ensayada en este trabajo emplea polimeros de cadena
flexible con carga eléctrica neta, llamados polielectrolitos. Estos tienen la capacidad de
formar complejos con las proteinas los cuales pueden ser insolubilizados de manera
reversible en funcion de diversas variables experimentales y condiciones del medio
(peso molecular, densidad de carga y concentracion del PE, pH, fuerza idnica, etc.). Asi,

los complejos pueden volverse insolubles y separarse del resto del medio por simple
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decantacion. Para que el proceso sea efectivo debe lograrse que la proteina pueda ser
recuperada del complejo insoluble, lo cual demanda hallar las condiciones para que el
complejo se disocie, recuperando la proteina con su actividad catalitica conservada, y
reciclar el PE para un nuevo proceso bioseparativo. Se emplearon como polielectrolitos,
poliacrilatos de sodio de diferentes pesos moleculares promedio.

La segunda metodologia se basa en el principio de reparto de macromoléculas en
SBAs formados por un polimero de cadena flexible (polietilenglicoles de diversos pesos
moleculares promedio) y una sal (fosfato de potasio). Estos sistemas forman
espontaneamente dos fases inmiscibles por encima de una concentracion critica de sus
componentes: una fase enriquecida en el polimero y la otra en la sal. Macromoléculas
tales como proteinas se repartiran entre las fases de estos sistemas de acuerdo a un
coeficiente de reparto (Kr) que es el cociente entre las concentraciones de dicha
macromolécula entre las fases superior e inferior del SBA y depende de variables
inherentes al sistema, de factores del medio y de las caracteristicas de la molécula que
se reparte. De esta forma, para aislar una molécula desde una muestra compleja se
deberan hallar las condiciones para que la misma se reparta de manera mayoritaria hacia
una de las fases y los contaminantes hacia la fase contraria.

Ambas metodologias son sencillas, rapidas, econémicas, no requieren de
instrumental complicado, son aplicables a gran escala y utilizan polimeros de bajo costo
que pueden ser reciclados para un subsiguiente paso separativo.

En este trabajo se abordd el estudio de los factores que afectan a dichas
metodologias, asi como también la naturaleza de las interacciones en las que participa la
enzima y los efectos en su integridad funcional y estructural.

Para la metodologia de precipitacion con poliacrilato, en primer lugar se
obtuvieron los diagramas de fase para los complejos formados con alfa-amilasa, los
cuales permitieron evaluar el rango de pH y concentraciones dentro de los cuales los
complejos son solubles o insolubles y seleccionar los pHs 6ptimos para la precipitacion
y redisolucién de los complejos. Tratdndose de polielectrolitos anidnicos, el pH de
mayor interaccion entre los componentes resulté ser acido (cercano a 3,00) y por encima
de 6,00 se redisolvieron por completo, con una cinética rapida que también fue
determinada. Los ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica evidenciaron una
interaccion con efectos exotérmicos y de naturaleza mixta, que no es afectada en forma
importante por un aumento en la fuerza iénica del medio, mostraron gran afinidad entre

los componentes y una estequiometria que sugiere que un gran nimero de moléculas de
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enzima se unen por molécula de polimero. Su estabilidad catalitica tampoco se vio
disminuida ante la presencia de los polielectrolitos dentro de su rango 6ptimo de pH,
pero si aumentd a pH acido revelando cierto efecto protector de los poliacrilatos en el
proceso de inactivacion &cida de la enzima. Este mismo efecto protector a pHs acidos se
observd a nivel de la estructura secundaria de la proteina por espectroscopia de
dicroismo circular. Esto nos permitio verificar que el mecanismo molecular de
inactivacion &cida esta asociado con la pérdida de estructuracion de la enzima vy el
efecto protector de los poliacrilatos estaria vinculado con los niveles de estructuracion
secundaria de la misma. La estructura secundaria o terciaria de la enzima no se vio
significativamente afectada ante la interaccion con cantidades crecientes de los
polimeros, tal como lo demuestran los estudios de espectroscopia de fluorescencia,
dicroismo circular y UV-visible. La estabilidad térmica de la enzima, analizada por
calorimetria diferencial de barrido, tampoco se vio modificada de manera sustancial en
presencia de los polielectrolitos, evidencidndose un modelo de desnaturalizacion
térmica con dos transiciones (correspondientes a dominios independientes de la enzima)
y de caracter parcialmente reversible. Finalmente, la precipitacion de la enzima
comercial (de origen Aspergillus oryzae) con los poliacrilatos arrojo rendimientos
elevados, con resultados promisorios para la implementacion de esta técnica sobre
extractos naturales.

El reparto de la alfa-amilasa fue estudiado en SBAs con polietilenglicoles
(PEGS) de distintos pesos moleculares (2.000, 3.350. 6.000 y 8.000), a pH 7,00, cuatro
composiciones de fases diferentes y relaciones de volimenes de fase unitarias. Luego de
alcanzado el equilibrio de reparto, la enzima se concentr6 mayoritariamente en la fase
inferior enriquecida en sal, excepto para los sistemas formados con PEG 2.000 donde se
repartio principalmente hacia la fase polimérica. Al aumentar la masa molar del PEG el
equilibrio se desplazé mayoritariamente hacia la fase inferior, indicando que el volumen
excluido por el polimero podria ser un factor influyente y determinante en el
comportamiento de reparto en estos sistemas. El agregado de una sal inerte a los SBAS
no mejor6d los resultados de reparto, mientras que el aumento en la relacion de
volimenes entre las fases resultd favorable para el sistema con el PEG de menor peso
molecular y desfavorable para el PEG de mayor peso molecular. Las funciones
termodinamicas del proceso de reparto indicaron que, en general, el pasaje de la enzima
desde la fase rica en sal a la fase rica en PEG es un proceso exotérmico que produce

ordenamiento del estado final, lo cual indicaria que el proceso estd conducido
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entdlpicamente. Ademas, el efecto de compensacion entropico-entélpico observado
también es indicio de que el agua juega un rol importante en el mecanismo de particion.
Resulta de interés destacar que, a pesar de que el pasaje de la enzima de la fase inferior
a la superior es un proceso principalmente exotérmico, la interaccion alfa-amilasa/PEG
2.000 (analizada por calorimetria de titulacion isotérmica) es de naturaleza endotérmica
y de afinidad débil. Los ensayos espectroscdpicos de fluorescencia y dicroismo circular,
realizados para evaluar el estado conformacional de la enzima, mostraron que las fases
superiores lo afectan de manera poco significativa, mientras que las inferiores producen
consecuencias algo mas marcadas. Lo mismo se observo para la actividad catalitica de
la enzima la cual resultd, en lineas generales, mas afectada en las fases inferiores
respecto de las superiores. La estabilidad térmica de la enzima no se vio alterada de
manera relevante ante la presencia de PEG, segun demuestran los ensayos de
calorimetria diferencial de barrido.

Al aplicar los resultados obtenidos con la enzima comercial, de origen fungico,
sobre el pancreas bovino se observo que para algunos SBAs ensayados el reparto difiere
entre ambas fuentes en su comportamiento y los resultados de purificacion no fueron
satisfactorios. Otros SBAs, en cambio, permitieron obtener elevados rendimientos con
escasa purificacion. La precipitacion con poliacrilato también arrojé rendimientos
porcentuales elevados aunque un bajo factor de purificacion. Esto sugiere que estas
técnicas podrian ser eficaces para concentrar la enzima pancreatica pero no para
purificarla.

Al trabajar sobre cultivos de Aspergillus oryzae, los resultados del reparto en
todos los SBAs ensayados siguieron la misma tendencia que la alfa-amilasa comercial
mostrando que algunos sistemas no son eficientes en la purificacion de la proteina, pero
si lo son en cuanto a la posibilidad de concentrarla. La precipitacion con poliacrilatos
arrojo resultados promisorios, tanto en referencia a la purificacion como rendimiento
total del proceso, ya que se produce poca pérdida enzimatica con factores de
purificacion que son coherentes con los bajos niveles de contaminantes que estan
presentes en estos cultivos.

En conclusién, podriamos decir que estas metodologias son eficaces como
primer paso extractivo de concentracion durante un proceso de purificacion de alfa-
amilasa. La precipitacion con poliacrilato también puede presentarse como técnica de
purificacion primaria, evaluandose la necesidad de implementar metodologias mas

especificas de acuerdo a los requerimientos de pureza del producto final.
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El empleo de materiales de desecho como fuente natural de alfa-amilasa
(pancreas bovino) o de almidon para los cultivos de Aspergillus oryzae (desechos del
procesamiento del trigo) aporta un valor extra a estos resultados tanto desde el punto de
vista econdémico (ya que se trata de productos de partida con escaso valor comercial)
pero también medioambiental, ya que contribuye a disminuir las grandes cantidades de

subproductos o residuos que se generan en la industria ganadera y agricola.
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INTRODUCCION



CAPITULO 1: Introduccion

1. Procesos bioseparativos. Obtencion de enzimas

El uso actual de enzimas en diversas actividades productivas ha impulsado la
basqueda de técnicas para su aislamiento y purificacion, que permitan disponer de
grandes cantidades de estos catalizadores bioldgicos y con diferentes grados de pureza
(Jagnow y Dawid, 1.991). Las enzimas se emplean, por ejemplo, en catalisis industrial,
como productos terapéuticos, en la alimentacién, como digestivos, para diagnostico, en
productos de limpieza y cosmética, etc.

En sus fuentes naturales, las proteinas suelen encontrarse en muy bajas
concentraciones o formando parte de una mezcla compleja de componentes. Asimismo,
frecuentemente contienen grandes cantidad de impurezas, son inestables, termolabiles o
muy sensibles a cambios en las variables del medio (pH, presencia de cosolutos, fuerza
ionica, etc.). Ademas, el impacto econdmico de su obtencién puede representar entre un
10 % hasta un 80 % del costo total del proceso biotecnolégico, de acuerdo a la pureza
requerida. Esto genera la necesidad de disponer de métodos de obtencion de enzimas
que puedan ser aplicables en macro escala empleando tecnologias sencillas, rapidas y
economicas.

El término bioseparacion hace referencia a la recuperacion, aislamiento,
purificacion y concentracion de un producto biologico, por ejemplo, enzimas expresadas
por un microorganismo u otras fuentes naturales.

La bioseparacion resulta importante durante muchos procesos biotecnoldgicos
para disminuir el volumen en el que estd contenida la muestra, concentrar y lograr
enriquecimiento en el producto deseado, eliminar impurezas que puedan resultar toxicas
0 que den lugar a reacciones secundarias, aumentar la estabilidad y disminuir la
degradacion del material, etc. (Pessoa y Kilikian, 2.005).

Un proceso de bioseparacion exitoso debe combinar alto rendimiento y
selectividad en el producto de interés, pero también debe lograr estabilizarlo. Ademas
debe asegurar reproducibilidad, escalado industrial y cumplimiento de las regulaciones
de todo proceso 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 concentracién 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 (Smith, 2.004).

Las técnicas de bioseparacion se pueden clasificar en tres categorias:

e De alto rendimiento y alta purificacion, como puede ser una cromatografia de
afinidad y otras cromatografias.

e De bajo rendimiento y alta purificacion, tales como la electroforesis.

e De baja purificacion y alto rendimiento, por ejemplo, precipitacién, extraccion
liquido-liquido, ultra filtracion, etc.

Estos ultimos resultan los mas faciles de escalar y con menores costos de
implementacion. Otros métodos, en cambios, resultan muy costosos (ciertas
cromatografias) o son principalmente técnicas analiticas (técnicas electroforéticas).

En general, un esquema de purificacion de enzimas consiste en varios pasos u
operaciones unitarias que pueden basarse en diferentes propiedades fisicas, quimicas o
bioguimicas de los componentes que se desean separar: los primeros pasos tienen como
objetivo clarificar la muestra (es decir, eliminar la mayor cantidad de impurezas
presentes) y concentrar el producto de interés, logrando bajos niveles de pureza pero
perdiendo la menor cantidad de proteina posible (elevado rendimiento). Los pasos
subsiguientes consisten en la aplicacion de técnicas especificas de mayor resolucion,
que permitan obtener la enzima de interés con el grado de pureza deseada a expensas, en
la mayoria de los casos, del rendimiento total del proceso. Finalizando el procedimiento
se deben realizar los controles de pureza pertinentes por dosaje de proteinas totales,
actividad enzimatica y electroforesis, ademas de controles de estabilidad y estado nativo
por distintas técnicas espectroscopicas o calorimétricas.

Entre los primeros pasos de clarificacion y concentracion en dicho esquema, las
técnicas mas empleadas son la filtracion, centrifugacion y precipitacién con solventes,
polimeros o sales, mientras que los subsiguientes pasos de purificacion emplean
técnicas mas selectivas tales como las cromatogréficas, entre otras (Scopes, 1.988;
Doran, 1.998).

2. Técnicas que emplean polimeros de cadena flexible

En este trabajo se han analizado y ensayado dos metodologias bioseparativas de
obtencién enzimatica que se fundamentan en diferentes caracteristicas fisicoquimicas de
los sistemas y son empleadas en las primeras etapas durante los procesos

biotecnoldgicos de obtencion de proteinas. Estas operaciones unitarias tienen como



objetivo concentrar la enzima de interés, eliminar la mayor cantidad de impurezas y
subproductos y, en la medida de lo posible, reducir el volumen en el que se encuentra la
muestra.

Las metodologias empleadas en este trabajo fueron: precipitacion con
polielectrolitos (PES) y reparto en sistemas bifasicos acuosos (SBAS).

2.1. Polimeros de cadena flexible (PCF)

Ambas técnicas anteriormente mencionadas emplean polimeros de cadena
flexible, con o sin carga eléctrica neta. Estos polimeros pueden contener diferentes
grupos funcionales pero todos poseen enlaces simples entre los carbonos que conforman
el esqueleto de la molécula, lo cual le confiere flexibilidad y capacidad de adoptar
diferentes conformaciones al azar.

De acuerdo a su origen, los PCF pueden ser:

e Naturales: provenientes directamente del reino vegetal o animal. Por ejemplo:
celulosa, almiddn, proteinas, caucho natural, etc.

e Artificiales: son el resultado de modificaciones, mediante procesos quimicos, de
ciertos polimeros naturales. Ejemplos: nitrocelulosa, etonita, etc.

e Sintéticos: se obtienen por procesos de polimerizacion controlados por el
hombre a partir de materias primas de bajo peso molecular. Tales como: nylon,
polietileno, cloruro de polivinilo, polimetano, etc.

Estos ultimos se generan por medio de técnicas de polimerizacion que dan lugar,
generalmente, a muestras con cierto grado de dispersion en sus pesos moleculares,
desde valores dentro de un rango estrecho (paucidispersas) hasta muestras con mayor
dispersion (polidispersas). Es por esto que lo que se informa son pesos moleculares
promedio y no deben considerarse muestras homogéneas en cuanto a este parametro
(Freifelder, 1.935; Paglini, 1.979).

El empleo de PCF en técnicas de aislamiento y purificacién de biomoléculas se
ha incrementado en los Gltimos afios a partir del desarrollo de nuevas tecnologias de
sintesis (Moad y col., 2.008).

2.2. Precipitacion con polielectrolitos
Los PCF con carga eléctrica neta son comunmente Ilamados polielectrolitos
(PEs). Dado que son tanto polimeros como poliiones, representan una clase de material

con propiedades interesantes y relevancia practica. Una particularidad muy importante
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es que tienen capacidad de formar complejos interpoliméricos con especies de carga
opuesta, polianiones o policationes, como por ejemplo proteinas. Dichas interacciones
estan dirigidas principalmente por fuerzas Coulémbicas.

Numerosos estudios en formacion de complejos proteina/PE han sido motivados
por su aplicacién no s6lo en la precipitacion y purificacién de proteinas, sino también en
otros campos como el delivery, microencapsulado, inmovilizacion y/o estabilizacion de
proteinas, etc. La purificacion de proteinas a través de precipitacion selectiva es
conocida desde hace méas de dos décadas, pero ha recobrado importancia en la
actualidad gracias al avance en la tecnologia de materiales que permiten su exitosa
implementacion. También se la conoce como precipitacion de afinidad, por emplear
macroligandos de afinidad, en este caso poliméricos (Hilbrig y Freitag, 2.003; Cooper y
col., 2.005; Foreman y col., 2.001; Djabali y col., 2.009; Cong y col., 1.995; Kumar y
Gupta, 1.998; Kahraman y col., 2.007; Bayramog™lu y col, 2.004).

Una descripcion completa de estos complejos incluye el conocimiento de:

e ¢l ndmero de moléculas de proteina unidas por molécula de PE o

“estequiometria del complejo, e”

e la perturbacion del estado nativo de la proteina al interaccionar con el PE

e la energética de la interaccion, es decir, la energia liberada o absorbida por mol
de proteina unida al PE

e etc.

Los dos pardmetros mas importantes que gobiernan la interaccion proteina/PE
son la hidrofobicidad y la carga eléctrica de cada componente. En términos generales,
estos interaccionan cuando ambos presentan carga eléctrica neta opuesta, aungue
también pueden existir contribuciones hidrofobicas en la interaccion. Sin embargo, no
se descarta la participacion de otros tipos de fuerzas que puedan tener un rol menor en la
asociacion y que tal vez sean la causa de diferencias sutiles entre sistemas proteina/PE
de caracteristicas similares, por ejemplo, puentes de hidrégeno.

El estado fisico de estos complejos proteina/PE puede variar de acuerdo a su
grado de solvatacion, siendo solubles cuando estan muy hidratados o formar
coacervados que finalmente precipitan reversiblemente bajo condiciones de interaccion
fuerte (alta densidad de carga, pH lejos del punto isoeléctrico, baja concentracion salina,

etc.) o también pueden estar formando multicapas, fibras y geles (Cooper y col., 2.005).



En cuanto al mecanismo de formacion de los complejos, se propuso la existencia
de complejos solubles previamente a precipitar: a bajas concentraciones, varias
moléculas de proteinas se unirian a una Unica molécula de PE formando estructuras
solubles tipo “collar de perlas”. En algunos casos el radio de estos complejos (obtenido
por medidas de dispersion dindmica de luz) es menor al del polielectrolito libre de
proteina (Tsuboi y col., 1.996; Boeris y col., 2.011). Al aumentar las concentraciones
estos complejos se asociarian entre si formando agregados intercatenarios
macroscopicos que finalmente precipitan provocando una separacién de fases solido-
liquido. Para un dado PE se requiere una densidad de carga critica de la proteina para
que ocurra la separacion de fases. Esto se daria al pH critico de formacion de complejos,
es decir, el o los pHs donde comienza a observase la formacion de complejos
insolubles, y depende tanto de la densidad de carga del polimero como de la fuerza
ionica del medio (Tsetska, 2.001; Cooper y col., 2.005).

En la figura a continuacion se muestran esquematicamente los equilibrios

alcanzados por el sistema en la formacion de los complejos entre proteinas y PES:

‘. .. ‘. —>
e _° D
PROTEINA + POLEMERO  COMPLEJO COMPLEJO COMPLEJO
SOLUBLE INSOLUBLE INSOLUBLE
MACROSCOPICO

Figura 1.1: Equilibrios de formacion de los complejos proteina/polielectrolito

Esta capacidad que tienen los PEs de interaccionar con proteinas y formar
complejos que pueden volverse insolubles y separarse del resto del medio por simple
decantacion, es la base de un método de aislamiento y purificacion de proteinas por
precipitacion con PEs. Este proceso depende de una serie de variables experimentales
tales como: diferente densidad de carga eléctrica, peso molecular y concentracion del
PE, pH, fuerza idnica, etc. (Gupta y col., 2.002; Wang y col., 1.999; Arvind y col.,
2.000; Patrickios y col., 1.999; Tsuboi y col., 1.996; Nath y col., 1.995). Para que el
proceso sea efectivo, debe lograrse que la enzima pueda ser recuperada del complejo
insoluble. Esto es posible si se encuentran las condiciones para que el mismo pueda

disociarse, recuperando la proteina con su actividad biolégica conservada y reciclando



el PE para un nuevo ciclo bioseparativo. Las estrategias que pueden emplearse para la
redisolucion del complejo insoluble implican: variacion del pH, de la fuerza ionica del
medio o0 una combinacién de ambos (Arvind y col., 2.000).

A pesar de la baja especificidad de esta técnica por su naturaleza escasamente
selectiva, el empleo de precipitacion con PEs tiene numerosas ventajas, ya que permite
la obtencién de una gran variedad de proteinas en un Unico paso con un elevado
rendimiento, es simple, rapida en la separacion del complejo proteina/PE, reproducible,
de bajo costo (los PEs son econdémicos), aplicable a gran escala, no requiere de
instrumental complicado, permite concentrar la muestra ya que se puede reducir en
forma sustancial el volumen de la solucion donde se encuentra contenida la proteina de
interes, y el proceso se puede llevar a cabo en un fermentador donde un microorganismo
esté produciendo la proteina que luego es recuperada como fase solida (Pessoa y
Kilikian, 2.005). Si bien es una técnica de baja selectividad, una acertada eleccion del
PE para una dada muestra compleja de proteinas, puede resultar en un procedimiento
extractivo con altos niveles de rendimiento y factores de purificacion aceptables para un
proceso de precipitacion en un unico paso.

Una adecuada descripcion empirica de estos sistemas permitiria aplicar esta
técnica para extractos naturales. El conocimiento de los factores que afectan la
precipitacion de proteinas en dichos sistemas, podria contribuir al disefio y optimizacion

de esta técnica como proceso extractivo de aplicacion a escala industrial.

2.2.1. Polielectrolito empleado en esta Tesis: Acido poliacrilico (PAA)

El acido acrilico, acido 2-propenoico o etilencarboxilico (C3H405) y sus ésteres
derivados se conocen en conjunto como acrilatos. Este acido carboxilico tiene un pKa
de 4,26. Entre sus propiedades fisicoquimicas mas importantes se observa que es un
liquido incoloro, miscible en agua, posee un punto de ebullicion de 141°C y fusion de
14°C, inflamable, volatil y de mediana toxicidad.

De acuerdo a su grado de polimerizacion (x), da lugar a acido poliacrilico de
diferentes pesos moleculares, el cual posee en cada unidad repetitiva un grupo ionizable
(carboxilato). Su polimerizacion es sencilla y se lleva a cabo a través de un proceso
denominado transferencia de grupo (Moad y col., 2.008). En la figura 1.2 se muestra

esquematicamente la estructura quimica del PAA:
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Figura 1.2: Estructura quimica del poliacrilato

La posibilidad que tiene este acido de polimerizarse dando lugar a moléculas de
alto peso molecular con buena solubilidad ha generado una amplia diversidad de
aplicaciones del PAA. Su grado de polimerizacion es un factor clave que determina su

aplicacion industrial, como se muestra en la tabla 1.1:

Tabla 1.1: Aplicaciones industriales del PAA

Peso molecular PAA Aplicacion industrial
< 80.000 Agente dispersante de pigmentos, en la fabricacion de pinturas
6 7 Acabado de telas, en la industria textil
10 -10 Agente de retencion en la industria del papel, pafiales, etc.
>107 Agente floculante o espesante

A estos polimeros también se los denomina superabsorbentes por su capacidad
de absorber grandes cantidades de agua. Es por esto que también se han incorporado en
la fabricacion de pafiales, toallas femeninas y productos para la higiene personal en
general que requieren de procesos de absorcién de agua. Asi también en la eliminacion
de agua de algunos combustibles como los empleados en aviacion, absorcion de agua en
fugas, aislamiento de centrales eléctricas y cables Opticos, acondicionamiento de tierra

en jardines para que retengan mayor cantidad de agua, entre otros usos.

2.3. Sistemas bifasicos acuosos (SBAS)

Los sistemas bifasicos acuosos se forman cuando dos polimeros quimicamente
diferentes o un polimero y una sal se mezclan en determinadas concentraciones en
solucién acuosa provocando la aparicion de dos fases inmiscibles. Una de estas fases

estara enriquecida en uno de los polimeros y la otra en el otro polimero o sal. Estos



sistemas que se forman por mezcla directa de los componentes se denominan sistemas
preformados.

Los SBAs también se pueden obtener por separacion de fases en soluciones de
un Unico polimero, cuando es llevada por encima o debajo de cierta temperatura critica.
Esto resulta en una fase muy enriquecida en el polimero respecto de la otra. Estos
sistemas se denominan inducidos por temperatura.

El tratamiento tedrico de separacion de fases puede enfocarse desde distintas
perspectivas de acuerdo al rol que se le atribuya a los distintos componentes del sistema.
De esta forma, se puede interpretar segin la Teoria de Flory-Huggins (Flory, 1.953),
segun el modelo de expansién del virial, segin principios de termodindmica de
superficies o como resultado de los efectos del polimero en la estructura del agua
(Zaslavsky, 1.995).

Dado que, cualquiera sea el sistema, el solvente en ambas fases es agua, los
SBAs presentan baja presion osmotica y tension interfacial y permiten la adicion de
sales y otros solutos con capacidad buffer. Esto hace que se puedan controlar ciertos
parametros como pH y fuerza idnica, brindando un entorno adecuado para

macromoléculas bioldgicas tales como células, virus, proteinas, etc.

2.3.1. Diagramas de fase
La composicion de los SBAs se encuentra convenientemente representada en los

diagramas de fase, como se ilustra en la figura 1.3:
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Figura 1.3: Representacion esquematica de un diagrama de fase en SBAs

En este diagrama, el eje de las ordenadas generalmente representa el
componente (polimero o sal) mayoritario en la fase superior, mientras que el eje de las
abscisas el de mayor proporcion en la fase inferior. La linea continua en la figura se
denomina curva binodial.

Cualquier punto dentro de este diagrama representa una composicion dada del
sistema. Los puntos que se encuentran por encima de la curva binodial representan
sistemas bifasicos, mientras que los puntos por debajo de la misma representan sistemas
homogéneos de solo una fase. La composicion total de una mezcla esta representada en
el punto A, mientras que los puntos B y C localizados sobre la curva binodial,
denominados nodos, representan las composiciones de cada una de fases coexistentes
(superior e inferior, respectivamente) para dicho sistema. La linea que une los puntos B
y C se denomina tie line (T.L.) o linea de union, sobre la cual debe estar posicionado el
punto A. Del mismo modo, sobre otra linea de unidn, el sistema A" posee una
composicion de fase superior B” e inferior C.

De esta manera, todas las mezclas de diferentes composiciones totales
representadas por puntos que se encuentran sobre una misma linea de unién daran lugar
a sistemas con fases de idéntica composicion final aunque diferente relacion de

volimenes (R) entre ellas.



El punto K se denomina punto critico y corresponde a un sistema teorico en el

cual las composiciones y los volumenes de las fases son iguales.

2.3.2. Teoria del volumen excluido

Una molécula de soluto esférica de radio r excluird al centro de masa de otra
molécula de soluto de un cierto volumen (u), llamado volumen excluido, de manera que
si se incorporan las moléculas de soluto una a una, la primera dispondra de un volumen
V para moverse, la segunda de un volumen (V - u), la tercera de (V - 2u) y asi
sucesivamente. Se define el volumen excluido de una molécula como el volumen que
no puede ser ocupado por el centro de masa de una segunda molécula, como se ilustra

en la figura 1.4:

Figura 1.4: Representacion esquematica del volumen excluido (u) por una
macromolécula esférica de radio r.

En soluciones de macromoléculas, por ejemplo una mezcla de proteina y PCF,
esta teoria predice que la probabilidad de encontrar el centro de masa de una molécula
de polimero dentro del volumen definido por el radio de giro de otra molécula es
esencialmente cero. A medida que la distancia desde el centro de masa se incrementa,
aumenta la libertad para ubicar el segundo centro de masa. Cuando la distancia desde el

primer centro de masa es el doble del radio de giro, la probabilidad de encontrar al
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segundo centro de masa alli es practicamente igual a la probabilidad de encontrarla en el
seno de la solucion.

El comportamiento de un PCF con respecto a la exclusion fisica de otras
moléculas poliméricas se aproxima a la de una esfera solida. Deben tenerse en cuenta
otras consideraciones, ya que el volumen del cual un segmento de un polimero excluye
a un segmento de otro polimero esta intimamente relacionado con la interaccion entre
segmentos dentro del mismo polimero. Ademas, es necesario mencionar que el volumen
fisico de exclusion no es el Unico factor en la interaccion entre segmentos de distintos
polimeros. En un buen solvente habra una preferencia por las moléculas de solvente
alrededor de los segmentos de los polimeros, lo que aumenta el volumen excluido para
cada segmento. De la misma manera, en un solvente pobre, hay preferencia por
contactos segmento-segmento, de manera que el efecto final es un volumen excluido
menor (Tanford, 1.961).

2.3.3. Reparto en sistemas bifasicos acuosos. Factores que gobiernan la particion
Otra metodologia de uso comdn para la obtencion y purificacion de enzimas, que
también emplea PCF, se basa en el principio de reparto o particion en sistemas bifasicos
acuosos.
Macromoléculas tales como proteinas se reparten entre las dos fases de un SBA

de acuerdo a un coeficiente de reparto, Kr, el cual se define como:

_ [M ]sup

Kr =
[M ]inf

(1.1)

siendo [M]syp Y [M]ins las concentraciones de la macromolécula en la fase superior e
inferior, respectivamente.

Cuando una mezcla de proteinas se agrega en un SBA, cada una de ellas se
distribuira de manera Unica entre las dos fases. Bajo condiciones Optimas, la proteina
que se desea aislar debera concentrarse en una de las fases mientras que el resto en la

fase contraria, tal como ilustra la siguiente figura:
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Figura 1.5: Esquema del reparto de solutos en SBAs.

Muchos factores afectan el reparto de un soluto en SBAs. Entre ellos se incluyen
el tipo, peso molecular y concentracion del PCF, tipo y concentracion de cosolutos (por
ejemplo sales), pH del medio, temperatura, etc., como asi también factores inherentes al
soluto que se reparte, como ser su peso molecular, carga, hidrofobicidad superficial, etc.
Ademas, estos factores suelen ser mutuamente dependientes, por ejemplo, resulta casi
imposible cambiar la temperatura del sistema sin afectar otros parametros como la
composicion de polimero o sal en las fases.

Esto hace que no sea posible predecir el comportamiento de reparto de un soluto
en SBAs, aungue existen ciertas generalizaciones informadas en la literatura que
consideran el efecto de algunas de estas variables de manera separada (Zaslavsky,
1.995):

e Composicion polimérica de las fases: Para un sistema cercano al punto critico,
las composiciones de ambas fases son similares y el soluto se distribuira casi
equitativamente entre ambas fases, con un Kr cercano a uno. Cuando la concentracion
total de polimero aumenta el sistema se aleja del punto critico y el reparto del soluto
sera mas asimétrico, es decir, Kr aumenta si es mayor a uno o disminuye si es menor a
la unidad.

e Peso molecular del polimero: Generalmente al aumentar el peso molecular de un
polimero que conforma un SBA se observa un efecto de exclusion del soluto hacia la
fase donde dicho polimero se encuentra en menor concentracién. De hecho, se han
informado casos que verifican dicho efecto de exclusion estérica como factor

determinante de la interaccién entre polietilenglicol con proteinas, dado que al
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incrementarse la masa molecular del polimero aumenta el volumen excluido por éste
(Arakawa y Timasheff, 1.985; Lee y Lee, 1.981).

e Agregado de cosolutos de bajo peso molecular: El agregado de cosolutos
ibnicos, como sales inorganicas, o no i6nicos afecta fuertemente el reparto de solutos en
SBAs fundamentalmente por el efecto que causan en la composicion y propiedades de
las fases o del soluto. Para este ultimo caso, por ejemplo, si la molécula que se reparte
es una proteina podria cambiar su conformacion con la fuerza i6nica o unirse al
cosoluto, alterando las interacciones entre el soluto y el solvente y afectando su
comportamiento de reparto. Cualquiera sea el caso, en muchas oportunidades el analisis
resulta dificil, dada la imposibilidad de distinguir entre un efecto y otro.

e Tamafio del soluto a repartirse: En general, para moléculas de gran tamafio,
como proteinas o acidos nucleicos, cuanto mayor es su peso molecular mas asimétrico
sera el reparto.

El tratamiento teorico del reparto de moléculas en SBAs podria acercarnos a
predecir el comportamiento de particion en un dado sistema, a partir de las propiedades
fisicoquimicas de los componentes y de las variables que afectan al proceso. Sin
embargo, dada la enorme complejidad de estos sistemas, aun no se han logrado teorias
que realicen dicha prediccion, permitiendo simplemente describir el fendmeno una vez
observado. Estos tratamientos pueden enfocarse en base a una extension de la teoria de
Flory-Huggins o en base a la expansion del modelo del virial (Zaslavsky, 1.995).

El reparto de solutos en SBAs es reconocida como una técnica eficiente de
separacion, versatil dada su capacidad de separar desde células y virus hasta proteinas u
otros materiales solubles, como asi también escalable para la industria. ES una técnica
rapida y simple, con bajos costos de implementacion y posibilita la concentracion de la
molécula de interés a través del control de los volimenes de las fases. Ademas, por
remocién de una de las fases se puede lograr una extraccion continua, como también es
posible que una de las fases funcione como medio de incubacion de un bio-reactor para
un microorganismo donde se expresa y la otra como receptor de la proteina de interés
una vez excretada.

El disefio de una metodologia dptima de separacion requiere del conocimiento
de las fuerzas que conducen el comportamiento de reparto de las moléculas entre ambas
fases acuosas. Sin embargo, como se menciond anteriormente, dada la complejidad de
las macromoléculas bioldgicas y la gran cantidad de factores involucrados, dichos

mecanismos suelen ser desconocidos en la mayoria de los casos. Esto hace que la
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eleccion de las condiciones Optimas de separacién de un producto bioldgico en
particular dependa de los resultados empiricos y de “ensayos de prueba y error”
(Zaslavsky, 1.995; Albertsson, 1.971; Brooks y col., 1.985).

2.3.4. PCF empleado en esta Tesis: Polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol es un poliéter formado por unidades de etilenglicol, el cual se
obtiene a través de una reaccion catalizada de deshidratacion del mismo o a partir de
6xido de etileno. Es neutro, lineal o ramificado y no toxico.

En la figura 1.6 se muestra la estructura quimica del polietilenglicol:

— ] ’
O
A \/\\O/

- —IX

H

Figura 1.6: Representacion esquematica de la estructura quimica del polietilenglicol

Segun su grado de polimerizacidbn se obtienen PEGs de distintos pesos
moleculares promedio, los cuales poseen caracteristicas fisicas diferentes: los PEGs de
pesos moleculares menores a 1.000 son liquidos viscosos casi incoloros, mientras que
los de mayor tamafio son sélidos cristalinos a temperatura ambiente, con puntos de
fusion proporcionales a sus pesos moleculares.

Es altamente soluble en agua debido a su caracter anfipatico, estructurando
moléculas de agua alrededor de su cadena etilénica hidrofobica y formando puentes de
hidrogeno con al menos dos o tres moléculas de agua a través del puente oxigeno. Es
decir, es una molécula muy hidratada llegando a estructurar alrededor de 16 moléculas
de agua por unidad monomérica (Zaslavsky, 1.995).

En solucion acuosa muestra una gran movilidad y volumen excluido.

A elevadas temperaturas las soluciones acuosas de PEG pueden separarse en dos
fases: una enriquecida y la otra empobrecida en el polimero. Esto podria deberse a la
ruptura de la capa de agua estructurada alrededor del PEG, debido a un incremento en la
movilidad térmica. A mayores temperaturas aun, cuando la capa de agua estructurada ha

desaparecido totalmente, el PEG y el agua podran volverse miscibles nuevamente.



Sus hidroxilos terminales y grupos éter, levemente 4&cidos y bésicos
respectivamente, brindan sitios adecuados para interaccionar con restos aminoacidicos
laterales de las proteinas, si bien las caracteristicas de tales interacciones no han sido
aun totalmente exploradas.

El PEG es de gran utilidad en biotecnologia. Por ejemplo, para la administracion
de farmacos y modificacion de superficies para favorecer su antiadherencia, como en la
fabricacion de hidrogeles. También puede unirse a moléculas insolubles (por ejemplo,
farmacos) haciendo que el producto PEG-molécula sea soluble. Los PEG de bajo pesos
molecular son muy empleados como disolventes no volatiles (Harris, 1.992).

3. Proteina en estudio: Alfa-amilasa

La enzima alfa-amilasa se encuentra presente en casi todos los organismos
vivos, desde células procariotas (bacterias del género Bacillus, Escherichia, etc.) y
eucariotas (origen fungico del género Aspergillus, Saccharomyces, etc.), hasta plantas
superiores (maiz, trigo, cebada, etc.) artropodos (Drosophila) y mamiferos (cerdos,
ratones, humanos, etc.).

La enzima alfa-amilasa de Aspergillus oryzae (a-1,4-glican 4-glicanohidrolasa;
EC 3.2.1.1), también llamada Taka amilasa A (a-Amy), pertenece a la familia 13 en la
clasificacion de glicosilhidrolasas, segun Henrissat (Henrissat, 1.991).

Esta enzima es una glicoproteina que cataliza la hidrolisis de la cadena de
amilosa y amilopectina del almidon, rompiendo enlaces o (1,4) interiores (endoamilasa)
para dar lugar a una mezcla de dextrinas.

El almidén (principal forma de almacenamiento de hidratos de carbono en
plantas) consiste en un polimero de a-glucosa formado por una mezcla de dos
polisacaridos muy similares: amilosa y amilopectina. Ambas formas son polimeros de
glucosa unidas por enlaces a-D-1,4 que se diferencian por el grado de ramificacion,
dado que la primera es una cadena casi lineal mientras que la segunda presenta
ramificaciones de 20 a 30 subunidades unidas a la cadena lineal por enlaces a-D-1,6
(Kuriki e Imanka, 1.999).

o-Amy es una enzima extremadamente estable dentro del rango de pH entre 5,00
y 8,00, posee un punto isoeléctrico de 4,20 y una temperatura éptima que puede variar
entre 35 y 55°C en funcién de la cepa que la produce. Su peso molecular es

aproximadamente 50 kDa, requiere Ca’* y CI" como estabilizadores y éste Gltimo



ademas como activador, ya que se ha informado un sitio de unién a este anion el cual
provocarfa un cambio conformacional que enrique su actividad. El ion Ca** se une un
sito principal en el centro activo que estabiliza estructuralmente a la enzima y favorece
el mantenimiento de su actividad catalitica. Esta union es tan fuerte que en presencia del
agente quelante etilén diamino tetraacetato (EDTA) la enzima mantiene practicamente
intacta su actividad hidrolitica. Sin embargo, un exceso de este ion disminuiria su
actividad ya que involucra a un sitio de unidn con residuos cataliticos de la enzima.

Entre algunos de los inhibidores de a-Amy informados en bibliografia se
encuentran el citrato, la urea y otros reactivos amida (Fischer y de Montmollin, 1.951;
Muralikrishna y Nirmala, 2.005; Carlsen y col., 1.996; Janecek y Balaz, 1.992; Raviyan
y col., 2.003; MacGregor y col., 2.001).

3.1. Estructura tridimensional

La alfa-amilasa de Aspergillus oryzae es una glicoproteina formada por una
cadena polipeptidica de 478 aminoacidos cuya estructura tridimensional ha sido
investigada en profundidad mediante cristalografia de rayos X (Matsura y col., 1.984;
Swift y col., 1.991).

La molécula esta plegada en dos dominios principales: uno amino terminal (del
residuo 1 al 380) a su vez subdividido en dos subdominios A y B. El dominio A (del
residuo 1 al 121 y 177 al 380) esta plegado en una estructura supersecundaria de barril
(a/B)s, donde ocho a-hélices rodean a ocho laminas B, en su mayoria paralelas, que
conforman el barril. EI dominio B (del residuo 122 al 176) se encuentra entre la tercera
lamina B vy la tercera a-hélice del domino A y contiene tres hojas B antiparalelas y una
region de menor regularidad estructural. Los residuos carboxilo terminales (del residuo
384 al 478) conforman el dominio C, el cual se pliega en ocho ld&minas  en sandwich
antiparalelo y se encuentra unido al dominio amino terminal a través de una cadena
polipeptidica compuesta principalmente por residuos hidrofébicos (Matsura y col.,
1.984; Swift y col., 1.991; Kuriki e Imanaka, 1.999).

Hacia el extremo carboxilo terminal del barril (a/B)s paralelo del dominio A se
localiza una gran hendidura donde se halla el sitio activo de la enzima. Alli se encuentra
el sitio de unién a Ca?* principal que podria ser esencial para la integridad estructural
del mismo y el segundo sitio de union a este metal que implica a un residuo de &cido

glutdmico en posicion 230, perteneciente al centro activo, lo que justifica que un exceso



de Ca”* reduzca la actividad catalitica de la alfa-amilasa por bloqueo del mismo, como
ya se menciono previamente en la Seccion 3 de Introduccién (Boel y col., 1.990).

La estructura tridimensional de la proteina se halla estabilizada por cuatro
uniones disulfuro que ligan los residuos de cisteina 30-38, 150-164, 240-283 y 439-474
(Matsura y col, 1.984).

La cadena de oligosacarido de esta glicoproteina se encuentra covalentemente
unida al residuo de asparagina 197 (Matsura y col., 1.984).

En la figura 1.7 se muestra un esquema representativo de la estructura

tridimensional de la enzima:

Figura 1.7: Esquema de la estructura tridimensional de la alfa-amilasa de Aspergillus
oryzae. Los colores representan los diferentes dominios estructurales de la enzima: A
(marrén), B (verde) y C (celeste). Las esferas rojas representan los iones Ca®* unidos
en el sitio de union principal (superior) y secundario (inferior).
(Fuente: Kumari y col., 2.010).

3.2. Union al sustrato y mecanismo de catalisis

El modelo de unién al sustrato propuesto por Matsura y col. (Matsura y col.,
1.984) involucra siete residuos de glucosa contiguos en el almidon, que deben unirse en
una configuracion curvada para dar lugar a una union productiva. Esta curvatura puede
ser preferida por la cadena de amilosa que tiene tendencia a adoptar una configuracion
helicoidal.

Las principales fuerzas atractivas entre el sustrato y la molécula de a-Amy son
interacciones dipolo-dipolo entre la amilosa y el barril-B paralelo. A su vez, las ocho
cadenas de a-hélice que lo rodean se encuentran arregladas antiparalelamente con
respecto a las laminas 3 centrales, provocando un gran campo electrostatico debido a los

fuertes dipolos de las hélices. De esta forma, todo el campo electrostatico formado por
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la superestructura (a/B)s serviria como un amplio campo atractivo al sustrato,
influenciando no solo la union a éste sino también la reaccion catalitica en su totalidad,
incluyendo el estado de transicion de la reaccion y la liberacion de los productos.

Muchos de los residuos de aminoacidos pertenecientes al sitio de unién al
sustrato y los que directamente participan en la catalisis se encuentran conservados entre
los miembros de la familia de alfa-amilasas, dado que todos comparten el mismo
mecanismo de accidén (Mc. Gregor y col, 2.001; Kuriki e Imanaka, 1.999). En particular,
histidina 296, 122 y 210, aspartato 297 y 206, glutamato 230, valina 231, lisina 209 y
tirosina 155 estan conservados entre la alfa-amilasa pancreéatica porcina y de Aspergillus
oryzae (Matsura y col., 1.984).

Los posibles residuos cataliticos de la a-Amy se encuentran localizados a una
distancia de aproximadamente 3 A del oxigeno glucosidico entre la cuarta y quinta
glucosa para romper dicho enlace entre azlcares. Es decir, entre estos residuos se
encontraria el sitio de clivaje del sustrato (Matsura y col., 1.984).

La reaccion catalitica se lleva a cabo a través de un mecanismo &cido-base,
donde el glutamato 230 es el dador de protones y el aspartico 206 actia de nucleofilo.
El rol del segundo aspartico (297) en este mecanismo no ha sido totalmente dilucidado,
pero se sugiere que podria estabilizar el estado de transicion de la reaccion y mantendria
al acido glutamico en el estado de protonacion adecuado para la catélisis. Este es un
mecanismo de doble desplazamiento, donde el producto mantiene la misma
configuracion anomerica del sustrato (Mc. Gregor y col., 2.001; Kuriki e Imanaka,
1.999).

3.3. Aplicaciones industriales

El uso de amilasas en la hidrolisis del almidon data del siglo nueve d. C., donde
se empleaba malta para convertir el almidon de las raices en edulcorante. Los extractos
de malta precipitados producian azlcar, pero en aquellos tiempos se desconocia el
material responsable de esta reaccion, denominandolo “diastasa” (del término francés
“separacion”), surgiendo, mas adelante, el término genérico de “amilasas” para las
diastasas.

Actualmente, la alfa-amilasa en una enzima de gran importancia econémica ya
que es utilizada en numerosas aplicaciones industriales y en campos muy diversos.

La despolimerizacion del almidon llevada a cabo por alfa-amilasa de diferentes

fuentes es la base de muchos procesos industriales tales como la preparacion de sueros
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de glucosa, edulcorantes, cerveza, etanol, bebidas alcohdlicas y panificaciones. También
se emplea como aditivo en jabones, detergentes y en alimentos balanceados para
animales. Es utilizada en la industria farmacéutica (dada su actividad antidispéptica y
antiinflamatoria), en la industria papelera y en la textil para eliminar el encolado que

recubre a los hilos (Muralikrishna, 2.005).

4. Interaccién proteina-PCF

Dado que las mismas fuerzas que conducen la interaccién de las proteinas con
los PCF pueden estar involucradas en la estabilizacion de la estructura proteica, la
misma puede desestabilizarse luego de su asociacion al polimero, provocando cambios
estructurales.

Estos cambios conformacionales pueden o no afectar la funcionalidad de una
enzima, dependiendo de si altera o no la conformacion del sitio activo o los sitios de
union al sustrato.

El estudio de las posibles reorganizaciones conformacionales de la proteina y la
preservacion de su estructura nativa es importante para un buen entendimiento de la

estabilidad y viabilidad de los sistemas estudiados en este trabajo de Tesis.
4.1. Tecnicas empleadas para estudiar la interaccion proteina-PCF

4.1.1. Turbidimetria
En los estudios turbidimétricos, la luz transmitida (T) a través de una cubeta de

longitud I que contiene una solucién o dispersion esta dada por:

T= I—:exp(_fl) (1.2)
lo

donde Iy es la intensidad de la luz incidente, | es la intensidad de luz emitida y t la
turbidez. De acuerdo con la teoria de Rayleigh (Eisenberg y Crothers, 1.979), la
intensidad de luz dispersada es proporcional al cuadrado de la masa de las particulas. De
esta manera, la formacion de estructuras supermoleculares o agregados intermoleculares
y el aumento en la masa de las particulas estd acompafiada de un incremento en la

dispersion de la luz visible o ultravioleta, cominmente llamada turbidez.
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Las sensibilidad de las medidas de turbidez son adecuadas en esquemas de
titulacion para determinar, por ejemplo, el pH de precipitacion de una mezcla de
proteina y polielectrolito, hacer un seguimiento cinético de la precipitacion o incluso
detectar la formacion de complejos solubles a través de pequefios incrementos en la
densidad dptica de una solucién (Tsetska, 2.001).

Las mediciones de turbidez son simples, no invasivas y pueden dar informacién
preliminar en un modo répido y bastante certero sobre la formacion de complejos entre

proteinas y polimeros.

4.1.2. Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC)

La caracterizacion termodindmica en las reacciones de fijacion (binding) de
ligandos a macromoléculas es importante para incrementar nuestros conocimientos en el
reconocimiento biomolecular y en la naturaleza de las interacciones y es parte esencial
en la profundizacion de numerosos procesos biologicos (Romanini y col., 2.007).

La calorimetria de titulacion isotérmica es un método de eleccion a la hora de
abordar dichos estudios, debido a que permite medir de manera directa el intercambio
de calor (a presion constante) involucrado durante la reaccion. Entre otras ventajas se
pueden destacar: su elevada sensibilidad, rapidez y la realizacién de medidas directas
sin necesidad de modificacion quimica o inmovilizacién. Ademas permite, en un mismo
experimento, obtener informacion no solo sobre la variacion entélpica (AH®) de la
fijacion sino también de la afinidad, estequiometria, variacion de energia libre (AG®) y
variacion de entropia (AS®) del proceso.

El calorimetro de titulacion VP-ITC MicroCal, USA, funciona por medio de un
sistema de feedback que censa diferencias de calor entre las celdas de referencia y de
muestra. La temperatura entre ambas celdas es monitoreada y mantenida constante a
través de un sistema de retroalimentacion (o compensacidn) que da lugar a una potencia
que origina la linea de base en ausencia de reaccion. Al ocurrir cualquier efecto térmico
se producira un cambio en la temperatura de la celda que contiene la muestra
provocando una diferencia de temperatura con la celda de referencia, apartando
transitoriamente la potencia de compensacion del valor estacionario. Esto es detectado
por el calorimetro, el cual ajusta el potencial del sistema de feedback para compensarlo.
Las reacciones exotérmicas dispararan una disminucién temporal en la potencia de

retroalimentacion, mientras que las endotérmicas originaran un aumento en la misma. El
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calor liberado o absorbido por la reaccion es obtenido por integracion de los picos
provocados por estas deflexiones en la linea de base, respecto del tiempo.
En la figura 1.8 se muestra un esquema del calorimetro empleado junto con

curvas de ITC representativas para interacciones exotérmicas y endotérmicas:

A - MICROCALORIMETRO DE ITC B - INTERACCION EXOTERMICA
JERINGADE ——> LINEADE BASE
INYECCION
Agitacion 5 '5
3
J— g
o
CORAZA
ADIABATICA
------- Tiempo
\ C - INTERACCION ENDOTERMICA
AT
o
g
c
S
MUESTRA REFERENCIA & [
— > LINEADE BASE
Tiempo

Figura 1.8: A- Esquema del microcalorimetro de ITC. Isotermas representativas
obtenidas por ITC para una interaccion exotérmica (B) y endotérmica (C).

Un experimento tipico de ITC consiste en inyectar el ligando por medio de una
jeringa en la celda conteniendo la macromolécula, con ambas soluciones preparadas en
el mismo medio buffer. El efecto térmico observado serd el resultado de numerosas
fuentes de calor, tales como: la reaccion de binding, la dilucién de la macromolécula y
del ligando y cualquier otro proceso concomitante que pueda contribuir al calor total
generado o absorbido. La inespecificidad intrinseca en la deteccion del efecto térmico y
consecuentemente la incapacidad de la titulacién calorimétrica para identificar el

proceso que origina el calor hace necesario la realizacion de controles:

AH%nt = AH %ot — AH i1 — AH g0l (1.3)



donde AH®jy es calor asociado a la interaccion en estudio, AH®: el calor total medido,
AH®g el calor de dilucion de la macromolécula y AH®iso €l calor de disolucion del
ligando.

Finalmente, la obtencion de los parametros de la fijacion se logra a través del
ajuste no lineal de los datos experimentales al modelo de binding que gobierna cada
proceso.

En general, las interacciones proteina/ligando que no presentan cooperatividad
(ni positiva ni negativa) se describen adecuadamente a traves del modelo de unién de
sitios independientes y equivalentes (Pellegrini Malpiedi y col., 2.010; Zhou y col,
2.004, Veladzquez Campoy, 2.006; Jha y Kishore, 2.009; Zakariassen y Serlie, 2.007; EI
Harrous y Parody-Morreale, 1.997). El término independientes implica que la unién a
un sitio cualquiera no afecta la afinidad de los restantes y equivalentes o idénticos
significa la misma constante de union microscépica a cualquiera de los sitios presentes.

El analisis termodinamico estadistico de un proceso de unién con estas
caracteristicas muestra que la funcién de particion de unidn, que describe las

poblaciones de los diferentes estados moleculares accesibles del sistema, es:

Z=@A+K[LD" @4

donde K es la constante microscopica aparente del equilibrio de union, [L] la
concentracion de ligando libre y n es el numero de sitios de union de la
macromolécula para el ligando.

La razén de la concentracion de ligando unido [L],, a la concentracion de
macromolécula total, [M]y, conocida como parametro de union, esta relacionada con la

funcion de particién de union por:

[Ll, oInZ
[M}r alIn[L]

V=

(1.5)

Por consiguiente, la concentracion de ligando unido por mol de macromolécula

para un sistema representado por el modelo de n sitios idénticos e independientes sera:



nK[L]

— .6
1+ K[L] (0)

V=

Suponiendo, en principio, que no existen otros procesos concomitantes, en una

inyeccion cualquiera de la serie el calor liberado o absorbido sera:

kcal

= AH®
Qi (moILb

) - A(molesLy) (1.7)

donde L, representa el ligando unido y AH° es el cambio de entalpia por mol de
ligando unido. Si Vc representa el volumen de la celda que coincide con el volumen

inicial de la muestra, la ecuacion anterior puede expresarse mas explicitamente como:
Gi =AH®-Ve([Llpi —[L]y i) =AH®-Ve(vi [M]i-vi4[M]iy)  (@8)

Considerando, en aproximacion, que el volumen efectivo que interviene en la
reaccion es aquel que llena la celda y por consiguiente las concentraciones de
macromolécula y ligando actuales en la celda han de corregirse por las pequefias
cantidades de estos componentes contenidas en el volumen desplazado fuera de la celda,

asi la concentracion actual de M en la celda sera:

Ve -V,
M]j=[M]j_1-— "™ 1.9
[ ]I [ ]I 1 Ve (1.9)
y la concentracion total de ligando en la celda de reaccidn sera:
c—Vir)ILk i—1 +Vinl[L
[L]T,i :(V m)[ ]T,I 1 m[ ]O (1.10)

Ve

donde Vi, y [L]o son el volumen de inyeccion y la concentracion en la jeringa del
ligando, respectivamente.

El calor total acumulado después de N inyecciones, Q, seré:
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nK[L]

1+ K[L] 1)

Q=N g =VdM]yAH vN =VC[M]y AH®

En ITC el valor de la variable [L] no es conocida por lo que operativamente

conviene expresarla en funcion de las variables experimentales [L]t y Q:

Q

[L]=[L} —[L]p =[L}r TVCAH®

(1.12)

Sustituyendo [L] en la ecuacion (1.11) por la expresion (1.12) se obtiene una

ecuacion de segundo orden en Q cuya solucion es:

_ VCAH®

Q 2K

[1+ K[L}; +nK[M1; —X/(1+ K[Llt +nK[M1r)? —4nK’[M 7 [L]t } (1.13)

Esta expresion relaciona el calor total acumulado luego de N inyecciones con las
variables experimentales: Vc, [L]r y [M]y, y permite obtener, a partir del ajuste no
lineal de los datos experimentales, los parametros K, n 'y AH° (Kim y col., 2.006; Gill y
col., 1.990).

4.1.3. Espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis)

La espectroscopia de absorcion UV-Vis es una técnica que se basa en el cambio
de configuracion electrénica molecular del estado fundamental a un estado excitado
debido a la absorcion de radiacion electromagnética UV-Vis, empleando como fuente
luz no polarizada.

Las transiciones electronicas en moléculas se presentan en forma de bandas. En
moléculas pequefias en fase gaseosa es posible observar la estructura fina vibracional de
las bandas electronicas. En cambio, en moléculas mas complejas la multiplicidad de los
niveles vibracionales hace que el gran nimero de transiciones de similar energia
produzca bandas de absorcion continuas sin estructura fina vibracional evidente. Esto es
también lo usual cuando se registran los espectros de absorcién UV-Vis en fases
condensadas (soluciones, solidos).

Las principales caracteristicas de una banda de absorcion son:
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- La posicion de la banda, dada por el maximo de absorcion, depende de la
energia de la transicion y se reporta usualmente como Amsx (longitud de onda de maxima
absorcion).

- La intensidad de una banda de absorcién, que puede expresarse como
absortividad molar en el maximo (emax) O intensidad integrada. Esta intensidad depende
del cuadrado del momento dipolo de la transicion (cambio en la distribucion de cargas
eléctricas durante la transicion). Se producen absorciones intensas cuando una
transicion es acompafiada por un gran cambio en la distribucién de las cargas.

- El ancho de una banda de absorcién electrdnica, el cual depende del nimero e
intensidad de los componentes vibracionales de la transicion correspondiente.

La espectroscopia UV-Vis se emplea habitualmente en la determinacion
cuantitativa de croméforos a través de la Ley de Lambert Beer (Castellan, 1.987), como
también en analisis descriptivos, por ejemplo, para la identificacion de cromoforos. La
naturaleza del disolvente, el pH de la solucion, la temperatura, la concentracion de
electrolitos y la presencia de sustancias interferentes pueden influir en los espectros de
absorcion de los compuestos.

Los residuos aromaticos de las proteinas absorben en la region UV del espectro
originando una banda principal alrededor de los 280 nm. La orientacion relativa y las
interacciones entre ellos afectan la energia y la intensidad de la absorcion.

La espectroscopia UV-Vis se ha empleado en el campo de la elucidacion de
estructuras de compuestos organicos desde hace mucho tiempo. Sin embargo el
desarrollo de otros métodos mas potentes ha reducido su margen de aplicacion
principalmente en la cuantificacion y deteccion de compuestos, aunque puede emplearse
para obtener informacion sobre conformacion de proteinas en solucion. (Thomas,
2.008).

4.1.4. Espectroscopia de fluorescencia (F)

La fluorescencia es un proceso de emision que surge como resultado de la
excitacion de las moléculas por absorcion de radiacion electromagnética. Las especies
excitadas regresan al estado fundamental liberando su exceso de energia como fotones.
El foton emitido por F tiene menor energia que el absorbido, por lo tanto, posee una

frecuencia menor y emite a una longitud de onda mayor.
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La fluorescencia nativa de las proteinas se debe a los aminoacidos arométicos
que son fluor6foros naturales presentes en la mayoria de ellas: fenilalanina (Phe),
tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp). El rendimiento cuantico de la Phe es muy pequefio, lo
que hace que la contribucion a la emision de F de este residuo sea muy pobre y
raramente pueda observarse. Al excitar una proteina a 280 nm, la emision de F sera
dominada por la del Trp, debido al fendmeno de transferencia de energia entre Tyr y
Trp (Lakowicz, 1.983).

La emisidn de F del Trp es muy sensible a la polaridad del solvente: la longitud
de onda de maxima emision (Amsx) Se desplaza hacia menores valores a medida que la
polaridad del solvente disminuye y hacia mayores A al encontrarse en un entorno mas
polar. Por lo tanto, esta puede reflejar la polaridad del entorno que rodea a estos
residuos. Esto significa que el maximo de emision de F de las proteinas puede ser
dependiente de aquellos factores que afectan la exposicion de los Trp al solvente.

La emision del Trp también es sensible a la union a sustratos, a reacciones de
asociacion con ligandos u otras macromoléculas y a procesos de desnaturalizacion.

Todo proceso que disminuye la intensidad de fluorescencia de un fluoroforo se
denomina “extincion de la fluorescencia o quenching” y quencher a la sustancia que
provoca tal extincidn. Por lo tanto, a traves de medidas de quenching de la fluorescencia
es posible determinar la accesibilidad de los fluoroforos.

Existen distintos tipos de quenching segun la causa que lo origine: encuentros
colisionales, quenching dinamico, o formacion de complejos no fluorescentes,
guenching estéatico, entre el fluor6foro y el quencher.

La ecuacion de Stern-Volmer (1.14) que describe al quenching colisional es:

IIffO=1+ KplQ] (1.14)

siendo Ify e If las intensidades de fluorescencia en ausencia y presencia del quencher,
respectivamente, [Q] la concentracion de quencher y Kp la constante de Stern-Volmer,
la cual es el producto del tiempo de vida media del fluor6foro y la constante de
quenching bimolecular. Ademas, Kp™ es la concentracion de quencher a la cual Ify/If =

2 0 bien el 50% de If es extinguida, es decir que a mayor Kp se necesita menos
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quencher para extinguir la fluorescencia, lo que significa que hay una mayor afinidad
entre el quencher y el fluoréforo.

Un grafico lineal Ify/If vs [Q] generalmente indica la existencia de una sola
poblacién de fluoroforos, todos igualmente accesibles al quencher. Si existen dos
poblaciones de fluor6foros y una de ellas no es accesible al mismo, la gréfica de Stern-
Volmer se desvia de la linealidad hacia el eje de las abscisas. Este Gltimo caso ocurre
frecuentemente en proteinas para el quenching de los residuos de Trp por quenchers
polares o cargados. Este tipo de quenchers no pueden penetrar el interior hidrofobico de
las proteinas y sélo afectara a la poblacién de Trp expuesta en la superficie. Este
comportamiento es descripto por la ecuacién de Stern-Volmer modificada (1.15):

fob, 1 1 1
=— + (1.15)
Ifo—If  f Kp[Q] f

donde f es la fraccion de Trp accesibles al quencher.
Para el quenching estatico, la relacion entre If y [Q] (ecuacion 1.16) es idéntica
al caso del quenching dinamico, excepto que la constante de quenching es la constante

de asociacion entre el quencher y el fluoroforo, Ks:

0 -1 Ks[Q1 (6)

Frecuentemente, cuando el quenching es de gran magnitud se observan
desviaciones positivas de la ecuacion de Stern-Volmer. Este fendmeno se interpreta a
través del modelo de esfera de accidn, el cual indica que existe una esfera de volumen v
alrededor del fluoroforo dentro de la cual la probabilidad de quenching es unitaria. La

ecuacion de Stern-Volmer modificada que describe tal situacion es la siguiente:

Ify

2 =@+ Kp[QellN %) 1.17)

N es el namero de Advogadro y el término exponencial el nimero de moléculas de

guencher en la esfera (Lakowicz, ,1.983).
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La acrilamida es un quencher que tiene la capacidad de penetrar en el interior de

las proteinas, siendo accesible a todos los residuos de Trp (superficiales o no).

4.1.5. Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

Cuando se hace incidir luz polarizada en el plano sobre una sustancia quiral, ésta
desvia su plano de polarizacion. Si esta sustancia absorbe, cada uno de los haces de luz
polarizada circularmente hacia la derecha o izquierda son absorbidos de diferente
manera y esta diferencia de absorcion se denomina dicroismo circular. Los espectros de
DC generalmente son expresados en términos de elipticidad o elipticidad molar.

La espectroscopia de dicroismo circular es una de las técnicas mas sensibles para
determinar estructuras y monitorear cambios estructurales en biomoléculas.

En proteinas, el DC en el UV-cercano refleja las contribuciones de los residuos
aromaticos, puentes disulfuro y grupos proteticos. Dado que estos pueden encontrarse
distribuidos por toda la molécula, los espectros en esta region son un reflejo de la
conformacion global de la proteina, es decir, depende del plegamiento de la misma
(estructura terciaria).

El DC de proteinas en la region del UV-lejano se debe, en cambio,
principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoacidos entre si.
La asimetria de estos cromdforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la
proteina, por lo cual, las sefiales de dicroismo circular se pueden interpretar en términos
del contenido de estructura secundaria presente, es decir, del porcentaje de residuos que
se encuentran en alguna conformacion estructural (hélices o, hojas B, giros, etc.). De
acuerdo al tipo de estructura secundaria, se obtienen distintos patrones de acoplamiento,
distancias y orientaciones caracteristicas en estos croméforos que daran lugar a un
espectro de DC caracteristico.

Se ha propuesto una clasificacion para las proteinas de acuerdo a su estructura
secundaria: todo alfa, poseen solo estructuras del tipo a-hélice; todo beta, poseen casi
exclusivamente hojas B; a+f, poseen hélices o y hojas B en dominios separados; o/f,
poseen segmentos mixtos que alternan a lo largo de la cadena polipeptidica entre
estructuras tipo a-hélice y hojas B; y por ultimo las proteinas desordenadas o con pocos
elementos de estructuracion secundaria. En la realidad, las proteinas suelen estar lejos
de estos modelos ideales, por lo cual asignar las estructuras secundarias presentes en

proteinas suele ser una tarea complicada (Fasman, 1.996).
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Existen varios métodos para calcular el contenido de estructura secundaria en
proteinas a partir de los resultados de DC, que se basan en diferentes algoritmos
matematicos y emplean proteinas de referencia con estructura conocida por
cristalografia. Sin embargo, en muchas oportunidades estos métodos no logran resolver
de manera segura la estructura secundaria de proteinas y no son comparables entre si de
acuerdo al set de proteinas de referencia empleado. Ademas, los supuestos en los que se
fundamentan muchas veces no son correctos o pueden ser fuentes de error (Sreerama y
Woody, 2.000; Sreerama y col., 2.000; Khrapunov, 2.009).

Aun asi, la espectroscopia de DC es una de las técnicas mas empleadas para
evaluar la conformacién de proteinas en solucion, debido a sus grandes ventajas en
cuanto a sensibilidad, simpleza, rapidez y por permitir un analisis descriptivo de los

espectros mas alla de obtener o no resultados cuantitativos.

4.1.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica adecuada para estudiar la
energética de las transiciones de plegamiento-desplegamiento de las proteinas inducida
por temperatura, permitiendo una caracterizacion termodindmica o cinética de los
cambios conformacionales.

El calorimetro mide la capacidad calorifica (Cp) relativa del sistema cuando
sufre una transicion inducida por un cambio térmico. El mismo contiene una celda de
referencia (donde se coloca el buffer de trabajo) y una donde se coloca la muestra,
ambas fijadas en el interior de una coraza cilindrica adiabatica, y produce un
calentamiento simultaneo a una velocidad predeterminada. Cuando se produce la
transicion nativo (N) — desnaturalizado (D) la muestra absorbe parte del calor que se
suministra de manera que la temperatura en la celda de muestra sera temporalmente
menor a la de la celda de referencia. El calorimetro censa esta variacion de temperatura
y para compensarla suministra una potencia calorifica adicional o en exceso que sera
proporcional a la variacion en la capacidad calorifica entre ambas celdas.

Esto se traduce en un termograma de Cp vs. T, que por lo general consiste en
una curva con una transicion, en forma de pico endotérmico, que se debe a la absorcion
de calor asociado con la desnaturalizacion. En algunos casos, se obtienen varios picos
correspondientes a distintas transiciones durante el proceso de desnaturalizacion. Los
parametros que caracterizan las transiciones son la entalpia calorimétrica (AHca), que

corresponde al area debajo de la curva de Cp vs. T; la temperatura de melting (Tm),
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que es la temperatura en el maximo de la transicion y el ACp, el cual es la diferencia de
Cp entre el estado nativo (Cp") y el desnaturalizado (Cp®).
En la figura 1.9 se muestra un esquema representativo de un calorimetro

diferencial de barrido junto con un termograma tipico de una Unica transicién:

A - CALORIMETRO DIFERENCIAL DE BARRIDO B - TERMOGRAMA DE DSC
MUESTRA REFERENCIA
It} [—

&
vv\/\/\/v\ /\/\va ’
Sistema de calentamiento
Sensoresde T — I
l l m 1
40 60 80 100
T(°C)

Figura 1.9: A- Esquema de un calorimetro diferencial de barrido. B- Termograma de
DSC de una Unica transicion para la desnaturalizacion térmica de una proteina
hipotética.(Fuente:http://www.ugr.es/~proyecto08173/gbiofisica/APUNTES%20Y%20N
OTAS/Tema%205%20-
%20Equilibrio%20conformacional/Metodos%20experimentales%20DSC/Fundamentos
DSC.pdf).

En una experiencia de DSC se realizan barridos sucesivos luego de los cuales es
posible comprobar la existencia de reversibilidad en la transicién, lo que suele
expresarse en términos de porcentaje del area bajo la curva que se recupera en el
segundo barrido. Esto es de relevancia para un andlisis posterior de los datos, dado que
no es posible aplicar un analisis basado en la termodinamica de equilibrio si el proceso
observado es irreversible y no transcurre en equilibrio termodinamico. Por lo tanto, la
informacion que se puede obtener de un experimento de DSC es diferente cuando el
proceso estd en equilibrio durante todo el barrido de temperatura o estd controlado
cinéticamente (Privalov y Khechinashvili, 1.974; Privalov y Potekhin 1.986; Privalov y
Filimonov, 1.978; Mabrey y Sturtevant, 1.977; Bach y Chapman, 1.980).

A continuacién se resume brevemente los modelos mas empleados para el

analisis de los termogramas de DSC:
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Modelo de equilibrio de dos estados:

Para algunas proteinas pequefias globulares tales como ribonucleasa A
pancredtica, lisozima de clara de huevo de gallina, nucleasa estafilococica, mioglobina y
citocromo C (Privalov y col., 1.989; Ladbury y Chowdhry, 1.998) se observa que en el
proceso de desplegamiento existen Unicamente dos estados significativamente poblados:
el estado nativo (N) y el desnaturalizado (D). Desde el punto de vista termodindmico-
estadistico estos serdn macroestados formados cada uno por una multitud de
microestados que difieren muy poco en entalpia.

En este modelo, los estados N y D se encuentran en equilibrio en todo momento

y se puede esquematizar como:
N~ D (1.18)

De esta forma, la constante de equilibrio de desnaturalizacion, Kp, quedara

representada como:

N
D= u (1.19)
[D]
siendo [N] y [D] las concentraciones de proteina en el estado nativo y desnaturalizado,
respectivamente.
Como se menciond anteriormente, la entalpia calorimétrica, AHq, 0 entalpia

total de la transicidn es simplemente el rea debajo de la curva de Cp vs. T:

T
AHgq = [Cp-dT (1.20)
n

donde T, y T, son las temperaturas antes y después de la transicion, respectivamente.

La temperatura de melting, Tm, coincide practicamente con la temperatura a la
que se produce la transicion justo a la mitad, con poblaciones similares en los estados N
yD.

Para este proceso, el calor absorbido a una T determinada es proporcional al

avance de la reaccion. Por lo tanto, la constante de equilibrio a cada temperatura se
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puede obtener facilmente a partir de la curva de Cp vs. T y a partir de la ecuacion de
van't Hoff (ecuacién 1.21) se puede calcular el cambio de entalpia (AH")

correspondiente del proceso N<>D:

VH
(dln KD) :AH (1.21)
dT  Jp  RT?

AHY"es la entalpia de Van't Hoff.

Si el proceso es, como se ha supuesto, un equilibrio entre dos estados, los
valores de ambas entalpias (AHea y AHY™) deben ser idénticos.

Conociendo estos parametros, se pueden obtener la variacién en energia de
Gibbs estandar (AG®) y la variacion de entropia estandar (AS°) a partir de las ecuaciones

termodinamicas:

AG°=-RTInKp (1.22)
AS® = _[(mj (1.23)
oT

De esta forma, cuando T =Tm, Kp = 1y por lo tanto AG° = 0.
Existe cooperatividad intermolecular cuando AHY™ > AHc, aunque el proceso

siga siendo de equilibrio.

Modelo de equilibrio entre mas de dos estados:

Se han encontrado gran cantidad de proteinas, especialmente las mas complejas,
para las que el modelo de dos estados no es valido. Esto puede deberse a: i) una
poblacion apreciable de estados intermedios de plegamiento en equilibrio con los
estados N y D (Montgomery y col., 1.993), ii) cambios en el grado de asociacion de la
proteina concomitantes con su desplegamiento o iii) ambas situaciones simultdneamente
(Azuaga y col., 1.995; Filimonov y Rogov, 1.996).

El hecho de que AHY" < AHc en el proceso de equilibrio indica que el mismo

no es de dos estados y que existen uno 0 mas intermediarios termodindAmicamente



estables significativamente poblados. Esta situacién corresponde normalmente al caso
en que ciertas regiones de la proteina, o dominios cooperativos, se desnaturalizan mas o
menos independientemente uno del otro.

Se han propuesto varios modelos para explicar estos casos. EI mas antiguo y
frecuentemente empleado es el modelo secuencial, que consiste en varios estados
consecutivos durante el proceso de desnaturalizacion. Los parametros termodinamicos
de cada estado se pueden calcular a partir de la curva experimental Cp(T) por ajuste de
minimos cuadrados no lineales, por el andlisis en etapas recursivas en funcion de la
temperatura hasta que se obtengan las constantes de equilibrio, fraccion de moléculas en
cada estado, cambios de entalpia y cualquiera otra funcion relacionada con ellos.

Otro modelo es de transiciones independientes, el cual supone que la
desnaturalizacion de cada dominio es independiente uno del otro, es decir, no se

influyen entre si (Privalov y Filimonov, 1.978).

Procesos de no equilibrio. Modelo de Lumry vy Eyring:

Los parametros termodindmicos que se obtienen mediante los modelos
anteriormente descriptos, excepto la entalpia calorimétrica (que sigue siendo el area
debajo del termograma experimental) podrian ser falsos si se comprueba
irreversibilidad durante la desnaturalizacion.

Ademas de la falta de reproducibilidad en los barridos consecutivos, la
dependencia de Tm con la velocidad de barrido es indicio de la presencia de procesos
irreversibles controlados cinéticamente. Esta es una regla general, independientemente
del modelo que se emplee para explicar los datos de DSC.

La desnaturalizacion térmica irreversible es atribuida generalmente a
alteraciones del estado final, como la autolisis, agregacion, alteraciones quimicas de la
proteina, etc., que impiden que la misma adopte su estructura nativa (Kurganov y col.,
1.997; Sanchez-Ruiz, 1.992).

Estas alteraciones irreversibles son fundamentalmente procesos cinéticos que se
pueden describir a través de ecuaciones de velocidad. Por lo tanto, se obtiene
informacion de caracter cinético (no termodinamico) del proceso de desnaturalizacion.

El modelo mas aplicable en estos casos es el modelo de Lumry y Eyring
(Sanchez-Ruiz, 1.992) el cual propone un paso de desnaturalizacion reversible seguido
de alteraciones irreversibles del estado desnaturalizado de la proteina, las cuales

originan un estado final (F) incapaz de volver al estado nativo:
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ki Kk
N D-oF (1.24)
k1

ki, k1 y k son las constantes de velocidad para la desnaturalizacion reversible,
renaturalizacion y etapa de desnaturalizacion irreversible, respectivamente.
Este modelo permite determinar la constante de velocidad, k y la energia de

activacion, Ea, relacionadas por la ecuacion de Arrhenius:

« — ae EA/RT)

(1.25)
donde R es la constante de los gases y A el factor frecuencia.

Ademas, conduce a la relacion:

1 In A
= = (1.26)
T* Ep-R

donde T* es la temperatura a la cual k = 1 min™.

Modelo irreversible de dos estados:

Si k > k_; (ecuacion 1.24) la mayoria de las moléculas son convertidas al estado
F, mientras que D se encuentra en muy baja concentracién o no se acumula, es decir, no
se establece el equilibrio entre N y D. En este caso, el paso limitante de la velocidad es
la formacidn de F a través de una cinética de primer orden. Este es un caso limite para el
modelo de Lumry-Eyring y considera s6lo dos estados significativamente poblados (N y
F). Dicha transicién estd gobernada por una constante cinética de primer orden y

dependiente de la T:

k
N—o>F (1.27)

Otra posibilidad es que Kp = ki/k; <1y k < k.. En este caso, la cantidad de D
también serd muy baja y la formacion de F estard determinada por una constante de

velocidad aparente de primer orden Kapp = Kp.K:



Kapp
N > F (1.28)

Ambas situaciones se describen a partir del modelo de dos estados irreversibles,
siendo indistinguibles a partir de las transiciones de DSC. La Unica diferencia entre ellas
es el paso limitante de la velocidad (Sanchez-Ruiz, 1.992; Amani y col., 2.007).

Muchos de los casos de desnaturalizacion térmica irreversible de proteinas
fueron correctamente descriptos a partir de este modelo simplificado de dos estados
(Zamorano y col., 2.004; Amani y col., 2.007; Lyubarev y col., 1.999; Michnik y col.,
2.005; Quesada-Soriano y col., 2.006; Zoldak y col., 2.006).

El modelo conduce a una serie de expresiones que permiten calcular los
parametros de la ecuacion de Arrhenius y sirven como validacion del modelo si
conducen a valores coincidentes. Numerosos trabajos describen con detalle estos
métodos de validacion (Sanchez-Ruiz y col., 1.988; Sanchez-Ruiz, 1.992; Kurganov y
col., 1.997).

Meétodos de validacion:

A) La constante de velocidad de la reaccion, k, a una dada temperatura es:

_ V-Cp
AHcq) — (AH )

(1.29)

donde V es la velocidad de calentamiento, Cp la capacidad calorifica de exceso a la

temperatura Ty <AH > el calor desarrollado hasta la temperatura T.

Teniendo en cuenta esto y la ecuacion de Arrhenius (1.25) se obtiene la siguiente

expresion:

i = Tl* —Injv-cp I(AHq — (AH >)]/(EA/ R)  (1.30)

de manera que a partir de un grafico 1/T vs. Inﬁ/ -Cp/(AH, —(AH >)] se podran obtener

los parametros Ea y T*, a partir de la pendiente y ordenada al origen, respectivamente.
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En general, para el modelo de dos estados irreversibles el valor

Inﬁ/ -Cp/(AH, —(AH >)] es independiente de la velocidad de barrido y por lo tanto todos

los puntos obtenidos a varias VV deberdn superponerse en una misma funcién lineal.
Cabe destacar que este es uno de los métodos mas valiosos para evaluar la validez del

modelo.

B) EI método predice que la Tm debe cambiar con la velocidad de barrido segin

(M) o

de modo que si se representa In(V/Tm?) vs. 1/Tm se debe obtener una recta de pendiente

la expresion:

—EA/R y ordenada al origen In(A-R/E,).

C) El calor desarrollado a cada T es:

In| In Afcal = EA(l - 1) (1.32)
AHca| —<AH> R\Tm T

por lo que se puede obtener Ea a través de una representacion del primer término contra

1/T. En este caso la pendiente resultara -EA/R y la ordenada al origen Ea/(R-Tm).
D) También se puede calcular Ea directamente a partir de:

3 eRCmem2

A (1.33)
Al"cal

donde Cp™ es la capacidad calorifica de exceso a la temperatura Tmy e es la base del
logaritmo natural.
La aplicacion de este modelo permite extraer informacion cinética ya que la

termodinamica queda totalmente enmascarada por la presencia de procesos
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irreversibles. No obstante, para una velocidad de calentamiento dada, el valor de Tm se
puede emplear como pardmetro comparativo para evaluar la estabilidad de la

biomolécula en estudio en funcién de las condiciones del medio.

5. Fuentes naturales de alfa-amilasa: pancreas bovino y Aspergillus oryzae
Una de las operaciones centrales en un proceso biotecnoldgico de obtencion de
enzimas es la transformacion o pretratamiento de materias primas econémicas o sin
valor comercial en productos primarios, mas o menos complejos de acuerdo a su
naturaleza, a partir de los cuales se pueda aislar o purificar la proteina de interés, de
acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas o caracteristicas distintivas respecto del resto
de los componentes de la mezcla.
Dos fuentes naturales economicas de alfa-amilasa son:
e El pancreas bovino (contiene gran cantidad de enzimas de alto valor comercial)
e Cultivo fungico de A. oryzae (bajo ciertas condiciones experimentales, productor

natural de la enzima)

5.1. El pancreas bovino

El pancreas de los bovinos es un drgano del aparato digestivo ubicado
transversalmente sobre la pared dorsal del abdomen que puede llegar a pesar
aproximadamente entre 350 y 500 g. En los bovinos, consta de un conducto que
desemboca en el duodeno donde las enzimas secretadas por el tejido exocrino ayudan a
la degradacion de carbohidratos, grasas y proteinas.

El pancreas es fuente de numerosas proteinas de importancia industrial. Entre
ellas, proenzimas (proelastasa, procarboxipeptidasa, tripsindgeno y quimotripsinégeno)
que luego son activadas en el lumen intestinal, también ribonucleasa,
desoxiribonucleasa, lipasas, amilasas, colesterolasas y fosfolipasas. La figura 1.10
representa el pancreas bovino y el proceso de activacion de proenzimas en el intestino

por parte de una proteasa también pancreatica (tripsina):
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Figura 1.10: Esquema del pancreas bovino y de la secrecion y activacion de
proenzimas desde el pancreas hasta el duodeno.

La produccion ganadera es uno de los grandes pilares de la economia argentina,
siendo la region pampeana una de las zonas donde més se concentra dicha actividad. El
ganado vacuno es una de las principales producciones dentro de esta industria, con lo
cual, grandes cantidades de pancreas representan un subproducto de desecho de bajo

valor comercial.

5.2. Produccidn de alfa-amilasa fungica. Cultivos sumergidos de Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae es un hongo filamentoso de reproduccion asexual. La figura

1.11 es una fotografia de un conidio de esta especie:
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Figura 1.11: Conidio de Aspergillus oryzae.
(Fuente: http://protonutrizione.blogosfere.it/images/Aspergillus_oryzae 01-thumb.jpg)

En numerosos trabajos, este microorganismo es utilizado como productor de la
exoenzima alfa-amilasa, tanto en fermentaciones en estado sdlido (Rahardjo y col.,
2.005, Murado y col., 1.997) como liquido (Spohr y col., 1.998).

Los cultivos sumergidos de especies fungicas presentan ventajas sobre las
fermentaciones en estado solido en cuanto a la facilidad de mantenimiento y control de
variables (tales como pH, temperatura, composicion del medio, concentracion de
sustratos, etc.), ademas de permitir un rapido crecimiento del microorganismo. En
particular, la enzima alfa-amilasa producida por Aspergillus oryzae es una exoenzima
secretada al medio, lo cual tiene la ventaja extra de lograr obtener el producto final a
partir del sobrenadante del cultivo liquido.

La optimizacidbn de los parametros quimicos y fisicos del proceso de
fermentacion es de gran importancia, tanto desde el punto de vista econdmico como de
la practicidad del proceso. En este sentido, existen numerosos estudios que intentan
abordar la influencia de variables experimentales y condiciones del medio en el
crecimiento de Aspergillus oryzae, produccién y secrecion de alfa-amilasa (Kammoun y
col., 2.008; Francis y col., 2.003).

Grandes cantidades de residuos provenientes de la actividad agricola y
agroindustria son generados en el afio debido a diversas practicas en estas actividades.
Estos desechos representan una de las fuentes mas ricas de energia existentes en el
planeta. De hecho, son el mayor reservorio de carbono fijado en la naturaleza (Francis y
col., 2.003). Los avances en biotecnologia brindan potenciales oportunidades para el

empleo y reciclado de tales desechos. Por ejemplo, la mayoria de productos agricolas
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que contienen almidon pueden ser empleados como sustrato para la produccién de
biocombustibles, proteinas alimentarias, quimicos por procesamiento microbiano o para
la produccion misma de biomasa, etc. Estos sustratos incluyen desechos provenientes
del maiz, trigo, arroz, papa, avena, entre otros. En particular, el grano del trigo esta
compuesto en un 70% por carbohidratos, dentro de los cuales el almidon constituye un
64 % de la materia seca del grano completo y un 70 % de su endospermo, es decir, que
los desechos provenientes de la post-cosecha o procesamiento del trigo son una fuente
importante de este polisacarido. Ademas de representar un sustrato econdmico, el
empleo de estos desechos permite la reduccion de grandes cantidades de biomasa
acumulada, colaborando con el desarrollo sustentable y uso renovable de materiales
(Nigam y Singh, 1.995; Galanakis, 2.012; Pandey y col., 2.000; Shieber y col., 2.001;
Jiny col., 1.998).



6. Objetivos

6.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue “recuperar la enzima alfa-amilasa a
partir de dos fuentes naturales: pancreas bovino y Aspergillus oryzae, por aplicacion
de las metodologias de formacion de complejos insolubles proteina-polielectrolitos y

extraccion liquido-liguido en sistemas bifdsicos acuosos”.

6.2. Objetivos particulares
El objetivo general anteriormente planteado se logré a través de los siguientes

objetivos particulares:

I. Metodologia de precipitacion con polielectrolitos:

1- Analizar la influencia de variables experimentales (concentracion y peso molecular
del polielectrolito, pH, fuerza i6nica) sobre el diagrama de solubilidad del complejo
alfa-amilasa/polielectrolito.

2- Estudiar la interaccion alfa-amilasa/polielectrolito: mecanismo molecular, naturaleza,
cinética y efectos sobre la funcionalidad, estabilidad y estructura de la enzima.

3- Disefiar un modelo de precipitacion de la alfa-amilasa con el polielectrolito.

4- Analizar el estado funcional y estructural de la alfa-amilasa luego de aplicar el

modelo experimental de precipitacion disefiado.

I1. Metodologia de reparto en sistemas bifasicos acuosos:

1- Establecer los factores que influyen en el proceso de reparto de la alfa-amilasa en
sistemas bifasicos acuosos polietilenglicol-fosfato de potasio: composicién del sistema
bifasico acuoso, peso molecular del polietilenglicol, temperatura, concentracion de sales
y relacion de volumen entre las fases del sistema.

2- Evaluar la extraccion liquido-liquido a través del porcentaje de rendimiento tedrico
de la alfa-amilasa en cada fase.

3- Estudiar la naturaleza de la interaccion alfa-amilasa/polietilenglicol y analizar el

estado funcional, estructural y estabilidad de la enzima en las fases del sistema.
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I11. Obtencion de alfa-amilasa a partir de sus fuentes naturales:

1- Procesar las materias primas para su posterior uso como fuentes naturales de alfa-
amilasa: pancreas bovino y cultivo en lote de Aspergillus oryzae.

2- Aplicar la informacion obtenida en los objetivos particulares | y Il para la
concentracion y purificacion de alfa-amilasa a partir de dichas fuentes naturales,
aplicando las metodologias de precipitacion con polielectrolitos y reparto en sistemas

bifasicos acuosos.
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CAPITULO 2: Materiales y Métodos

2.1. Materiales

- Acido poliacrilico peso molecular promedio 100.000 (PAA 100.000), solucién acuosa
35 % P/P, densidad 1,14 g/cm®, calidad analitica, adquirido en Aldrich (USA).

- Acido poliacrilico peso molecular promedio 240.000 (PAA 240.000), solucién acuosa
25 % P/P, densidad 1,09 g/cm®, calidad analitica, adquirido en Aldrich (USA).

- Acido poliacrilico peso molecular promedio 5.000 (PAA 5.000), solucién acuosa 50
% P/P, densidad 1,09g/cm?, calidad analitica, adquirido en Aldrich (USA).

- Alfa-amilasa de Aspergillus oryzae (a-Amy): adquirida en Sigma Chem. USA y
empleada sin previa purificacion. Las soluciones madre de a-Amy se prepararon por
pesada directa de la droga sélida y disolucion en buffer fosfato 50 mM a pH 6,00 y una
concentracion de 55 mg/mL. Las mismas fueron fraccionadas y congeladas a -18°C,
verificando, previo a su empleo, ausencia de turbidez y particulas en suspension y que

no se hallara disminuida su actividad catalitica.

- Amilasa 405, cinética unitest y AA: sustrato especifico para la determinacion de la
actividad enzimatica de la a-Amy, 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-G3),
disuelto en buffer MES, pH 6,00, 100 mmol/L, adquirido en Wiener Lab.

- Kit de acido bicinconinico: para la determinacion de proteinas, adquirido en Sigma-
Aldrich.,

- Medios de cultivo: Agar papa glucosado (Britania), almidon sélido, peptona, urea,
glicerol (Sigma Chem. USA) y sales: NaCl, KH,PO4 MgSQ,, CaCl,, (NH,4).SO,4 (Sigma
Chem. USA). Los medios de cultivo fueron preparados por pesada directa de las drogas
solidas y disolucién en agua destilada, ajustando al pH final con acido clorhidrico o

hidroxido de sodio, segun corresponda.
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- Péancreas bovino: donado por frigorifico “Las Heras”, Capital Federal, Buenos Aires.

- Polietilenglicoles: pesos moleculares promedio 2.000 (PEG 2.000), 3.350 (PEG 3.350)
y 8.000 (PEG 8.000), drogas solidas adquiridas en Sigma Chem. USA. Peso molecular
promedio 6.000 (PEG 6.000), droga so6lida adquirida en Fluka. Todos fueron empleados

sin previa purificacion.

- Soluciones buffer fosfato (Pi): preparadas con acido ortofosforico de calidad analitica
(Cicarelli). EI pH de la soluciones fue ajustado mediante el agregado de &cido
clorhidrico o hidroxido de sodio (segln corresponda) y la fuerza iénica por agregado de
NaCl solido en las soluciones reguladoras de pH utilizadas en cada caso y

posteriormente reajustadas a pH original.

- Soluciones, geles y preparacion de las muestras para electroforesis:

- Solucidn acuosa de acrilamida: acrilamida (30 % P/V) y bis-acrilamida (0,8 %
P/V).

- Buffer de resolucion: Tris-HCI 1,5 M, pH 8,80.

- Buffer de concentracion: Tris-HCI 0,5 M, pH 6,80.

- Buffer de corrida: 0,1 % P/V SDS, 0,192 M glicina, 0,025 M Tris, pH 8,30.

- Buffer de muestra: 60 mM Tris pH 6,80, 25 % V/V glicerol, 2 % P/V SDS y
0,01 % P/V bromofenol.

- Solucién colorante: 0,1 % P/V Coomassie brillant blue, 45 % V/V metanol y
10 % V/V acido acético glacial.

- Solucion decolorante: 12,5 % V/V isopropanol y 10 % V/V acido acético
glacial.

El gel de concentracion se preparé al 10 % de acrilamida por agregado de buffer
de concentracion (dilucion %), SDS 0,1 % P/V vy la reaccion de polimerizacion fue
iniciada ante el agregado de persulfato de amonio (APS) 0,06 % P/V y N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1 % V/V. El gel de resolucién se prepar6 al 13 %
de acrilamida por agregado de buffer de resolucion (dilucion %), SDS 0,1 % P/V y la
reaccion de polimerizacién también se inicié6 por agregado de APS 0,06 % P/V y
TEMED 0,05 % V/V.

Las soluciones de proteina se diluyeron en buffer de muestra y se calentaron en

bafio de agua durante 4 min a 96°C, previo a su siembra en el gel.
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- Equipamiento: Ademas de los equipos espectroscopicos y calorimétricos (detallados
oportunamente en cada seccion correspondiente a Métodos), se ha empleado
equipamiento de apoyo de laboratorio: ultracentrifuga refrigerada (Sigma 3-18K),
pHmetros (BOECO BT 600), campana de flujo laminar vertical (Miniflo Due, pbi-
brand), estufa de cultivo (San Jor SLDB), micropipetas (BOECO, Hamilton),
microscopio optico (Olympus CX-31), camara de Neubauer con reticulo de Thoma,
bafios termostéticos (Vicking Masson D), agitador orbital (BOECO), agitadores
magnéticos (VELP Scientifica), equipo para electroforesis (Mini-Protean, Bio-Rad®),
fuente de poder estabilizada (Chemar S.A.C.I1.F. CHF 1.4).
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2.2. Métodos

SECCION I: Precipitacion con PEs

1. Analisis de pureza de la enzima comercial: alfa-amilasa (Aspergillus oryzae).
Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

Se realizd6 una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes en presencia de dodecil sulfato sodico, SDS-PAGE, de la a-Amy
comercial empleada en este trabajo (en adelante, liofilizado comercial 0 a-Amy).

Se empled el equipo Mini-Protean (Bio-Rad®) armandose un sistema de geles
discontinuos (10% gel de concentracion, 13% gel de resolucion). La visualizacion de las
bandas proteicas se llevo a cabo a través del protocolo de tincion con el colorante
Coomassie brilliant blue (Neuhoff y col., 1.988; Neuhoff y col., 1.990). Como
marcadores de pesos moleculares se empled el kit comercial Sigma Marker Molecular

Weight, Low Range.

2. Determinacion de las condiciones de precipitacion y disolucion de los complejos

PAA/alfa-amilasa

2.1. Ensayos turbidimétricos

La densidad 6ptica o turbidez fue registrada a través de medidas de absorbancia
(Abs.) a 400 nm, empleando un espectrofotometro de doble haz Jasco V-530. Esta
longitud de onda fue seleccionada dado que es suficiente para originar una dispersion
considerable sin saturacién del espectrofotdmetro. Las cubetas de medida y de
referencia fueron de vidrio de 1 cm de camino dptico y esta Ultima fue cargada con el

buffer de trabajo correspondiente en cada caso.

2.2. Efecto de la concentracion de PAA en la formacion de los complejos

Se construyeron curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA de
distintos pesos moleculares (240.000 - 100.000 - 5.000). Estas se obtuvieron registrando
la turbidez en funcién de la relacion molar PAA/a-Amy, a 20°C y diferentes pHs del
medio (3,00 - 4,00 - 5,00).



Para ello se adicionaron sucesivas alicuotas de PAA (diluido 1/200 con buffer Pi
para PAA 240.000 y 100.000 y 1/10 para PAA 5.000) sobre 2,50 mL de una solucion de
o-Amy 2,2 mg/mL (preparada a cada pH en buffer Pi 50 mM) y se midid la turbidez del

sistema luego de cada agregado.
El valor de “e”, estequiometria del complejo, se puede estimar a partir de la

minima relacion PAA/o-Amy con la cual se obtiene el maximo de turbidez. De esta

forma, se calcul6 gréficamente segin muestran las figuras 2.1 y 2.2 para el caso de un

comportamiento hiperbdlico o sigmoideo, respectivamente.

Abs. 400 nm
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Figura 2.1: Determinacion de la estequiometria del complejo en un sistema que sigue
un comportamiento hiperbolico.

Abs. 400 nm

e
n PAA/n a-Amy

Figura 2.2: Determinacion de la estequiometria del complejo en un sistema que sigue
un comportamiento sigmoideo.
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Las estequiometrias en cada caso se calcularon en funcion de la relacion molar
proteina/PE o bien, para independizarnos del peso molecular del PAA, en moles de
enzima por mol de mondmero, en base a un peso molecular del resto acrilato de 71

g/mol.

2.3. Efecto del pH en la formacién de los complejos

Se prepararon mezclas de a-Amy 2,2 mg/mL con PAA hasta alcanzar
composiciones finales correspondientes a la “e” y superiores a ella, en un volumen final
de 2,5 mL. Sobre éstas se adicionaron sucesivas alicuotas de NaOH o HCI para
modificar el pH del medio, registrandose la turbidez del sistema luego de cada
agregado.

Las relaciones molares empleadas en cada caso se detallan en la tabla 2.1:

TABLA 2.1: Relaciones molares PAA: a-Amy en los diagramas de fase

PAA 240.000 PAA 100.000
1:135 1:46
1:126 1:42
1:117 1:39

2.4. Efecto de la fuerza idnica en la formacion de los complejos

Se construyeron curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA a
diferentes fuerzas ionicas del medio. La metodologia empleada y las condiciones
experimentales fueron las mismas que en ausencia de sal (Seccion | 2.2. Métodos) a
través de la adicion de NaCl solido en el buffer de trabajo hasta una concentracion de
1M. El pH de trabajo fue de 3,00 y en todos los casos se reajustd ese valor luego del

agregado de la sal.

3. Caracterizacion de la interaccién PAA/alfa-amilasa

3.1. Naturaleza de la interaccion PAA/alfa-amilasa y efecto de la fuerza idnica:
Calorimetria de titulacion isotérmica

El calorimetro de titulacién empleado en este trabajo fue el VP-ITC (MicroCal
Inc., USA) del Instituto de Quimica de la UNICAMP, San Pablo, Brasil.
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Las titulaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 20°C, por adicion de
alicuotas de PAA en la celda con 1,436 mL de a-Amy 22 mg/mL. Para el caso de PAA
240.000, se adicionaron 35 alicuotas de 4 u 8 uL de una solucion 0,31 % P/P de PAA.
Para el caso de PAA 100.000, se adicionaron 29 alicuotas de 3 0 10 uL de una solucion
0,58 % P/P de PAA. En todos los casos, en la celda de referencia se colocé agua Milli-
Qv las soluciones fueron preparadas en buffer Pi 50 mM a pH 3,00.

La energia asociada a la interaccion entre a-Amy y PAA se calcul6 descontando
el calor de dilucién tanto de la proteina como del polimero, los cuales fueron
determinados titulando (en idénticas condiciones que las precedentemente detalladas)
buffer en solucion de proteina y PAA en buffer, respectivamente. Los datos fueron
ajustados a un modelo de binding de sitios independientes y equivalentes (ecuacién
1.13).

La variacion de energia libre (AG®) y la variacion de entropia (AS°) para la
reaccion de binding fueron calculadas a través de las ecuaciones fundamentales de la

termodinamica:;

AG°= -RT InK (2.1)

AS° = AH_FAG (2.2)

Las titulaciones también se llevaron a cabo a elevada fuerza idnica a través del
agregado de NaCl 1M en las soluciones de trabajo, manteniendo constantes todos los

parametros y condiciones experimentales, tal como en ausencia de sal.

3.2. Cinética de formacion de los complejos PAA/alfa-amilasa

La cinética de interaccion entre a-Amy y PAA se siguio a través de un ensayo
turbidimétrico sobre mezclas PAA/a-Amy a pH 3,00, con una composicion en exceso
de PAA respecto de la “e”: relacion PAA:a-Amy 1:135 (PAA 240.000) y 1:39 (PAA
100.000). El volumen final de los sistemas fue de 2,5 mL.

Se midio6 el tiempo en el cual el sistema alcanza un valor maximo de turbidez
(Tiempo méx.) registrando la Abs. a 400 nm vs. tiempo inmediatamente luego de

realizada la mezcla, tal como muestra la figura 2.3:
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Abs. 400 nm

° Tiempo max.

Tiempo

Figura 2.3: Esquema de la determinacion del Tiempo max.

Se considerd que dicho tiempo es el necesario para lograr la maxima interaccion

entre la enzima y el polielectrolito.
4. Efecto sobre la estructura proteica de la interaccion PAA/alfa-amilasa

4.1. Espectroscopia de absorcion UV-visible

Se obtuvieron espectros de absorcion de la a-Amy en el rango de longitudes de
onda (A) entre 250 - 350 nm, en medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00 y 20°C. Los mismos
se obtuvieron en ausencia y presencia de PAA en relaciones molares PAA/a-Amy
cercanas a la “e” y en presencia de un exceso de PE respecto de la misma, tal como se

detalla en la tabla a continuacién:

TABLA 2.2: Relaciones molares PAA: a-Amy en los espectros de absorcion UV-Vis

PAA 240.000 PAA 100.000
1:135 1:46
1:126 1:42
1:117 1:39

1:88 1:25

Los espectros fueron realzados a una concentracion final de a-Amy 0,55

mg/mL, en un espectrofotdbmetro Jasco V-530, con un ancho de banda de 2 nm,
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velocidad de barrido 400 nm min™, 1 cm de paso dptico y realizando tres ciclos
repetitivos.

Dado el cardcter insoluble de los complejos, se realizd una correccion de los
espectros debido a la presencia de turbidez, para lo cual se graficd log Abs. vs. log A
para la porcidn del espectro correspondiente a altas A. Estos datos se ajustaron a una

funcion lineal:

log Abs.=m-logA+h (2.3)

y despejando el valor de Abs. a partir de esta ecuacion para el rango completo de A, se
procedié a recalcular la absorbancia final por sustraccion respecto del valor inicial,

como muestra la figura 2.4 (Camerini-Otero y Day, 1.978).
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Figura 2.4: Espectros de absorcion UV-Vis sin correccion (—), con correccion (—) y
dependencia de la turbidez respecto a la longitud de onda (---).

4.2. Espectroscopia de emision de fluorescencia

Se obtuvieron espectros de emision de fluorescencia de la a-Amy en un rango de
A entre 300 - 450 nm, excitando a 280 nm, en buffer Pi 50 mM, pH 3,00 y a 20°C. Los
mismos se realizaron en ausencia y presencia de distintas cantidades de PAA,
alcanzando relaciones molares PE/o-Amy cercanas a la “e€” y en exceso de PAA

respecto de la misma (tabla 2.2).
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La concentracion final de a-Amy en todos los casos fue 0,55 mg/mL, y las
medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro Aminco-Bowman,
Serie 2, utilizando cubeta de cuarzo, 1 cm de paso 6ptico, ancho de ranura 4 nm, a una
velocidad de barrido de 100 nm min™ y tres ciclos repetitivos. Todos los espectros de
fluorescencia fueron debidamente corregidos por la contribucion del buffer.

4.3. Espectroscopia de dicroismo circular

Se realizaron espectros de DC de la a-Amy en un rango de A entre 200 - 260
nm, en buffer Pi 50 mM, a pH 3,00, 20°C, en ausencia y presencia de distintas
concentraciones de PAA 240.000 y 100.000 hasta alcanzar relaciones molares PAA/a-
Amy cercanas a la “e€” y en presencia de exceso de PAA respecto de la misma (tabla
2.2).

La concentracion final de a-Amy en todos los casos fue 0,11 mg/mL vy las
medidas se realizaron en un espectropolarimetro Jasco 810, empleando cubeta de cuarzo
de 1 cm de paso oOptico, ancho de banda 1 nm, tiempo de respuesta 1 s y velocidad de
barrido 50 nm min™. Se realizaron 7 acumulaciones de todos los espectros y los mismos

fueron finalmente corregidos por la contribucion del buffer.

5. Efecto sobre la actividad enzimatica de la interaccion PAA/alfa-amilasa

5.1. Determinacion de la actividad enzimatica de la alfa-amilasa

La actividad catalitica de la a-Amy se midio a través de un método cinético
empleando el kit comercial Amilase 405, kinetic unitest, Winer Lab., el cual se basa en
la capacidad de esta enzima de hidrolizar un sustrato especifico de la a-Amy: 2-cloro-

p-nitrofenil-a-D-maltotriésido (CNP-G3):

alfa—amilasa
CNP -G3 ————— » CNP +CNP - G2+ G3+GLUCOSA (2.9

siendo CNP: 2-cloro-p-nitrofenol, CNP-G2: 2-cloro-nitrofenil-a-D-maltésido y G3:

maltotriosa.
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El CNP absorbe a 405 nm y la velocidad de aparicion del color es directamente
proporcional a la actividad enzimética, por lo cual ésta se determind a partir de la
pendiente de la recta Abs. 405 nm vs. tiempo, medida cada 10 segundos durante 5
minutos (Ishikawa y col., 1.990) y fue expresada en “U”. Una unidad de enzima fue
definida como la cantidad requerida para hidrolizar 1 nmol de sustrato por minuto.

La actividad se registro, en todos los casos, en buffer Pi 50 mM, a pH 6,00.
6. Efecto de la interaccion con PAA sobre la estabilidad de la alfa-amilasa
6.1. Estabilidad catalitica de la alfa-amilasa

6.1.1. Estabilidad catalitica de la alfa-amilasa a pH 6,00. Efecto del PAA

Se midio la actividad a-Amy incubada durante distintos periodos de tiempo (0,
30, 60, 90, 120 min y 24 hs) en ausencia y presencia de PAA 240.000 y 100.000 en
cantidades superiores a la “e”: PAA:a-Amy 1:88 y 1:25, respectivamente. Las mezclas
se prepararon en buffer Pi 50 mM, pH 6,00, en una concentracion fija de proteina de
1,375 mg/mL, volumen final 2 mL y se dejaron incubar durante 24 hs a 20°C. Se
tomaron alicuotas de cada mezcla a distintos tiempos y se midio la actividad de a-Amy
en el mismo buffer, a una concentracion y relacion fija enzima/sustrato y la misma
temperatura de incubacion.

Por ultimo se calculd el porcentaje de actividad remanente a las 24 hs respecto

de la misma a las 0 hs (con o sin el PAA correspondiente en cada caso).

6.1.2. Estabilidad catalitica de la alfa-amilasa a pH 3,00. Efecto del PAA
La inactivacion de la o-Amy en medios acidos (pH < 4,00) se ajusta
matematicamente a una cinética de primera orden, caracterizada por una pérdida

exponencial de actividad en el tiempo (ecuacion 2.5):

In(act.) =—k -t + In(act.q) (2.5)

siendo act. la actividad enzimatica al tiempo t, act.o la actividad enzimatica inicial y k la

constante cinética de inactivacion (Carlsen y col., 1.996).
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Se prepararon soluciones 2,75 mg/mL de a-Amy, en buffer fosfato 50 mM, pH
3,00, en ausencia y presencia de PAA 240.000 y 100.000 en concentraciones superiores
a la correspondiente a la “e”: PAA:a-Amy 1:88 (PAA 240.000) y 1:25 (PAA 100.000),
en un volumen final de 2 mL. Estas mezclas se incubaron a 20°C durante 2:30 hs (a-
Amy sola) y 4 hs (a-Amy/PAA), determinandose la actividad o-Amy cada 30 min. Las
medidas de actividad se realizaron en buffer Pi 50 mM, pH 6,00, a una concentracion y
relacion fija enzima/sustrato y la misma temperatura de incubacion.

Finalmente, los datos se ajustaron a la expresién de orden uno (ecuacién 2.5) y

se obtuvieron los parametros cinéticos de la inactivacion.

6.2. Estabilidad estructural de la alfa-amilasa

6.2.1. Estabilidad de la estructura secundaria de la alfa-amilasa a pH 6,00 y 3,00
medida por espectroscopia de DC. Efecto del PAA

Se prepararon 2 mL de soluciones 5,5 mg/mL de a-Amy en medio buffer Pi 50
mM a pH 6,00 y 3,00. Las mismas fueron incubadas durante 5 hs a 20°C, obteniéndose
espectros de DC cada 2:30 hs. Para esto, se tomaron alicuotas de cada solucion y se
diluyeron en buffer Pi 50 mM, pH 6,00, hasta alcanzar una concentracion final de
enzima de 0,11 mg/mL.

Lo mismo se realizo en soluciones 5,5 mg/mL de a-Amy en buffer Pi 50 mM,
pH 3,00, en presencia de PAA en relacion molar PAA:a-Amy correspondiente a la “e”:
1:154 (PAA 240.000) y 1:52 (PAA 100.000), en un volumen final de 2 mL.

Los espectros fueron realizados en un rango de A ente 200 - 260 nm, utilizando
un espectropolarimetro Jasco 810, cubeta de cuarzo termostatizada a 20°C de 1 cm de
paso Optico, ancho de banda 1nm y tiempo de respuesta 1s. Se realizaron 7
acumulaciones a una velocidad de 50 nm min™. Todos los espectros fueron corregidos

por la contribucion del buffer.

6.3. Calorimetria diferencial de barrido

Los termogramas de capacidad calorifica (Cp) vs. temperatura se obtuvieron
empleado un calorimetro diferencial de barrido de alta sensibilidad modelo VP-DSC
(Microcal Inc, USA), del Instituto de Quimica de la UNICAMP, San Pablo, Brasil.
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En todos los casos, los datos de DSC fueron analizados a través del software
Origin 5,00, MicroCal Inc. Previo a la determinacién de los parametros de
desnaturalizacion, cada termograma fue corregido por sustraccion del mismo
correspondiente al buffer de trabajo, los datos fueron normalizados de acuerdo a la
concentracion de enzima y volumen de celda y se resto la linea de base correspondiente.
Los valores de temperatura de melting (Tm) y entalpias calorimétricas (AH°c) fueron
obtenidos a través de dicho software a partir del maximo de cada transicion y de la

integracion del area debajo de cada curva, respectivamente.

6.3.1. Efecto del pH y PAA en el proceso de desnaturalizacion térmica de la alfa-
amilasa

Se ha evaluado la estabilidad térmica de la a-Amy al pH optimo de la enzima
(6,00) y al pH de interaccion maxima con PAA (3,00), para lo cual se obtuvieron los
termogramas en medio buffer Pi 50 mM, al pH correspondiente en cada caso, con una
concentracion final de a-Amy de 22 mg/mL.

A continuacién, se prepararon soluciones de a-Amy 22 mg/mL en buffer Pi 50
mM a pH 6,00, en presencia de PAA en una relacion molar PAA:a-Amy: 1:154 (PAA
240.000) y 1:52 (PAA 100.000).

El rango de temperatura de trabajo en todos los casos fue entre 308 y 358 Ky la
velocidad de barrido de 0,5 K/min. La celda de referencia fue cargada con el buffer de

trabajo correspondiente en cada caso.

6.3.2. Analisis de reversibilidad en la desnaturalizacion térmica de la a-Amy:
Barridos consecutivos de temperatura

El grado de reversibilidad en la desnaturalizacion térmica de la o-Amy en
ausencia y presencia de PAA fue evaluado por un segundo ciclo de calentamiento de la
muestra.

Las muestras se prepararon en medio buffer Pi 50 mM a pH 6,00, con una
concentracion final de a-Amy de 22 mg/mL. Las relaciones molares PAA:a-Amy
empleadas fueron: 1:154 (PAA 240.000) y 1:52 (PAA 100.000).

El rango de temperatura analizado fue entre 308 y 358 K y la velocidad de
barrido de 0,5 K/min, colocandose buffer de trabajo en la celda de referencia. El

segundo calentamiento fue realizado bajo las mismas condiciones luego de dejar enfriar
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la muestra (1.400 s) hasta la temperatura inicial (308 K), inmediatamente finalizado el

primer calentamiento.

6.3.3. Efecto de la velocidad de barrido en los termogramas de DSC de la a-Amy

Se prepararon soluciones de a-Amy 22 mg/mL en buffer Pi 50 mM a pH 6,00,
en ausencia y presencia de PAA en relacion molar PAA:a-Amy: 1:154 (PAA 240.000)
y 1:52 (PAA 100.000).

El rango de temperatura de trabajo fue entre 308 y 358 K y se emplearon
distintas velocidades de barrido (V): 0,25 - 0,5 - 1 y 1,5 K/min. En todos los casos la
celda de referencia fue cargada con el buffer.

Se realiz6 el ajuste al modelo de dos estados irreversibles, obteniéndose los
parametros cinéticos: Ea (segun los métodos de validacion mencionados en la Seccion
4.1.6. de Introduccion) y T* (ecuaciones 1.30, 1.31y 1.26).

6.3.4. Efecto de la concentracion en los termogramas de DSC de la a-Amy

Se prepararon soluciones de a-Amy de distintas concentraciones (5,5 - 22 -
41,25 y 55 mg/mL) en buffer Pi 50 mM a pH 6,00, en ausencia y presencia de PAA en
relaciones molares PAA:a-Amy 1:154 (PAA 240.000) y 1:52 (PAA 100.000).

El rango de temperatura de trabajo fue entre 308 y 358 K y la velocidad de

barrido 0,5 K/min. La celda de referencia fue cargada con el buffer.

7. Disefio del método de precipitacion de la alfa-amilasa con los polielectrolitos

7.1. Precipitacion de la alfa-amilasa con PAA
De acuerdo a los resultados obtenidos, se precedié a disefiar un modelo de
concentracion y purificacion de a-Amy que consistio en la realizacion de los siguientes
pasos:
e Preparacion de 2,5 mL de una solucion de a-Amy 2,2 mg/mL en buffer Pi 50
mM, al pH 6ptimo de interaccién con PAA (3,00).
e Agregado de una alicuota de PAA, preparado en el mismo buffer y al mismo pH
de la enzima, hasta alcanzar una relacion PAA:a-Amy superior a la “e”: 1:88
(PAA 240.000) y 1:25 (PAA 100.000).

e Incubacion de la mezcla de precipitacion durante 30 min a 8°C.
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e Centrifugacion de la mezcla durante 5 min a 1.373xg.

e Separacion de precipitado y sobrenadante.

e Redisolucién del precipitado hasta volumen inicial en buffer Pi 50 mM, pH 6,00.

e Determinacion de la actividad enzimética en el precipitado redisuelto (PP) y
sobrenadante (SN).

Por ultimo se determind el porcentaje de actividad a-Amy en cada una de las
fracciones (PP y SN) respecto de un control de la enzima en igual concentracion que la
mezcla de precipitacion, disuelta en buffer Pi a pH 6,00 y ausencia de PAA (ecuacion
2.6):

Act.. ..
%Act. = -~ frecdon 100 (2.6)

fraccion —
‘control

7.2. Estabilidad catalitica de la alfa-amilasa en los precipitados

La estabilidad de a-Amy en los precipitados fue evaluada luego de aplicar la
estrategia de concentracion, para lo cual se prepararon nueve tubos (por cada PAA) con
las mezclas de precipitacion, se incubaron en frio, se centrifugaron y se separaron las
fases, tal como se indicd anteriormente (Seccién 1. 7.1. Métodos). Los precipitados se
incubaron durante distintos periodos de tiempo (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240
min) a 20°C, se redisolvieron hasta volumen inicial en buffer Pi 50 mM, pH 6,00 y se
determino la actividad a-Amy. Todas estas mediciones se realizaron en forma paralela
junto a un control de la a-Amy en igual concentracion que la mezcla de precipitacion,
en buffer Pi 50 mM a pH 6,00 y ausencia de PAA.

Los datos se ajustaron a la expresidn de orden uno (ecuacién 2.5) y se

obtuvieron los pardmetros cinéticos de inactivacion.

8. Analisis funcional de la alfa-amilasa luego de aplicar el método de precipitacion
Luego de aplicar la metodologia de precipitacién disefiada y de redisolver los
precipitados (Seccion | 7.1. Métodos), se determind la actividad a-Amy a distintos

tiempos de incubacion de dicho precipitado redisuelto (0, 2, 4 y 24 hs).



SECCION II: Reparto en SBAs

1. Reparto de alfa-amilasa en SBAs PEG-fosfato de potasio, pH 7,00

1.1. Preparacion de los sistemas bifasicos acuosos

solida), solucion de fosfato de potasio 28% P/P a pH 7,00 y agua destilada por pesada
directa, segun los diagramas de fase realizados en nuestro laboratorio (L6pez, 2.009*";
Spelzini, 2.006*%) o publicados en bibliografia (Lei y col., 1.990*% Zaslavsky, 1.995*%).
Se utilizaron diferentes sistemas tanto en lo que respecta a las masas molares promedio

de los PEGs como a las composiciones (cuatro T.L. diferentes). En la tabla 2.3 se

indican las composiciones de los SBAs elegidos:

Se prepararon 45 g de sistemas bifasicos acuosos por mezclado de PEG (droga

TABLA 2.3: Diagramas de fase de sistemas PEG-fosfato de potasio-agua, pH 7,00

CONCENTRACION % P/P

T.L. Composicion inicial Fase superior Fase inferior
Pi PEG Agua Pi PEG Agua | Pi PEG Agua
Sistema PEG 2.000-fosfato de potasio-agua, pH 7,00
1 12,26 14,09 73,65 414 2756 68,3 |2055 051 78,94
2 12,86 15,90 71,24 3,55 3081 6564|2221 055 77,24
3 13,57 16,82 69,61 298 33,36 63,66 | 2452 0,46 75,02
4 14,28 18,64 67,08 2,27 3648 61,25|26,60 042 72,98
Sistema PEG 3.350-fosfato de potasio-agua, pH 7,00 ©
1 10,90 10,10 79,00 6,60 1855 74,85 (14,80 2,76 8244
2 11,40 11,00 77,60 551 22,14 72,35|16,48 1,61 8191
3 11,80 12,20 76,00 488 2458 7054 (1792 1,01 81,07
4 12,30 13,70 74,00 421 27,66 68,13 (19,85 0,78 79,37
Sistema PEG 6.000-fosfato de potasio-agua, pH 7,00
1 9,76 11,23 79,01 467 22,75 7258 (1441 0,66 84,93
2 10,69 13,19 76,12 3,23 2959 67,18 | 16,69 0,03 83,28
3 11,68 14,27 74,05 293 31,14 6594 |19,16 0,02 80,98
4 12,98 14,94 72,08 2,07 3559 62,33]2097 001 7920
Sistema PEG 8.000-fosfato de potasio-agua, pH 7,00 )
1 9,70 12,20 78,10 468 22,19 73,13 (14,77 2,00 83,23
2 10,30 13,20 76,50 413 2485 71,02 (16,43 1,60 81,97
3 10,90 14,30 74,80 3,84 27,14 69,02 |17,98 1,35 80,67
4 11,70 15,50 72,80 3,34 2982 6684|199 1,19 78,85
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Estas composiciones corresponden a sistemas con una relacion de voliumenes
entre las fases (R) unitaria. El valor de R representa el cociente entre el volumen de la
fase superior (Vsyp) € inferior (Ving):

_ Vsup

inf

R

(2.7)

Estos sistemas se agitaron por inversion hasta disolucion total de los
componentes y se dejaron reposar durante 24 hs para lograr la formacion de dos fases:
una superior enriquecida en el polimero y una inferior enriquecida en la sal.

Posteriormente se separaron dichas fases y se construyeron SBAs de 4 mL
totales, con volimenes de fase perfectamente conocidos (2 mL) y R=1.

1.2. Determinacion de los coeficientes de reparto de actividad enzimatica (Ke).
Dependencia con la composicion de las fases, temperatura, concentracion y peso
molecular del PEG

El reparto de la enzima en cada uno de los sistemas se realizo por agregado de
75 ul de una solucion de a-Amy 55 mg/mL sobre los SBAs formados como se indicé
anteriormente (Seccion 11 1.1. Métodos).

Los sistemas contenian un volumen final de 4 mL, por lo cual el volumen de
siembra de la a-Amy no alcanzo el 2 % del volumen total, lo cual asegura que no ocurra
una modificacion en la composicion de los sistemas debido a un desplazamiento del
equilibrio por dilucién de los componentes.

Estos sistemas fueron colocados a la temperatura de trabajo (8°C y 36°C)
durante 2 hs, agitando por inversion a intervalos de 15 min durante la primer hora y
media, y dejando reposar los 30 min restantes. Luego se centrifugaron 10 min a 600xg y
se separaron las fases. Seguidamente se tomaron alicuotas de la fase superior e inferior,
se diluyeron convenientemente en buffer Pi 50 mM, pH 6,00, se midi6 su actividad a-
Amy Yy a través un testigo de concentracion conocida se expresd la [enzima] en cada
fase. Los testigos fueron preparados en cada una de las fases (limpias), sometidos a los
mismos procedimientos que los sistemas de trabajo y su actividad fue medida tomando
el mismo volumen de alicuota que la fase incdgnita. Esto permitid descartar la

contribucién de las fases en las medidas de actividad.
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Seguidamente se calculé Ke, el cual se define como:

_ [enzima] tase sup.
[enzima] fase inf .

(2.8)

y describe el reparto de la enzima entre las fases del SBA.

1.3. Determinacion de las funciones termodinamicas de reparto
A partir de los valores de Ke a ambas temperaturas se calcularon la variacion de
energia libre estandar (AG®) y el cambio entalpico estandar (AH°®) del proceso de reparto

de la a-Amy, como se describe a continuacion:

AG°=-RTInKe (2.9)

Keg AH°[ 1 1

n=_">==""| =~ -~ (2.10)
Kez R T2 Tl

y el cambio entrépico estandar (AS°®) segun la ecuacion 2.2.

Ke; y Ke; son los coeficientes de reparto a las temperaturas T; y To,
respectivamente.

1.4. Caracterizacion de la extraccion liquido-liquido
El rendimiento teorico en la fase superior de un SBA, Y%s,, se define como la

relacion porcentual entre la cantidad de enzima en la fase superior respecto de la
cantidad total:

n
Y%sup _SUP 160 = 100 _ 100 . C.100 . (2.11)
Niot Mot M 14 ~inf " Vinf

Nsup Nsup Csup Vsup
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donde Ny, Nsyp Y Nins representan el ndmero de moles totales, en la fase superior e
inferior, respectivamente. Teniendo en cuenta las ecuaciones 2.7 y 2.8 el rendimiento de

masa recuperada en la fase superior puede expresarse a través de la siguiente ecuacion:

100
1+( 1 j
R-Ke

El rendimiento tedrico en la fase inferior (Y%inf) 0 relacion porcentual entre la

Y Yogyp = (2.12)

cantidad de enzima en la fase inferior sobre la cantidad total quedara definida como:

YO = 200 (2.13)
1+ (R-Ke)

Debe considerarse ademas que:

1.5. Efecto de la presencia de NaCl en el reparto

Se prepararon los SBAs con una composicion en PEG y fosfato de potasio dada
por la tabla 2.3, en presencia de distintas concentraciones de NaCl (0% - 2% - 4% - 6%
- 8%), con un volumen total de 4 mL y R=1 (2 mL de cada fase). Luego se procedio6 al
reparto de la a-Amy por siembra de 75 pL de una solucion 55 mg/mL de enzima,
incubacion a 8°C, mezclado por inversion, centrifugacion, separacién de fases, y
determinacion de Ke, tal como en ausencia de sal (Seccion Il 1.2. Métodos). Finalmente,
se evalud el rendimiento porcentual (Y%) en cada una de las fases de los sistemas
(Seccidn 11 1.4. Métodos).

1.6. Efecto de la variacion en la relacion de volumenes entre las fases
Luego de preparados los SBAs segun los diagramas de fase de la tabla 2.3, se
procedi6 al armado de nuevos sistemas de 4 mL totales con distintas relaciones de

voluimenes entre la fase superior e inferior (tabla 2.4):



TABLA 2.4: Relaciones de volumen, R, volimenes de fase superior e inferior

empleados
R Volumen fase superior (mL) Volumen fase inferior (mL)
0,33 1,00 3,00
0,60 1,50 2,50
1,00 2,00 2,00
1,67 2,50 1,50
3,00 3,00 1,00

Sobre estos nuevos sistemas se sembraron 75 ul de una solucién de o-Amy 55
mg/mL. Estos se incubaron a 8°C, se mezclaron por inversién, se centrifugaron, se
separaron las fases y se determinaron los Ke (Seccion Il 1.2. Métodos). Por ultimo se
evaluaron los rendimientos tedricos porcentuales (Y%) en cada fase de los SBAs
(Seccion 11 1.4. Métodos).

2. Caracterizacion de la interaccion PEG-alfa-amilasa

2.1. Naturaleza de la interaccion alfa-amilasa/PEG. Calorimetria de titulacion
isotéermica

Al igual que en la Seccion | 3.1. de Métodos, el calorimetro empleado fue el
modelo VP-ITC (MicroCal Inc., USA) del Instituto de Quimica de la UNICAMP, San
Pablo, Brasil.

Luego de alcanzar la estabilizacion de la linea de base, la titulacion se llevd a
cabo a una temperatura de 20°C por adicion de 46 alicuotas de una solucion de PEG
2.000 18,24mM en la celda con 1,436mL de o-Amy 1mM, ambas soluciones
preparadas en buffer Pi 50 mM, pH 7,00. El volumen de las alicuotas de PEG fue de 3 o
6 uL. En la celda de referencia se coloco agua Milli-Q.

La energia asociada a la interaccion entre a-Amy y PEG 2.000 se calculd
descontando el calor de dilucion tanto de la proteina como del polimero, los cuales
fueron determinados titulando (en idénticas condiciones que las precedentemente
detalladas) buffer en solucién de proteina y PEG en buffer, respectivamente. Los datos
fueron ajustados al modelo de binding de sitios independientes y equivalentes (ecuacion
1.13). Los AG® y AS° para la reaccion de binding fueron calculadas a través de las

ecuaciones fundamentales de la termodinamica (ecuaciones 2.1y 2.2).
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3. Andlisis conformacional de la alfa-amilasa en los SBAs seleccionados

3.1. Espectroscopia de emision de fluorescencia

Se obtuvieron espectros de emision de F de la a-Amy en un rango de A entre
300 y 450 nm, excitando a 280 nm, en buffer Pi 50 mM 7,00 y en las fases de los SBAs,
a 20°C y una concentracion final de a-Amy 0,55 mg/mL.

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro Amnico-
Bowman, serie 2, usando cubeta de cuarzo, 1 cm de paso Optico, velocidad de barrido
100 nm min, ancho de ranura 4 nm y tres ciclos repetitivos. Todos los espectros fueron
corregidos por la contribucion del buffer y las fases.

3.2. Extincion de la fluorescencia nativa de la alfa-amilasa con acrilamida

Se analiz0 la extincion de la F nativa de la a-Amy con acrilamida en buffer Pi 50
mM a pH 7,00 y en las fases de los SBAs, titulando una solucion de o-Amy 0,55
mg/mL (disuelta en dicho buffer o en la fase correspondiente) con alicuotas de 10 pL de
acrilamida 4 M.

Los espectros de emision de F se obtuvieron en un espectrofluorometro Aminco-
Bowman, serie 2, usando cubeta de cuarzo, 1 cm de paso éptico, velocidad de barrido
100 nm min, ancho de ranura 4 nm y tres ciclos repetitivos. Todos los espectros fueron
corregidos por la contribucion del buffer y las fases.

Finalmente, los datos experimentales fueron ajustados al modelo de quenching

de esfera de accion (ecuacion 1.17).

3.3. Espectroscopia de dicroismo circular

Se realizaron espectros de DC de la a-Amy en un rango de A entre 200 - 260
nm, en buffer Pi 50 mM a pH 7,00 y en las fases de los SBAs. La concentracion final de
o-Amy fue 1,1 mg/mL y la temperatura 20°C.

Las medidas se realizaron en un espectropolarimetro Jasco 810, empleando
cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico, ancho de banda 1 nm, tiempo de respuesta 1 s
y velocidad de barrido 50 nm min™. Se realizaron cinco acumulaciones de todos los

espectros y se corrigieron por la contribucion del buffer o fase, segun el caso.
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4. Andlisis funcional de la alfa-amilasa en las fases de los SBAs

Se procedi6 a determinar la actividad de la a-Amy en las distintas fases de los
SBAs, diluidas en forma conveniente para evitar interferencias en las determinaciones.
Paralelamente, se midio6 la actividad en un control de la enzima en buffer Pi 50 mM, pH
7,00, determinandose luego el % de actividad remanente en cada una de las fases
respecto del control. La concentracion final de a-Amy en todos los casos fue 0,22

mg/mL.

5. Estabilidad térmica de alfa-amilasa. Calorimetria diferencial de barrido

5.1. Efecto del PEG en el proceso de desnaturalizacion térmica de la alfa-amilasa

Al igual que en la Seccion | 6.3. de Métodos, el calorimetro diferencial de
barrido empleado fue el modelo VP-DSC (Microcal Inc, USA), del Instituto de Quimica
de la UNICAMP, San Pablo, Brasil.

Se obtuvieron los termogramas de la a-Amy en medio buffer Pi 50 mM, pH 7,00
y de mezclas a-Amy/PEG 2.000 y o-Amy/PEG 8.000 en el mismo buffer. La
concentracion final de enzima en todos los casos fue de 22 mg/mL y se seleccionaron
las relaciones de PEG correspondientes a las T.L. de mayor concentracion polimérica,
convenientemente diluidas para la obtencion de termogramas adecuados (3,65 % P/P
para PEG 2.000y 0,12 % P/P para PEG 8.000).

El rango de temperatura monitoreado fue entre 308 K y 358 Ky la velocidad de
barrido de 0,5 K/min. La celda de referencia fue cargada con el buffer de trabajo.

Los datos de DSC fueron analizados a través del software Origin 5,00, MicroCal
Inc. Previo a la determinacion de los parametros de desnaturalizacién, cada termograma
fue corregido por sustraccion del mismo correspondiente al buffer, los datos fueron
normalizados de acuerdo a la concentracion de enzima y volumen de celda y se resto la
linea de base correspondiente. Finalmente se obtuvieron los valores de temperatura de

melting (Tm) y entalpia calorimétrica (AH®c).
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SECCION I11: Aplicacién a fuentes naturales

1. Determinacion de proteinas totales

1.1. Método de Warburg

Este método empleado para cuantificar proteinas fue el descrito por Warburg
(Warburg y Christian, 1.942) y consiste en la medicién de la absorbancia a 260 nm y
280 nm, correspondientes mayoritariamente a la absorcion de acidos nucleicos y
aminodcidos con cadenas laterales arométicas de las proteinas, respectivamente. El
instrumental utilizado para la medicién fue un espectrofotometro de doble haz Jasco V-
530 con un algoritmo que determina la concentracion de proteinas y acidos nucleicos
contenidos en el volumen de la cubeta.

Se realizaron mediciones de absorbancia de cantidades crecientes de las
muestras, utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de camino Optico conteniendo un
volumen inicial de 2,00 mL de agua destilada. La concentracion de proteinas totales
(expresada en pg/mL) se determindé a partir de la pendiente de las graficas de
concentracion de proteina en la cubeta en funcidn de la relacién de volimenes inicial y
final (Vi/Vy).

Se reservaron fases superiores e inferiores o buffer, segun sea el caso, a los que

no se les incorporo proteina para llevar a cabo los blancos correspondientes.

1.2. Método del acido bicinconinico (BCA)

El ensayo del acido bicinconinico para la determinacion de proteinas fue descrito
por Smith (Smith y col., 1.985) vy, al igual que el método de Lowry (Lowry y col.,
1.951), se fundamenta en la formacién de un complejo entre las proteinas y Cu*? en
medio alcalino, seguido de reduccion del Cu*® a Cu*'. Este Gltimo reacciona con el
BCA desarrollandose un intenso color purpura con un maximo de absorcion a 562 nm.
Dado que la produccién de Cu*™ es funcién de la concentracién de proteinas y del
tiempo de incubacion, el contenido proteico de las muestras incognitas debié ser
determinado espectrofotométricamente en comparaciobn con un estandar de
concentracion conocida.

Se empled el kit comercial de BCA (Sigma-Aldrich), el cual contiene los

siguientes reactivos:
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- Reactivo A: bicinconinato de sodio (0,1 g), Na,COs-H,O (2 @), tartrato de sodio
dihidratado (0,16 g), NaOH (0,4 g) y NaHCO3 (0,95 g) en 100 mL de H,O, pH 11,25
ajustado con NaOH 10 M.

- Reactivo B: CuSO4-5H,0 (0,4 g) en 10 mL de H;0.

- Solucion de proteina estandar: albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL en NaCl 0,15
My 0,05 % de azida de sodio como preservante microbiano.

Procedimiento:

Se preparo6 la solucion de trabajo por mezclado de 49 mL del reactivo Ay 1 mL
del reactivo B. Se mezclaron 2 mL de esta solucion de trabajo con 0,1 mL de la mezcla
proteica (incognita o estandar de BSA). Estas mezclas se incubaron 30 min a 37°C, se
dejaron enfriar y se midio la Abs. a 562 nm. La concentracion de proteinas se determiné
a través de una curva de calibrado con las muestras estandares de BSA (Abs. 562 nm vs.
concentracion de BSA). Las medidas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotometro Jasco V-530 de doble haz, con cubeta de vidrio de 1 cm de paso

optico.

2. Preparacion del tejido homogeneizado de pancreas bovino (HPB)

El pancreas bovino fue gentilmente cedido por el frigorifico “Las Heras”,
Buenos Aires. Previo a su procesamiento, se elimind manualmente la materia grasa, se
lavd exhaustivamente con buffer Pi 50 mM a pH 6,00 y se tritur0 en procesadora
eléctrica (minipimer Philips HR1363, 600W). Luego, a dicho material se agregd un
volumen equivalente del mismo buffer y se continud triturando hasta obtener un
producto homogéneo. Todos estos pasos fueron realizados en bafio de hielo. Para el
clarificado se filtro a través de gasa y se centrifugd a bajas temperaturas (10 min, 910xg,
8°C). EI sobrenadante obtenido fue ajustado al pH 6ptimo de estabilidad de la alfa-
amilasa (6,00) y almacenado hasta su uso a -18°C.

Todas las determinaciones de actividad enzimatica informadas fueron realizadas
dentro de un rango de actividades lineales correspondientes a una curva de calibracion
realizada en buffer Pi. En dicha curva se grafico actividad enzimatica vs. concentracion
de HPB.
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3. Produccién de alfa-amilasa flngica: Cultivo liquido en lote de Aspergillus oryzae
La cepa de Aspergillus oryzae empleada fue la NRRL 695, cedida por The
National Center for Agricultural Utilization Resarch (ARS), USDA, USA.

3.1. Optimizacion de variables experimentales de cultivo

Esta cepa fue propagada en medio Agar Papa Glucosado (APG) a 30°C, durante
cinco dias. Luego de dicho periodo de incubacidn, las esporas fueron suspendidas en 15
mL de agua destilada, en agitacion constante durante 20 min y su concentracion fue
determinada por medidas de densidad dptica a 700 nm (previa realizacion de una curva
de calibracion de Abs 700 nm vs. [esporas] (esporas/mL), por recuento en camara de
Thoma).

Un volumen apropiado de esta suspension madre de esporas fue empleado como
inoculo para la siembra de un medio liquido minimo hasta una concentracion final de
10° esporas/mL. Dicho medio minimo contenfa almidén como dnica fuente de carbono
disponible, es decir es especifico para estimular la sintesis y secrecion de alfa-amilasa
por parte del microorganismo.

Este cultivo liquido se incubd durante cuatro dias, en agitacion orbital sin
interrupcién a 150 rpm, a 30°C. Luego se filtro y el sobrenadante fue empleado como
fuente natural de alfa-amilasa fungica (Kammoun y col., 2.008).

Con el fin de optimizar los parametros experimentales para la obtencion del
producto final con el mayor rendimiento enzimatico posible, se ensayaron distintos
factores que afectan al proceso global, tales como: composicién del medio minimo y
niveles de nutrientes, concentracion de sustrato y tiempo de incubacion.

Al igual que para el HPB previamente descrito (Seccion 111 2. Métodos), todas
las determinaciones de actividad enzimética informadas fueron medidas dentro de un
rango de actividades lineales correspondientes a una curva de calibracion realizada en

buffer Pi. En dicha curva se grafico actividad enzimatica vs. volumen del sobrenadante.

3.1.1. Composicion del medio minimo

Se prepararon medios con diferentes composiciones por disolucion de los
componentes en agua destilada, todos llevados hasta pH final 5,00, segun se detalla en
la tabla 2.5:
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TABLA 2.5: Composicion de dos medios minimos ensayados. pH final 5,00. Fuente de
carbono: almidon

MEDIO 1 (BASICO) MEDIO 2 (OPTIMIZADO)
Componente | Concentracién (g/L) | Componente | Concentracion (g/L)

Peptona 15 Peptona 1,875
NaCl 10 Urea 1,25

KH,PO, 0,5 Glicerol 0,625
I\/IgSO4 0,5 KH,PO,4 0,5
CaCl, 0,5 MgSO, 0,25
Almidon 17 (NH,4),SO,4 0,25
Almiddn 17

Estos medios resultan de una adaptacion de los utilizados por Radhouane
Kammoun y col., los cuales fueron optimizados con los disefios estadisticos Plackett-
Burman y Taguchi. La temperatura, agitacion y tamafio del inoculo se resolvié por
medio del disefio Box-Behnken, quienes utilizaron superficie de respuesta (Kammoun y
col., 2.008).

3.1.2. Concentracion de sustrato (almidon)

Se prepararon medios con composiciones correspondientes al optimizado (medio
2, tabla 2.5) pero con concentraciones variables de almidon: 17 g/L - 13,6 g/L - 20,4 g/L
y 34 g/L. En todos los casos se mantuvieron constantes los demas parametros y
condiciones experimentales, determinandose luego la actividad alfa-amilasa recuperada

en cada caso.

3.1.3. Tiempo de incubacién en el medio minimo

Se realizé un seguimiento de la productividad (Actividad alfa-amilasa/Tiempo)
en funcion del tiempo de incubacion del cultivo. Para esto se prepararon medios con la
composicion y concentracion de sustrato previamente seleccionadas (medio 2,
[almiddén] 17 g/L, tabla 2.5). Estos fueron incubados a 30°C en agitador orbital a 150
rpm. Se tomaron alicuotas a distintos periodos de tiempo las cuales fueron centrifugadas
en frio (10 min, 18.000 rpm, 15°C) y se midié la actividad alfa-amilasa en los
sobrenadantes. Esto se realizd durante nueve dias, obteniéndose el perfil de
Productividad (U L™ dias™) vs. tiempo (dfas).



3.2. Empleo de fuentes alternativas de almidon para la produccién de alfa-amilasa
a partir de cultivos de Aspergillus oryzae

Se emplearon como fuente alternativa de almidon productos de desechos de la
cosecha del trigo. Los mismos se recogieron en campos locales post-cosecha del trigo,
procesandose de diferentes maneras para obtener distintas muestras: muestra A)
triturado y esterilizacion; muestra semillas) se seleccionaron manualmente las semillas
las cuales fueron secadas en estufa, trituradas en mortero, tamizadas (apertura malla 840
micrones) Yy esterilizadas.

Estas muestras fueron empleadas en reemplazo de una cantidad equivalente de
almidon en los medios de cultivo. La composicién de los medios se detalla en la tabla
2.6 y fueron preparados por disolucion de los componentes en agua destilada y llevados
a pH final 5,00:

TABLA 2.6: Composicion de los medios minimos ensayados. pH final 5,00
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MEDIO A MEDIO SEMILLAS
Componente Concentracion (g/L) Componente Concentracion (g/L)

Peptona 1,875 Peptona 1.875
Urea 1,25 Urea 1,25
Glicerol 0,625 Glicerol 0,625

KH,PO4 0,5 KH,PO,4 0,5
MgSO, 0,25 MgSO, 0,25
(NH,4),SO4 0,025 (NH4),SO4 0,025

Muestra A 24 Muestra semillas 24

Un volumen apropiado de suspension madre de esporas fue empleado como

indculo para la siembra de estos medios hasta una concentracién final de 10°
esporas/mL. Estos cultivos liquidos se incubaron durante cuatro dias en agitador orbital
a 150 rpm y 30°C. Seguidamente se filtraron y los sobrenadantes fueron empleados
como fuente natural de alfa-amilasa fungica.

Al igual que en los cultivos con almidon (Seccién 111 3.1. Métodos), todas las
actividades enzimaticas informadas fueron medidas dentro de un rango de actividades
lineales correspondientes a curvas de calibracion realizadas en buffer Pi. En dicha curva

se grafico actividad enzimatica vs. volumen del sobrenadante.



3.3. SDS-PAGE de los filtrados de los medios de cultivo

Se realizé una SDS-PAGE de los sobrenadantes de los cultivos fangicos donde
se detect0 actividad alfa-amilasa (MEDIOS 2, Ay SEMILLAS).

Se empled el equipo Mini-Protean (Bio-Rad®) armandose un sistema de geles
discontinuos (10% gel de concentracion, 13% gel de resolucion). La visualizacion de las
bandas proteicas se llevé a cabo a través del protocolo de tincién con el colorante
Coomassie brilliant blue (Neuhoff y col., 1.988; Neuhoff y col., 1.990). Como marcador
de peso molecular se empleo el kit comercial Sigma Marker Molecular Weight, Low
Range.

3.4. Estabilidad catalitica de la alfa-amilasa fungica a pH 7,00 y 3,00

El sobrenadante del cultivo en medio semillas fue incubado a 20°C durante 24
hs, periodo durante el cual se tomaron alicuotas a distintos tiempos y se determiné su
actividad alfa-amilasa.

Una parte de este sobrenadante fue acidificado hasta pH 3,00 por agregado de
HCl 'y también fue incubado a 20°C determinandose la actividad alfa-amilasa a distintos
periodos de tiempo. Estos datos experimentales se ajustaron a una cinética de
inactivacion acida de primer orden (ecuacion 2.5) obteniéndose la constante de

velocidad del proceso de inactivacion (pendiente del grafico log actividad vs. tiempo).

4. Aplicacion de la metodologia de precipitacion con polielectrolitos sobre fuentes

naturales de la alfa-amilasa

4.1. Precipitacion de alfa-amilasa con PAA a partir del HPB

Se adaptd el modelo de precipitacion disefiado para la a-Amy comercial
(Seccidén 1 7.1 Métodos) en la precipitacion de la alfa-amilasa presente en el HPB.

Luego de descongelar y antes de usar el HPB, éste fue centrifugado nuevamente
(5 min 815xg), como un paso extra de clarificado. A continuacion se diluyd
convenientemente en buffer Pi 50 mM, pH 3,00 (25 uL de HPB en 2,30 mL de buffer) y
se adicionaron 200 uL de PAA 240.000 (diluido 1/200). Esta mezcla se incubd durante
30 min a 8°C, se centrifugd 5 min a 1.373xg, se separ0 el sobrenadante del precipitado y

este Gltimo se redisolvio hasta volumen inicial en buffer Pi 50 mM, pH 6,00.
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Luego se midid la actividad alfa-amilasa y concentracion de proteinas totales
(PT) y &cidos nucleicos (AN) en el precipitado redisuelto (PP), sobrenadante (SN) y en
un control del HPB (igual dilucion que en la mezcla de precipitacion pero en buffer Pi
50 mM pH 6,00 y en ausencia de PAA). Las determinaciones de [PT] y [AN] se
realizaron a través del Método de Warburg.

Finalmente se calculd la actividad especifica (Act. esp.), factor de purificacion
(FP) y rendimiento (R %) en cada una de las fracciones, a traves de las siguientes

expresiones:

ACL.( fraccion)

Act.esp = 2.15
P PT(mg) (215)
Act.esp. i6

P P-(fraccion) (2.16)
ACLesP.(control)
Act. i6
R4 — (fraccion) 100 2.17)

ACt. (control)

4.2. Precipitacion de alfa-amilasa con PAA a partir de cultivos liquidos de
Aspergillus oryzae

Se adapto la metodologia de precipitacion disefiada para la a-Amy comercial
(Seccion | 7.1. Métodos) sobre los sobrenadantes (en adelante, filtrados) de los cultivos
liquidos de Aspergillus oryzae, tanto cuando se empled almidon (medio 2) o fuentes
alternativas del mismo (medio A).

Las precipitaciones fueron llevadas a cabo por agregado de alicuotas de
diferentes volimenes de PAA en forma directa sobre el filtrado, llevandose luego el pH
del medio gradualmente hasta el valor de 3,00 (por agregado de HCI). Esta mezcla se
dejo6 incubar a 8°C durante 30 min, se centrifugd 15 min a 1.274xg y 8°C, se separo el
sobrenadante del precipitado y este ultimo se redisolvio en buffer Pi 50 mM a pH 6,00.
Todos estos pasos se realizaron en bafio de hielo.

En la siguiente tabla se detallan los volimenes y concentraciones de PAA

empleados, partiendo en todos los casos de un volumen de filtrado de 2 mL.:
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Tabla 2.7: Condiciones de precipitacion de alfa-amilasa en los cultivos fungicos

| VoLPAA(W) | [PAA] (%P/P)
PAA 240.000
Medio A 20 2,50
Medio 2 30 2,50
PAA 100.000
Medio A 10 3,50
50 0,35
Medio 2 10 3,50
30 3,50

Posteriormente se determiné la actividad de la alfa-amilasa, [PT] y [AN] en cada
una de las fracciones y en el control (filtrado sin ningdn tratamiento). Las
concentraciones de proteinas totales y acidos nucleicos se determinaron a través del
método de Warburg.

Se calcularon la actividad especifica, factor de purificacion y rendimiento, segun
las ecuaciones 2.15, 2.16 y 2.17.

5. Aplicacion de la metodologia de reparto en SBAs sobre fuentes naturales de alfa-

amilasa

5.1. Reparto del HPB en los SBASs seleccionados

Para la preparacion de los SBAs y el reparto de la enzima pancredtica se siguio
el mismo procedimiento general que para la enzima comercial (Seccion Il 1.1. Métodos)
con volumenes finales de SBA de 4 mL totales, sin el agregado de NaCl y R éptimos,
segun los Y% obtenidos en cada sistema. Los SBAs empleados fueron: PEG 2.000-
fosfato de potasio/T.L.3/R1y R3y PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L.1/R1y R 0,33.
Los volumenes de fase utilizados para cada R son los que se describen en la tabla 2.4.

Una vez equilibradas las fases se procedi¢ a la siembra de 100 ul de HPB, se
incubd durante 2 hs (con agitacion por inversion a intervalos de 15 min durante la
primer hora y media) y se centrifugd 10 min a 600xg. La temperatura de trabajo fue
25°C.

Luego de determinar el volumen de cada fase y de su separacion, se determind la
actividad alfa-amilasa y concentracion de proteinas totales y acidos nucleicos en cada

una de ellas. Seguidamente se calcularon los coeficientes de reparto de actividad
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enzimatica, Ke (ecuacion 2.8) y de proteinas totales (Kp). Este ultimo es el cociente
entre la [PT] en la fase superior e inferior.

La determinacion de PT y AN se llevo a cabo a través del método de Warburg.
Se realizaron los blancos correspondientes con fases superior e inferior “limpias”, es
decir, en ausencia de HPB. Finalmente se calcularon la actividad especifica en el HPB y
en cada una de las fases, factor de purificacion y rendimiento porcentual del proceso
(ecuaciones 2.15, 2.16 y 2.17).

5.2. Reparto en SBAs de la alfa-amilasa proveniente de cultivos liquidos de
Aspergillus oryzae

Los SBAs utilizados para el reparto de la enzima fungica fueron preparados de
acuerdo a la composicion de la tabla 2.3, reemplazando la masa correspondiente al agua
por una cantidad equivalente de los filtrados de los cultivos de Aspergillus oryzae
(medio 2 y medio A).

Se prepararon sistemas de 10 g los cuales fueron agitados hasta disolucion total
del PEG vy el fosfato y se incubaron durante 24 hs a temperatura ambiente (25°C).
Pasado dicho periodo, se midieron los volumenes de fase y las mismas se separaron,
determinandose la actividad de alfa-amilasa y proteinas totales por el método del acido
bicinconinico (BCA) en cada una de ellas y en el control (filtrado de los cultivos
fungicos sin tratamiento).

Finalmente se calcularon Ke (ecuacion 2.8) y Kp (Seccion 11l 5.1. Métodos),
actividad especifica, factor de purificacion y rendimiento porcentual (ecuaciones 2.15,

2.16 y 2.17) en cada fase y en el control.

6. Procesamiento de los datos experimentales

El ajuste estadistico de los datos experimentales se realizé mediante el programa
Sigma Plot, version 10.0 (Windows) el cual emplea el algoritmo Marquardt-Levenberg
(Marquardt, 1.963).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 3: Resultados y Discusién

SECCION I: Precipitacion con PEs

1. SDS-PAGE del liofilizado comercial de alfa-amilasa (Aspergillus oryzae)
La figura 3.1 muestra la SDS-PAGE del liofilizado comercial de a-Amy:

97000
66000
45000

S 30000

& 20100

Figura 3.1: SDS-PAGE. Calle 1: a-Amy - Calle 2: marcadores de peso molecular.

En la calle 1 se obtuvo una banda intensa de 50 kDa la cual se trata de la a-Amy.

Esta representa la totalidad del contenido proteico de la muestra.

2. Determinacion de las condiciones de precipitacion y disolucion de los complejos
PAA/alfa-amilasa

2.1. Efecto de la concentracion de PAA. Curvas de titulacion turbidimétrica a-
Amy/PAA

Los complejos proteinas/PE pueden ser solubles o insolubles no solo en funcion
de variables inherentes al medio (tales como pH y fuerza idnica) sino también de las
concentraciones relativas de ambos componentes, formando complejos solubles a bajas
concentraciones del PE. A medida que se va elevando la concentracion relativa del PE,
los complejos pueden agregarse y formar estructuras macroscépicas, lo cual se traduce

en un aumento brusco en la turbidez del sistema (Cooper y col., 2.005).



Al graficar Abs. a 400 nm vs. relacion molar PAA/a-Amy se pueden obtener
curvas sigmoideas o hiperbdlicas, las cuales responden a mecanismos de saturacion de
formacion de los complejos. A partir de estas curvas se puede obtener el valor de “e”, el
cual permite analizar el poder precipitante de los polielectrolitos sobre la enzima de
interés, selecciondndose aquellos que den lugar a estequiometrias que indiquen alta
eficiencia de precipitacion con baja cantidad de polimero (por ejemplo, 10 moléculas de
proteina por cada molécula de polimero, o superior).

En la figura 3.2 se muestran las curvas de titulacion turbidimétrica obtenidas con
PAA 240.000. Para independizar al sistema del volumen se grafico Abs. a 400 nm en

funcion de la relacion molar PAA/a-Amy.
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Figura 3.2: Curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA 240.000: Abs. a
400 nm vs. relacion molar PAA/a-Amy. pH del medio: 3,00 (e); 4,00 (A); 5,00 (x) y
ajuste matematico (—). Medio buffer Pi 50 mM. Temperatura 20°C.

Se observd turbidez solo cuando la titulacion fue llevada a cabo a pH 3,00, lo
cual se debe al estado de carga de la a-Amy a dicho pH, permitiendo una mayor
interaccidn electrostatica con el PAA, a diferencia de lo que ocurre a pH 4,00 y 5,00.

La formacidn de este complejo siguié un comportamiento sigmoideo, lo cual se
relaciona con un mecanismo del todo o nada, es decir, es necesario alcanzar una
relacion molar de formacion del complejo critica, para favorecer la interaccion entre las

particulas de complejo soluble y asi formarse agregados de mayor tamario.
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La estequiometria del complejo, “e”, calculada por mol de PAA a pH 3,00 fue
de 154 + 5, lo que indica que un gran nimero de moléculas de proteina se unen a una
Unica molécula de PAA, lo cual sugiere que este polimero podria ser un buen
precipitante de la a-Amy. O bien, n a-Amy/n monémero 0,046 + 0,001.

La figura 3.3 muestra las curvas de titulacion turbidimétrica obtenidas con PAA
100.000:
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Figura 3.3: Curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA 100.000: Abs. a
400 nm vs. relacion molar PAA/ a-Amy. pH del medio: 3,00 (e); 4,00 (A); 5,00 (x) y
ajuste matematico (—). Medio buffer Pi 50 mM. Temperatura 20°C.

Al igual que en el caso anterior, solo se detectd turbidez a pH 3,00, efecto del
estado de carga de la a-Amy. Cabe destacar que el valor de turbidez maximo alcanzado
disminuy6 al decrecer el peso molecular del PAA (> 2 para PAA 240.000 y = 1,2 para
PAA 100.000). Esto podria atribuirse a un menor tamafio o nimero de particulas
formadas al disminuir el peso molecular del polielectrolito.

En este caso, la formacion del complejo siguié una tendencia sigmoidea y la
estequiometria del complejo, “e”, calculada por mol de PAA a pH 3,00 fue de 52 + 4,
lo cual hace a este polielectrolito otro potencial precipitante de la enzima. La
estequiometria calculada en funcion de los moles de acrilato fue de 0,037 £ 0,003 n -
Amy/n monémero.

En la figura 3.4 se muestran las curvas de titulacién turbidimétrica obtenidas con
PAA 5.000:
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Figura 3.4: Curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA 5.000: Abs. a 400
nm vs. relacion molar PAA/a-Amy. pH del medio: 3,00 (e); 4,00 (A); 5,00 (x) y ajuste
matematico (—). Medio buffer Pi 50 mM. Temperatura 20°C.

Nuevamente solo se evidencio turbidez a pH 3,00, aunque en menor magnitud
respecto de los casos anteriores. Esto sugiere que el tamafio 0 nimero de particulas de
complejo insoluble que se forman es también menor, con lo cual se requieren cantidades
mayores de polimero para alcanzar un precipitado apreciable.

La forma de la grafica se ajusta a una funcion hiperbolica, lo cual sugiere un
mecanismo de saturacion de formacion del complejo, aunque diferente a los casos
anteriores.

La estequiometria del complejo, “e”, calculada a pH 3,00 para este caso fue de
0,16 = 0,01, es decir, aproximadamente 6 moles de PAA 5.000 se unen por mol de -
Amy. Esta estequiometria inversa sugiere que el PAA 5.000 no es un buen precipitante
de la enzima. Esto también se verifica por los bajos valores de turbidez alcanzados.

De acuerdo a estos resultados, el pH de trabajo seleccionado como el de mayor
interaccion entre la a-Amy y el PAA fue de 3,00, descartando al PAA 5.000 como

posible precipitante de la enzima.
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2.2. Efecto del pH. Diagramas de fase a-Amy/PAA

Se seleccionaron relaciones molares PAA:a-Amy cercanas al plateau obtenido
en las curvas de titulacion turbidimétrica a pH 3,00 (figuras 3.2 y 3.3) para realizar los
barridos de pH correspondientes.

En la figura 3.5 se muestran los diagramas de fase para el complejo a-Amy/PAA
240.000:
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Figura 3.5: Diagramas de fase del complejo a-Amy/PAA 240.000: Abs. a 400 nm vs.
pH. Relaciones molares PAA: a-Amy: 1:135 (e); 1:126 (A); 1:117 (x); solo PAA (o) y
solo a-Amy (0). Medio buffer fosfato 50 mM. Temperatura 20°C.

La turbidez alcanzada fue mayor al aumentar la cantidad de PAA, siendo el
rango de pH de insolubilidad del complejo el mismo en todos los casos. Esto significa
que el pH de solubilidad o insolubilidad es independiente de la relacion molar empleada
dentro del rango de relaciones molares cercano a la “e”.

Este complejo mostré ser insoluble a pHs menores a 4,00, aproximadamente,
solubilizandose por completo por encima de este valor.

Los diagramas de solubilidad para el complejo o-Amy/PAA 100.000 se

muestran en la figura 3.6:
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Figura 3.6: Diagramas de fase del complejo a-Amy/PAA 100.000: Abs. a 400 nm vs.
pH. Relaciones molares PAA: a-Amy: 1:46 (e); 1:42 (A); 1:39 (x); solo PAA (o) y solo
a-Amy (0). Medio buffer fosfato 50 mM. Temperatura 20°C.

Este complejo resultd ser soluble a pHs por encima de 5,50, aproximadamente,
manteniendo el mismo rango de solubilidad para todas las relaciones molares
ensayadas.

Se descartd la contribucion individual de los componentes por separado a través
de barridos de pH controles: a-Amy en ausencia de PAA y viceversa. Dado que en estas
condiciones no se observo turbidez alguna, se puede afirmar que la misma se debe a la
formacion de los complejos y no a la desnaturalizacion de la enzima a pHs acidos o a la
insolubilidad del polimero.

Segun la informacién obtenida de estos diagramas de solubilidad, el pH de
trabajo seleccionado para ambos PAA fue nuevamente de 3,00, el cual coincide con el
pH de maxima turbidez en las curvas de titulacion (figuras 3.2 y 3.3). A este pH nos
aseguramos que se forma el complejo insoluble, alcanzando una turbidez suficiente para

dar lugar a un precipitado apreciable.
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2.3. Efecto de la fuerza idnica. Curvas de titulacion turbidimétrica en presencia de
NaCl
En muchos casos la interaccion PE/proteina tiene un elevado caracter
electrostéatico, lo cual hace que sea posible redisolver los complejos formados por los
mismos a traves de un aumento en la fuerza iénica del medio (Romanini y col., 2.007).
En las figuras 3.7 y 3.8 se muestra la Abs. a 400 nm en funcion de la relacion
molar PAA/a-Amy al utilizar como titulante PAA 240.000 y PAA 100.000,

respectivamente, en presencia de NaCl 1M.
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Figura 3.7: Curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA 240.000: Abs. a
400 nm vs. relacion molar PAA/a-Amy. NaCl 0 M (e), 1 M (A) y ajuste matematico
(—). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
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Figura 3.8: Curvas de titulacion turbidimétrica de la a-Amy con PAA 100.000: Abs. a
400 nm vs. relacion molar PAA/a-Amy. NaCl O M (e); 1 M (A) y ajuste matematico
(—). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.

El comportamiento frente a esta abrupta variacion en la fuerza idnica resulto ser
similar para ambos complejos: por un lado, aun una concentracion suficientemente alta
de NaCl (1 M) no fue suficiente para disminuir la turbidez del sistema, lo que indica que
los complejos no son redisueltos por completo. Por otro lado, se registré un cambio en
la forma de las curvas (de sigmoideas a hiperbolicas) lo que implica un mecanismo
diferente de asociacion.

Estos resultados sugieren que aumentar la fuerza ionica del medio no es una
alternativa de eleccion para redisolver los complejos a-Amy/PAA. En su lugar, es
conveniente modificar el pH del medio a valores aproximadamente mayores o iguales a
4,00 (PAA 240.000) y 5,50 (PAA 100.000), tal como se menciond anteriormente
(Seccién | 2.2. R y D), o bien al valor de 6,00, ya que a dicho pH no sélo nos
aseguramos la redisolucion completa de los complejos sino que también se encuentra

dentro del rango de mayor estabilidad de la a-Amy (5,00 - 8,00) (Carlsen y col., 2.006).
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3. Caracterizacion de la interaccién PAA/alfa-amilasa

3.1. Naturaleza de la interaccion PAA/alfa-amilasa. ITC

En la figura 3.9 A se muestra la isoterma (a 20°C) obtenida por ITC para la
interaccion a-Amy/PAA 240.000 y en 3.9 B el calor total intercambiado luego de cada
agregado del PE en valor absoluto (- Qacumulado) en funcion de la concentracion de
ligando total ([PAA]), junto con el ajuste de los datos experimentales al modelo de
fijacidn de sitios equivalentes e independientes, corregidas por efectos de dilucion:
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Figura 3.9: ITC a-Amy/PAA 240.000. A- Potencia (ucal/s) vs. Tiempo (min).
B- /Qacumulado/ (ucal) vs. [PAA](mM). Ajuste matematico (—).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00, Temperatura 20°C.



Las mismas representaciones se muestran en las figuras 3.10 A y B para la
titulacion de a-Amy con PAA 100.000:
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Figura 3.10: ITC a-Amy/PAA 100.000. A- Potencia (ucal/s) vs. Tiempo (min).
B- /Qacumulado/ (ucal) vs. [PAA](mM). Ajuste matematico (—).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00, Temperatura 20°C.



Estos resultados mostraron una interaccion predominantemente exotérmica, con
deflexiones negativas respecto de la linea de base para ambos PAA y calores
acumulados negativos, alcanzando saturacion a una dada concentracion de PAA.

Los parametros K, AH® y n arrojados por el ajuste de los datos experimentales al
modelo de binding de sitios equivalentes e independientes, junto con las funciones

termodinamicos AG® y AS°, se muestran en la tabla 3.1:

TABLA 3.1: Funciones termodindmicas y parametros de fijacion de la a-Amy a
PAA

A 9 AG° A5
PAA 1 (calimol) K (M7) n (calimol) | (cal/Kmol)

240.000 | -1.677+3 | 2,7.10°+2.10° | 2,10.10°+1.10° | -5.980+40 | 14,7 +0,1

100.000 | -3.040 + 10 | 2,1.10°+2.10%° | 7,3x10°+2.10* | -4.480+60 | 4,9+0,2

Segun estos resultados, para el sistema a-Amy/PAA 240.000, aproximadamente
476 + 2 moles de proteina se unen por mol de PAA (1/npaa 240000), Mientras que con
PAA 100.000 son 137 + 4 moles de a-Amy los que se unen a un mol de PAA (1/npaa
100.000)- EStos valores indican menor estequiometria para el polielectrolito de menor peso
molecular, tal como mostraron las técnicas turbidimetricas (Seccién | 2.1. Ry D). Las
estequiometrias calculadas por mol de monomero, en base a un peso molecular de
acrilato de 71, fueron: 0,1408 + 6.10™* (PAA 240.000) y 0,097 + 3.10° (PAA 100.000).

Los valores de K mostraron una afinidad superior para el PAA de mayor peso
molecular por los sitios de unién en la proteina, adjudicando las diferencias al mayor
namero de restos cargados al aumentar las subunidades monoméricas del polielectrolito.

Los valores negativos de AH° corresponden a interacciones de naturaleza
electrostatica, mientras que los valores positivos de AS° indican desordenamiento del
sistema luego de cada agregado de PAA. A pesar que la formacién de complejos es un
proceso que tiende a favorecer el orden en el sistema, en este caso el efecto de
desestructuracion del agua parece ser el factor mas contribuyente al cambio entropico
final. Esta combinacion de efectos entalpico-entrOpico permiten evidenciar una
interaccion PAA/o-Amy de naturaleza mixta, con una elevada contribucion
electrostatica por diferencia de cargas entre los componentes interactuantes y un aporte
hidrofobico caracterizado por la variacion positiva de entropia. En conclusion,

podriamos decir que el proceso de formacion del complejo estd conducido tanto
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entdlpica como entropicamente, ya que ambos factores contribuyen a negativizar la

variacion de energia de Gibbs total: interaccion mixta.

3.2. ITC PAA/alfa-amilasa. Efecto de la fuerza ionica

Las mismas experiencias de ITC que en el apartado anterior llevadas a cabo en
un medio con mayor fuerza ibnica permiti6 profundizar en la naturaleza de la
interaccion o-Amy/PAA, pudiendo inferir o verificar un aporte mixto entre fuerzas
electrostéaticas y/o hidrofébicas.

Las figuras 3.11 A y B muestran las isotermas de ITC y el calor total acumulado
(en valor absoluto) luego de cada inyeccion para el sistema a-Amy/PAA 240.000/NaCl
y las figuras 3.12 A y B las correspondientes representaciones para el caso o-

Amy/PAA100.000/NaCl.
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Figura 3.11: ITC a-Amy/PAA 240.000. A- Potencia (ucal/s) vs. Tiempo (min).
B- /Qacumulado/ (ucal) vs. [PAA](mM). Ajuste matematico (—).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00, NaCl 1M. Temperatura 20°C.
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Figura 3.12: ITC a-Amy/PAA 100.000. A- Potencia (ucal/s) vs. Tiempo (min).
B- /Qacumulado/ (ucal) vs. [PAA](mM). Ajuste matematico (—).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00, NaCl 1M. Temperatura 20°C.



El ajuste no lineal de los datos experimentales confirmd que se mantiene el
modelo de sitios independientes y equivalentes entre los sitios de union al ligando,
arrojando los parametros de binding que se detallan en la tabla a continuacion:

TABLA 3.2: Funciones termodindmicas y parametros de fijacion de la a-Amy a
PAA en un medio de elevada fuerza ionica

A 9 4G A5
PAA T calimol) K (M7) n (calimol) | (cal/Kmol)

240.000 | -867+5 | 1,9.10°+3.10° | 3,20.10° +3.10° | -5.770+90 | 16,7 +0,3

100.000 | -3.050 +10 | 1,9.10° +2.10° | 13.2.10° +2.10™ | -4.420 +60 47+0,2

Los valores negativos de calor a presion constante, AH®, evidenciaron una
interaccion exotérmica, aun a elevada fuerza ionica. Ademas, la presencia de sal no fue
suficiente para inhibir por completo la interaccion, tal como se habia observado a partir
de los ensayos turbidimétricos (Seccion | 2.3. Ry D).

La estequiometria de los complejos también se vio afectada ante el agregado de
NaCl: 313 + 3 moles a-Amy/PAA 240.000 y 76 = 1 moles a-Amy/PAA 100.000. Es
decir, el nimero de moles de a-Amy por mol de PAA (1/n) fue menor en comparacion
a los valores en ausencia de sal. EI mismo comportamiento se obtuvo para las
constantes de afinidad (K), disminuyendo en magnitud a elevada fuerza ionica
(caracteristica de las interacciones con contribucion electrostatica) respecto de la
ausencia de NaCl (Seccién 1 3.1. Ry D).

Estos resultados son coherentes con el efecto de la sal observado a través de
técnicas turbidimétricas, confirmando nuevamente un proceso de naturaleza mixta, dado
que, si bien una elevada fuerza iénica del medio reduce la afinidad de la interaccidn,

ésta no es suficiente para inhibir la formacién del complejo.

3.3. Cinética de formacion de los complejos PAA/alfa-amilasa

En general, la formacion de complejos PE/proteina no es instantanea. La cinética
de interaccion entre los componentes también es un parametro fundamental y
caracteristico de cada sistema (Patrickios y col., 1.999).

El seguimiento cinético de formacién de los complejos insolubles permite

determinar el tiempo que requiere el sistema para alcanzar la maxima turbidez



inmediatamente luego de realizada la mezcla a-Amy/PAA, es decir el tiempo de
incubacion necesario para la interaccion.

En ambos casos, la formacion del complejo insoluble resulté ser rapida (figuras
3.13 y 3.14, para PAA 240.000 y 100.000, respectivamente) dado que el maximo de

turbidez se alcanzé a aproximadamente 40 s luego de realizada la mezcla a-Amy/PAA:

2.2
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16

Abs. 400nm

14

12

L0 (I) 5IO 1(I)O lfl)O 2(I)O ZéO 3(I)0 350
Tiempo (s)
Figura 3.13: Cinética de formacion del complejo a-Amy/PAA 240.000: Abs a 400 nm
vs. Tiempo (s). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
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Figura 3.14: Cineética de formacion del complejo a-Amy/PAA 100.000: Abs a 400 nm
vs. Tiempo (s). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
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4. Efecto de la interaccion con PAA sobre la estructura de la alfa-amilasa

4.1. Espectros de absorcion UV-Vis de la alfa-amilasa con y sin PAA

En las figuras 3.15 y 3.16 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis
correspondientes a los sistemas con PAA 240.000 y 100.000, respectivamente y en el

cuadro interno los Amsx Obtenidos para cada relacién molar:

0.25 558
286
0.20 + E 284 |
e
E 282 4
0.15 <
280
. 278
§ 0.10 0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010
n PAA/n a-Amy
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0.00
_005 1 1 1 1 1
260 270 280 290 300 310 320
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Figura 3.15: Espectros de absorcion UV-Vis de la a-Amy en ausencia (——) y
presencia de PAA 240.000. Relaciones molares PAA:a-Amy: 1:135 (—); 1:126(-----);

1:117 (— - —) y 1:88 (-----). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
Cuadro interno: Amax (nm) vs. relacion molar PAA/ a-Amy.
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Figura 3.16: Espectros de absorcion UV-Vis de la a-Amy en ausencia (——) y
presencia de PAA 100.000. Relaciones molares PAA:a-Amy: 1:46 (——); 1:42 (-----);
1:39 (— - —) y 1:25 (----). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
Cuadro interno: Amax (nm) vs. relacion molar PAA/ a-Amy.

En ambos casos, la presencia de PAA afectd el maximo de absorcion
disminuyendo la intensidad de la banda (efecto hipocromico), junto con un leve
corrimiento en la posicién del maximo hacia el rojo del espectro (efecto batocrémico) a
medida que aumenta la cantidad de PAA presente en la muestra. Esto sugiere que los
polielectrolitos inducen un cambio en la polaridad del entorno de los residuos

aromaticos de la proteina, posiblemente debido a un reordenamiento estructural.

4.2. Espectros de emision de F de la alfa-amilasa con y sin PAA

En este trabajo se analizaron dos aspectos de los espectros de emision de F de la
o-Amy en presencia de PAA: i- la intensidad de la fluorescencia emitida, la cual puede
variar significativamente por fendmenos de quenching ii- el corrimiento en la longitud
de onda del maximo de emision (Amax), la cual depende de la polaridad en el
microentorno de los triptéfanos (Lakowicz, 1.983).

La figura 3.17 muestra los espectros de emision de F de la a-Amy en presencia

de PAA 240.000, y en el cuadro interno los Amsx alcanzados para cada relacion molar:
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Figura 3.17: Espectros de emision de F de la a-Amy en ausencia (——) y presencia de
PAA 240.000. Relaciones molares PAA: a-Amy: 1:135 (——); 1:126 (-----);
1:117 (— - —) y 1:88 (-----). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
Cuadro interno: Amax (nm) vs. relacion molar PAA/a-Amy.

La formacion del complejo disminuyd la intensidad de F de la a-Amy. Mas auln,
en presencia de un exceso de PAA (1:88) este efecto es mas pronunciado.

Sin embargo, no se observo un corrimiento significativo en la posicion del Amax,
lo cual demuestra que la estructura tridimensional de la a-Amy en el microentorno de
los triptéfanos no se encuentra significativamente afectada (Lackowickz, 1.983;
Andersson y Hatti-Kaul, 2.000).

Los espectros de emision de F de la a-Amy con PAA 100.000 se muestran en la

figura 3.18 y en el cuadro interno los Amax alcanzados para cada relaciéon molar:

92



7 342

334.0 |

3338

Amax (nm)
8w
w w
SN (2]

333.2

4 -
Y 3330 |
3k 3328 L~ ; ; : :
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04
n PAA/n a-Amy

2 -

1 -

0 1
300 330 360 390 420 450 480

A (nm)

Figura 3.18: Espectros de emision de F de la a-Amy en ausencia (——) y presencia de
PAA 100.000. Relaciones molares PAA:a-Amy: 1:46 (——); 1:42 (-----); 1:39(— - —)y
1:25 (----). Medio buffer fosfato 50 mM, pH 3,00. Temperatura 20°C. Cuadro interno:
Amax (NM) vs. relacion molar PAA/ a-Amy.

En este caso, cantidades crecientes de PAA también disminuyeron la intensidad
de F de la a-Amy, acompafado de un pequefio corrimiento hacia el rojo en Amax. Esto se
relaciona con una disminucion en la hidrofobicidad del entorno de los triptofanos de la
enzima, lo que sugiere que se estaria produciendo una sobreexposicion de estos residuos
al solvente. Esto se puede atribuir a leves cambios en la estructura tridimensional de la
enzima al interaccionar con el PAA, al menos en el microentorno de los triptéfanos.
Resulta interesante destacar que otros autores atribuyeron a estados desnaturalizados
corrimientos hacia el rojo en el Ams de emision de F de la enzima alfa-amilasa de
Aspergillus oryzae (Duy y Fitter, 2.006). Este comportamiento diferente del PAA
100.000 frente al PAA 240.000 puede atribuirse al mayor PM de este ultimo, el cual no
modifica el microentorno de los Trp posiblemente por cuestiones estéricas.

Por otro lado, todos los espectros de emision de F presentados en estas figuras
exhibieron Amax entre 332 y 334 nm, lo cual corresponde a longitudes de onda de

residuos de triptéfanos que se ubican en una region interna dentro de la estructura
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tridimensional de la proteina. Los triptéfanos superficiales se encuentran en un entorno
mas polar y por lo tanto sus Amax estdn mas corridos hacia el rojo del espectro
(Lakowicz, 1.983; Duy y Fitter, 2.006).

Ambos PAA disminuyeron la intensidad de F de los Trp de la enzima a través de
un efecto de quenching que se ajustd a una grafica lineal de Stern-Volmer (figura 3.19 y
3.20):
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I/ If

12+

10} h=1,01+0,03
Ksv = (7,0.10% + 3.109) mM-1
r’=0,99
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0 20x10¢ 40x106 60x10° 80x10®  100x106  120x10°®
[PAA] MM

Figura 3.19: Graficos de Stern-Volmer: Ifo/Ifvs. [PAA] (mM), para a-Amy con PAA
240.000 (@) y ajuste lineal (—). Parametros de la regresion lineal: h (ordenada al
origen), Ksy (Constante de Stern Volmer, pendiente) y r? (coeficiente de correlacion
lineal).
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Figura 3.20: Gréficos de Stern-Volmer: Ifo/Ifvs. [PAA] (mM), para a-Amy con PAA
100.000 (e) y ajuste lineal (—). Parametros de la regresion lineal: h (ordenada al
origen), Ksv (Constante de Stern Volmer, pendiente) y r? (coeficiente de correlacién
lineal).

Dado que se requeririan ensayos complementarios para poder discernir el
modelo de quenching (dindmico o estatico) que se cumple en estos sistemas, se
denominé en forma genérica Ksy a la constante de Stern-Volmer.

Si bien no es posible concluir sobre la naturaleza del quenching, esta relacion
lineal en las graficas de Stern-Volmer indica que existe una unica poblacién de Trp
todos igualmente accesibles al quencher. Esta poblacion de Trp corresponderia a
residuos que se encuentran dentro de la estructura tridimensional proteica y no son
superficiales, dado las Amsx de emision observadas y ademéas existen datos de
bibliografia que informan que la alfa-amilasa de Aspergillus oryzae exhibe residuos de
Trp internos en la proteina y no expuestos en la superficie, a diferencia de otras amilasas
de distinto origen (Duy y Fitter, 2.006).

4.3. Espectros de DC de la alfa-amilasa con y sin PAA
Las figuras 3.21 y 3.22 muestran los espectros de DC obtenidos para la a-Amy
sola y en presencia de diferentes cantidades de PAA 240.000 y 100.000,

respectivamente:
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Figura 3.21: Espectros de DC de la a-Amy en ausencia (—) y presencia de PAA

240.000. Relaciones molares PAA:a-Amy: 1:135 (——); 1:126 (-----); 11117 (—-—) y
1:88 (----). Medio buffer fosfato 50mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.
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Figura 3.22: Espectros de DC de la a-Amy en ausencia (—) y presencia de PAA
100.000. Relaciones molares PAA:a-Amy: 1:46 (——); 1:42 (-----); 1:39 (— - —) y 1:25
(----). Medio buffer fosfato 50mM, pH 3,00. Temperatura 20°C.

En todos los espectros se registraron dos picos negativos alrededor de 222 y 208
nm, caracteristicos de estructuras alfa-hélice. Sin embargo, sus intensidades sugieren la

existencia de segmentos que alternan a lo largo de la cadena polipeptidica entre
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estructuras alfa-hélice y laminas-beta combinadas (predominio espectral alfa-hélice)
(Fasman, 1.996). Por otro lado, las intensidades de los picos disminuyeron al
incrementar la concentracion de PAA, es decir, éste estaria reduciendo el contenido de

estructuras secundarias en la a-Amy.

5. Estabilidad de la alfa-amilasa

5.1. Estabilidad catalitica

En muchos casos, la interaccion entre enzimas y polimeros cargados incrementa
la estabilidad catalitica de las mismas, sugiriendo que estos polielectrolitos pueden ser
una herramienta Util para la estabilizacién de enzimas (Foreman y col., 2.001).

La actividad enziméatica medida a traves del tiempo es un parametro que permite

determinar si una enzima es estable o no en el medio en el que se encuentra.

5.1.1. Estabilidad catalitica a pH 6,00 con y sin PAA
El grafico a continuacion muestra la actividad de la a-Amy durante distintos de

periodos de incubacion a pH 6,00, en ausencia y presencia de PAA (figura 3.23).
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Figura 3.23: Estabilidad de la a-Amy a pH 6,00: Actividad vs.Tiempo (min). a-Amy
sola (==), a-Amy/PAA 240.000 (=) y a-Amy/PAA 100.000 (=).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 6,00. Temperatura 20°C.



La actividad de la enzima en ausencia de PAA permanecio relativamente
constante y disminuy6 sélo un 6,80 % luego de las 24 hs de incubacidn, respecto a la
actividad inicial. Esto es de esperar dado que se trabajo a un valor de pH perteneciente
al rango de estabilidad de la enzima (Carlsen y col., 1.996). En presencia de PAA la a-
Amy también fue estable, registrandose a las 24 hs una pérdida de actividad del 14,36 %
(PAA 240.000) y 8,50 % (PAA 100.000), respecto de la actividad inicial con el PAA
correspondiente en cada caso.

En cuanto a los valores iniciales (tiempo 0 min), se observo que PAA 100.000
no modifico la actividad de la a-Amy mientras que PAA 240.000 la incrementd. Esto
puede deberse a cambios estructurales en las proximidades del sitio activo que
modifican la afinidad de la enzima por el sustrato.

5.1.2. Estabilidad catalitica a pH 3,00 con y sin PAA. Cinética de inactivacion

En trabajos previos, Carlsen y col. demostraron que la enzima alfa-amilasa de
Aspergillus oryzae es extremadamente estable a pH neutro (5,00 - 8,00) pero pierde
actividad en valores por debajo de este rango, siendo parcialmente inactivada de manera
irreversible por un proceso que sigue una cinetica de primer orden (Carlsen y col.,
1.996).

En este trabajo, se corrobord dicha cinética de inactivacion a pH 3,00 (pH de
precipitacion) y se evaluo el efecto de los polielectrolitos en la estabilidad enzimatica.
La figura 3.24 A muestra la actividad (U/L) de la a-Amy a pH 6,00 luego de distintos
periodos de incubacion a pH 3,00, en ausencia y presencia de PAA. A partir de los
gréficos semilogaritmicos (figura 3.24 B) se observo que la inactivacion acida de la -

Amy siguid una cinética de primer orden, incluso en presencia de los polielectrolitos:
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Figure 3.24: A- Estabilidad de a-Amy a pH 3,00: Actividad (U/L) vs Tiempo (min), o-
Amy sola (==),a-Amy/PAA 240.000 (=) y a-Amy/PAA 100.000 (=). B- Cinética de
inactivacion de primer orden: log Act. vs. Tiempo (min) de la a-Amy en ausencia (e) y
presencia de PAA 240.000 (o) y 100.000 (V).

Las constantes de velocidad (k) obtenidas de las pendientes de la figura 3.24 B
(tabla 3.3) fueron menores en presencia de los polielectrolitos, lo que sugiere cierto
grado de estabilizacion de la enzima al interaccionar con los mismos. Ademas dicho

efecto resultd ser mas significativo para el PAA de mayor peso molecular.
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TABLA 3.3: Constantes cinéticas de inactivacion de orden uno (k) a pH 3,00

k (min™)
a-Amy 2,2.10° £ 2.10°
a-Amy/PAA 100.000 8,2.10° +2.10™
a-Amy/PAA 240.000 7,7.10° +3.10"

El mecanismo de inactivacion acida de esta enzima se describe en términos de
desnaturalizacién de su estructura tridimensional. Por ende, las moléculas de enzima
desnaturalizadas o parcialmente desnaturalizadas pierden su actividad biolégica
(Carlsen y col., 1.996). Por lo tanto, el efecto del PAA sobre la a-Amy puede
interpretarse como una estabilizacion de la estructura tridimensional de la enzima, lo
cual retrasa el proceso de desnaturalizacion, es decir, la protege frente a la inactivacion

acida.

5.2. Estabilidad estructural de la alfa-amilasa

5.2.1. Espectros de DC de la a-Amy en el tiempo a pH 6,00 y 3,00 con y sin PAA

Se analizd la estabilidad de la enzima desde el punto de vista de su estructura
secundaria, tanto a pH 6,00 como 3,00 y cdmo afecta a la misma la presencia de los
polielectrolitos.

La figura 3.25 muestra los espectros de DC obtenidos para la enzima sola a pH
3,00 (A) y 6,00 (B).
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Figura 3.25: Estabilidad de la estructura secundaria de la a-Amy: espectros de DC
a0hs(—), 2:30 hs (-----) y 5 hs (— - —) de incubacion a pH 3,00 (A) y 6,00
(B). Medio buffer Pi 50 mM. Temperatura 20°C.

A partir de estos espectros se pudieron apreciar diferencias importantes en la
estabilidad de la enzima a ambos pHs: a pH 3,00 el espectro inicial (0 hs) mostr6 los
dos picos negativos caracteristicos de la a-Amy a alrededor de 208 y 222 nm, tal como
se observo anteriormente (Seccion | 4.3. R y D). Sin embargo, a partir de las 2:30 hs de

incubacion se registr0 una banda negativa principal alrededor de los 200 nm,
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caracteristico de ovillos estadisticos. Es decir, la enzima se desnaturaliza a medida que
es incubada en medio &cido. A pH 6,00, en cambio, la superposicion de los espectros
durante toda la incubacion denota nuevamente la alta estabilidad de la a-Amy a pH
neutro, incluso en niveles de estructuracion secundario.

Los espectros de DC de la a-Amy en presencia de PAA 240.000 y 100.000 se

muestran en las figuras 3.26 A y B, respectivamente:
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Figura 3.26: Estabilidad de la estructura secundaria de la a-Amy: espectros de DC con
PAA 240.000 (A), relacion molar 1:154, tiempo de incubacion 0 hs (—), 2:30 hs (----)
y 5 hs (— - —); y con PAA 100.000 (B), relacién molar 1:52, tiempo de incubacion 0 hs
(—), 2:30 hs (----) y 5 hs (— - —). Medio buffer Pi 50 mM, pH 3,00. Temperatura
20°C.
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Resultados similares a los encontrados para la a-Amy sola a pH 3,00 (figura
3.25 A) se observaron para la enzima en presencia de ambos PAA, perdiéndose
elementos de estructura secundaria durante la incubacion &cida. Sin embargo, los
espectros registrados a las 2:30 hs aun conservaron, aunque con menor intensidad, los
dos picos caracteristicos de la a-Amy a 208 y 222 nm. Esto demuestra que la pérdida en
estructuras secundarias de la enzima se ve retrasada en presencia de PAA, lo que nos
permite nuevamente sugerir un efecto estabilizante de estos polielectrolitos sobre la o-

Amy a pH &cido, también més evidente para el PAA de mayor peso molecular.

5.3. Estabilidad térmica de la alfa-amilasa

5.3.1. DSC de la a-Amy a pH 3,00 y 6,00, con y sin PAA

En la figura 3.27 se muestran los termogramas de Capacidad calorifica (Cp) en
funcion de T, obtenidos para la enzima a pH 3,00 y 6,00:
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Figura 3.27: DSC de la -Amy a pH 3,00 (—:-—) y 6,00 (—).Medio buffer Pi 50 mM.
Velocidad de barrido 0,5 K/min.

A pH 6,00 se identificaron dos transiciones correspondientes a dominios
estructurales independientes de la a-Amy, ambos con Tm caracteristicos, lo cual
permite suponer la existencia de intermediarios estables en el proceso de

desnaturalizacion térmica de la a-Amy.
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Por el contrario, a pH 3,00 no se observaron dichas transiciones. Bajo estas

condiciones,

calentamiento, posiblemente ya desnaturalizada o parcialmente desnaturalizada, lo que

da lugar a un termograma con caracteristicas totalmente diferentes.

Dada la inestabilidad térmica encontrada para la a-Amy a pH 3,00, el efecto de
los polielectrolitos en el termograma fue monitoreado a pH 6,00. Es decir, se evaluo el

efecto de la presencia de PAA en la estabilidad térmica de la a-Amy. Los termogramas

correspondientes se muestran en la figura 3.28:
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Figura 3.28: DSC de la a-Amy en ausencia (—) y en presencia de PAA 240.000 () y
100.000 (). Medio buffer Pi, 50 mM, pH 6,00. Velocidad de barrido 0,5 K/min.

En la tabla a continuacion se detallan los valores de Tm y AH®, para cada caso:

TABLA 3.4: Parametros de la transicion nativo-desnaturalizado de la a-Amy en
presencia y ausencia de PAA, en medio buffer Pi 50 mM, pH 6,00

Tm (K) AH® 4 (cal/mol)
1" transicion 2% transicion | 17 transicion | 2% transicion
a-Amy 33037001 | 34273002 | 1.770.10° 50 | 1,250.10" + 50
@AMYIPAA | 390254002 | 342232002 | 2.75.10° + 100 | 4.25.10°+ 100
240.000
“‘fégyégg'“ 32830003 | 342.49+0,02 | 4.41.10°+300 | 7,71.10" + 300

®)La determinacion de los parametros Tm y AH® a pH 3,00 no resultaria adecuada dadas las

caracteristicas del termograma, motivo por el cual no se exponen en estos resultados.
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En presencia de ambos PAA se mantuvo el mismo patron de desnaturalizacion
térmica con dos transiciones, tal como se observé para la enzima en ausencia de PAA.
Las Tm correspondientes a la primera transicion disminuyeron en aproximadamente 2K
ante la presencia de los polielectrolitos, mientras que para la segunda transicion no se
vieron afectadas. Sin embargo, los mayores AH° obtenidos en presencia de PAA
reflejan interaccion de estos polielectrolitos sobre ambos dominios de desnaturalizacion
(més pronunciado para el PAA 100.000 respecto del 240.000). Posiblemente, la
presencia de PAA aumenta la estabilidad de la enzima al interaccionar con sus
diferentes dominios, probablemente con una flexibilidad conformacional reducida
(Hashim y col., 2.005).

5.3.2. Reversibilidad en el proceso de desnaturalizacion térmica de la a-Amy.
Efecto del segundo ciclo de calentamiento en los termogramas de DSC

En las figuras 3.29 A, B y C se muestran los termogramas obtenidos para la a-
Amy sola y en presencia de PAA 240.000 y 100.000, respectivamente, en los barridos

consecutivos de temperatura:
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Figure 3.29: DSC: barridos consecutivos de temperatura. A- a-Amy sola: primer (—) y
segundo (——) calentamiento. B- « -Amy/PAA 240.000: primer (—) y segundo (——)
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Medio buffer Pi 50 mM, pH 6,00. Velocidad de barrido 0,5 K/min.
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En la tabla a continuacion se muestran los parametros Tm y AH®, obtenidos en

cada caso, junto con el porcentaje de entalpia calorimétrica recuperado en el segundo

calentamiento:

TABLA 3.5: Pardmetros de la transicion nativo-desnaturalizado de la a-Amy en
presencia y ausencia de PAA, para el primer y segundo barrido consecutivo de T: Tm;
y Tm,, temperaturas de melting para la primera y segunda transicion; AH®cq; Y AHcar,
entalpias calorimétricas para la primera y segunda transicion

a-Amy
1° BARRIDO | 2° BARRIDO AH"ca
Recuperado (%)
Tms (K) 330,37 + 0,01 334,3+0,1
AHCa: (cal/mol) | 1,770.10% + 50 6,6.10° + 200 37,46 %
Tm, (K) 342,73 + 0,02 342,69 + 0,05
AHCp (cal/mol) | 1,250.10" + 50 1,23.10% + 200 82,00 %
a-Amy/PAA 240.000
Tm; (K) 327,72 + 0,02
AHC: (cal/mol) | 2,75.10" + 100
Tm, 342,23 + 0,02 340,34 + 0,02
AHCp (cal/mol) | 4,25.10"+ 100 3,05.10% + 100 71,76 %
a-Amy/PAA 100.000
Tm; (K) 328,3 + 0,03
AHC1 (cal/mol) | 4,41.10" + 300
m, (K) 342,49 + 0,02 339,35 + 0,02
AHCp2 (cal/mol) | 7,71.10" + 300 6,38.10" + 100 82,75 %

En ninguno de los casos el segundo calentamiento mostré superponerse con el

primero de los termogramas (primer barrido). La transicion mas afectada fue la primera,
donde casi no se observaron efectos térmicos durante el segundo ciclo de calentamiento,
mientras que la segunda transicion parece ser parcialmente reversible recuperandose un
Todo esto sugiere que la

porcentaje mayor de la entalpia calorimétrica.

desnaturalizacion térmica de la a-Amy involucra procesos irreversibles.

5.3.3. Dependencia de los termogramas de DSC con la velocidad de barrido
La variacion de Tm con la velocidad de barrido (V) indica la existencia de
procesos controlados cinéticamente, lo cual sugiere la presencia de procesos

irreversibles durante la desnaturalizacion térmica.
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En la figura 3.30 se observa que las Tm; aumentaron cuanto mayor es la

velocidad de barrido, tanto en presencia como en ausencia de PAA:
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Figura 3.30: Dependencia de Tm; con la velocidad de barrido: a-Amy sola (e), a-
Amy/PAA 240.000 (e) y a-Amy/PAA 100.000 (e).Medio buffer Pi 50 mM, pH 6,00.

El corrimiento de Tm; con V fue significativo, contrario a Tm, (datos no

mostrados), lo cual era de esperar dado el mayor caracter irreversible de la primera

transicion respecto de la segunda, segun lo observado en los barridos consecutivos

(figuras 3.29 A, B y C). Todo esto sugiere que la desnaturalizacion térmica de la o-

Amy, tanto en presencia como en ausencia de PAA, es parcialmente reversible.

En la tabla 3.6 se muestran las energias de activacion promedio (Ea) para la

primera transicion, calculadas de acuerdo al modelo de dos estados irreversibles segin

los cuatro métodos de validacién (Seccién 4.1.6. Introduccion) y las T* promedio:

TABLA 3.6: Parametros cinéticos de la primera transicion en el proceso de
desnaturalizacion térmica de la a-Amy, en presencia y ausencia de PAA

Ea (cal/mol) T* (K)

a-Amy 53.10° + 1.10° 339,6 + 0,6
a-Amy/PAA 240.000 57.10° + 3.10° 338+1
a-Amy/PAA 100.000 51.10° + 3.10° 338+1




La Ea, es decir, la barrera energética que deben superar los reactivos para pasar
del estado nativo al desnaturalizado, no se vio afectada ante la presencia de PAA,
respecto de su ausencia, como tampoco se modifico T*. Es decir, la presencia de los
polielectrolitos no influyé en la cinética del proceso de desnaturalizacion térmica de la
enzima.

Cabe destacar que estos parametros cinéticos fueron calculados para la mayor
velocidad de barrido experimentada (1,5 K/min), dada la dispersion en los valores
obtenida con velocidades menores (datos no mostrados). Esto podria deberse al caracter
parcialmente irreversible asociado a la desnaturalizacion térmica de la a-Amy, lo que
hace que a mayores velocidades de barrido los procesos reversibles se vean disminuidos
y permitan un adecuado ajuste al modelo cinético de no equilibrio que involucra dos

estados asociados a un proceso irreversible.

5.3.4. Influencia de la concentracion de a-Amy en los termogramas de DSC

En algunos casos, la desnaturalizacion térmica de una proteina puede ir
acompafiada de disociacion o asociacion de subunidades, lo cual se evidencia a través
de cambios en la posicién de Tm a medida que varia la concentracion proteica (Michnik
y col., 2.005).

En la figura 3.31 se muestra la dependencia de Tm con la concentracion de

enzima:
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Figura 3.31: Dependencia de Tm con la concentracion de a-Amy. Primera transicion:
a-Amy sola (e), a-Amy/PAA 240.000 (e) y a-Amy/PAA 100.000 (e). Segunda
transicion: a-Amy sola (m), a-Amy/PAA 240.000 (=) y a-Amy/PAA 100.000 (m).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 6,00. Velocidad de barrido 0,5 K/min.

En ninguno de los casos Tm vario significativamente con la concentracion de -
Amy. Esto significa que la desnaturalizacion térmica de la o-Amy no estaria
acompafiada de modificaciones en el estado de oligomerizacion de la enzima. Duy y
col. concluyeron lo mismo al analizar la cinética de desnaturalizacion térmica y de
agregacion de varias alfa-amilasas provenientes de diversos origenes a través de
técnicas de espectroscopia de fluorescencia, dispersion de la luz y dicroismo circular
(Duy vy Fitter, 2.005). Estos autores propusieron que la alfa-amilasa de Aspergillus
oryzae se desnaturaliza de manera irreversible y posiblemente su forma desnaturalizada
forma agregados proteicos, aunque mucho mas pequefios comparados con otras alfa-
amilasas.

Esta constancia en los valores de Tm también puede deberse a dos procesos que
se compensan: disociacion (que disminuye la Tm) seguida de agregacion y precipitacion
de la cadena polipeptidica desnaturalizada (que aumenta la Tm), efectos que modifican

la Tm en sentidos opuestos contrarrestdndose uno con otro.
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CAPITULO 3: Resultados y Discusién | 111
SECCION I: Precipitacién con PEs

6. Disefio del método de precipitacion

6.1. Precipitacion de alfa-amilasa con PAA

Luego de determinar las condiciones Optimas de interaccion entre la proteina y
los PEs se disefi6 un modelo de concentracion y purificacion de a-Amy por formacion
de complejos insolubles. Estos pueden separarse del resto del medio por decantacion y
redisolverse en un nuevo medio, propicio para la conservacion y estabilidad de la
enzima. Las figuras 3.32 A 'y B muestran la actividad a-Amy en el control, PP y SN al

precipitar la enzima con PAA 240.000 y 100.000, respectivamente.
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Figura 3.32: Precipitacion de a-Amy con PAA 240.000 (A) y 100.000 (B). Buffer Pi 50
mM, pH 6,00. Temperatura 20°C.



Los valores de actividad medidos en cada caso se muestran en la tabla 3.7 junto

con los porcentajes de la misma en cada fase:

TABLA 3.7: Precipitacion de a-Amy con PAA 240.000 y PAA 100.000. Actividad o-
Amy en el PP, SNy control. Porcentaje de actividad en cada fase respecto al control

PAA 240.000 PAA 100.000
Actividad a-Amy CONTROL (U/L) 86,05 + 0,08 86,05 £ 0,08
Actividad a-Amy PP (U/L) 63,49 + 0,08 55,27 £ 0,08
Actividad a-Amy SN (U/L) 1,56 + 0,02 7,22 £ 0,06
% Actividad a-Amy en PP 73,79 64,26
% Actividad a-Amy en SN 1,81 8,37

Cabe destacar que las relaciones molares de precipitacion empleadas son las que
arrojaron mejores rendimientos de precipitacion. Las mismas son superiores a la “e”
para cada sistema, es decir con exceso de polimero respecto a la relacion
estequiometrica de los complejos, siendo un agregado aun mayor de polielectrolito
contraproducente a efectos del rendimiento total (resultados no mostrados).

En ambos casos, la actividad a-Amy fue significativamente superior en el PP en
comparacion al SN, es decir, la enzima se concentré en la primera fraccion. Los
porcentajes de actividad calculados reflejan una marcada tendencia de la a-Amy a
precipitar en las condiciones disefiadas. Esto nos permite inferir que, en principio, esta
técnica podria resultar adecuada para concentrar y purificar la enzima a-Amy al
encontrarse en un medio méas complejo.

Cabe destacar que las medidas absolutas de actividad en cada una de las fases no
son comparables entre si dado que éstas poseen composiciones diferentes. De alli la
falta de exactitud en los balances de masa. Sin embargo, un valor significativamente
mayor en el PP respecto del SN es indicio de la eficacia del método para precipitar la
enzima de interés.

Por otro lado, al comparar los resultados arrojados por ambos polielectrolitos
entre si, el PAA 240.000 mostr6 un mayor poder precipitante, tal como se observo
previamente segun los valores de turbidez alcanzados en las curvas de titulacién
(Seccién12.1. Ry D).
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6.2. Estabilidad catalitica de los complejos a-Amy/PAA precipitados

Luego de aplicar el modelo de concentracién de a-Amy por precipitacion de
complejos insolubles, resulta de interés analizar la estabilidad de los precipitados
obtenidos y optimizar el tiempo en el cual el mismo se debe resuspender.

La figura 3.33 A muestra la actividad a-Amy determinada para cada tiempo de
incubacion del control y de los precipitados y la figura 3.33 B los gréficos

semilogaritmicos que permitieron el analisis cinético de la inactivacion:
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Figura 3.33: Estabilidad de los precipitados a-Amy/PAA: A- Actividad (U/L) vs.
Tiempo (min) en el control (==), precipitado con PAA 240.000 (=) y 100.000 (==). B-
Cinética de inactivacién de primer orden: log Act. vs. Tiempo (min) con PAA 240.000

(®) y 100.000 (o).
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Nuevamente, se encontré una alta estabilidad de la a-Amy en el control a pH
6,00 (Seccion 1 5.1.1. R y D) y el mismo patrén de inactivacion de los precipitados, tal
como la enzima a pH 3,00 (Seccién 1 5.1.2. R y D), con un decaimiento exponencial en
la actividad a-Amy a lo largo del tiempo. Los graficos semilogaritmicos mostraron que
esta inactivacion siguié una cinética de primer orden, con las constantes de velocidad
(obtenidas de las pendientes de las regresiones lineales en la figura 3.33 B) que se

detallan en la tabla a continuacion:

TABLA 3.8: Constantes cinéticas de inactivacion de orden uno (k) de la a-Amy en los
precipitados y a pH 3,00

k (min™)
a-Amy (pH 3,00) 2,2.10° +2.10°
Precipitado a-Amy/PAA 100.000 2,6.10° £2.10™
Precipitado a-Amy/PAA 240.000 1,7.10° £ 2.10™

Por un lado, estos valores de k fueron de menor magnitud que los obtenidos para
la a-Amy a pH 3,00 (para facilitar la comparacion se volvié a mostrar la constante de
inactivacion obtenida en dicho caso, en la Seccion 1 5.1.2. Ry D), lo cual sugiere mayor
estabilidad de la a-Amy en la forma precipitada respecto de la enzima a pH 3,00 previo
a la precipitacion. De todas formas, el tiempo de redisolucion de los precipitados es un
factor importante a tener en cuenta y minimizarlo podria mejorar los rendimientos
totales del proceso.

Por otro lado, la k fue menor para el precipitado a-Amy/PAA 240.000 que
100.000, lo que nuevamente verifica mayor grado de estabilizacion para el

polielectrolito de mayor peso molecular.

7. Analisis funcional de la alfa-amilasa luego de la precipitacion

Una vez aplicado el modelo experimental de concentracion y purificacion de la
o-Amy por precipitacion con PAA, es necesario que la enzima conserve su actividad
catalitica y que sea estable en el medio de redisolucion.

La estabilidad catalitica de la a-Amy en los precipitados redisueltos se muestra

en la figura 3.34:
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Figura 3.34: Estabilidad de los precipitados redisueltos: Act. (U/L) vs. tiempo (hs) en el
precipitado redisuelto PAA 240.000 (=) y 100.000 (==). Medio buffer Pi 50 mM, pH
6,00. Temperatura 20°C.

Para ambos PAA, la actividad enzimatica se fue recuperando en el transcurso del
tiempo registrandose, al igual que para la enzima en buffer a pH 6,00 (figura 3.23) una
leve tendencia a decaer a las 24 hs de incubacion. Ademas, como ya se menciono a
partir de dicha figura, la actividad en presencia del PAA 240.000 fue siempre superior a

la correspondiente en presencia del PAA de menor peso molecular.
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SECCION II: Reparto en SBAs

1. Reparto de la alfa-amilasa en SBAs PEG-fosfato de potasio, pH 7,00

1.1. Efecto de la composicion de las fases, temperatura, peso molecular y
concentracion del PEG en los valores de Ke

La composicidn de las fases en equilibrio puede verse afectada por cambios en la
temperatura. Luego de preparados los sistemas de la tabla 2.3 y de incubar a 8°C o
36°C, se observo que la relacion de volimenes final alcanzada no fue afectada, fue
cercana a la unidad tal como habian sido preparados los medios, por lo tanto en este
caso podemos decir que la temperatura no modifico la composicion de los sistemas.

Los valores de Ke de la a-Amy en cada uno de los SBAs ensayados se muestran

en la figura 3.35 Ay B, para las dos temperaturas:

16 20 0.7 B

10 T

05

04 -

Ke

03

q') F
1 2 3 4 - I 02
04} T.L.
01t
02} I
0.0 = o : ‘ 0.0
1 2 3 4

Figura 3.35: Ke vs. T.L. en los SBAs PEG-fosfato de potasio, pH 7,00. PM del PEG:
2.000(==), 3.350 (=), 6.000 (==) y 8.000 (~). Temperatura: 8°C (A) y 36°C (B).

Los valores de Ke resultaron mayores a la unidad para los SBAs formados por
PEG 2.000 y (excepto en el sistema PEG 6.000/T.L. 4 a 8°C, donde Ke fue apenas
superior a 1) con los otros pesos moleculares resultaron menores a la unidad, para todas

las concentraciones de sistema analizadas. Es decir que luego de alcanzado el equilibrio
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de reparto la a-Amy se concentrd en la fase rica en el polimero en los sistemas PEG
2.000 y en la fase rica en sales en los sistemas PEG 3.350, 6.000 y 8.000.

Para explicar el comportamiento de reparto de una enzima en los SBAs PEG/sal
podria pensarse que la proteina se equilibra en la fase polimérica por procesos de
interaccion especifica PEG/proteina o en la fase inferior por cuestiones estéricas, dado
que la concentracion de polimero es menor y la disponibilidad del solvente es
conveniente (teoria del volumen excluido).

Ademas, al aumentar el peso molecular del polimero generalmente se observa un
efecto de exclusion de la proteina hacia la fase donde dicho polimero se encuentra en
menor concentracion. De hecho, se han reportado casos que verifican dicho efecto de
exclusion estérica como factor determinante de la interaccién entre el PEG con
proteinas, dado que al incrementarse la masa molecular del polimero aumenta el
volumen excluido por éste (Arakawa y Timasheff, 1.985; Lee y Lee, 1.981).

Se grafico el logaritmo de Ke en funcion del logaritmo del peso molecular del
PEG (log PM) a ambas temperaturas (figuras 3.36 Ay B).
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Figura 3.36: Dependencia de Ke con el peso molecular del PEG: Log Ke vs. log PM (PEG)
para las cuatro lineas de union: T.L. 1 (e), 2 (e), 3 (®) y 4 (). Temperatura 8°C (A) y
36°C (B).

Al aumentar la masa molar del PEG entre 2.000 y 3.350 los valores de Ke
disminuyeron y esta tendencia fue menos importante o casi nula para masas molares de
PEG mayores (entre 3.350 y 8.000). Es decir, el aumento en la masa molar del PEG

produciria el desplazamiento del equilibrio de reparto hacia la fase inferior, en la cual se
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encuentra en menor concentracion. Esto Gltimo podria indicar que el volumen excluido
puede ser un factor influyente en el reparto de la enzima en estos sistemas.

Los elevados valores de Ke en los sistemas PEG 2.000 podrian indicar
interacciones especificas entre éste y la a-Amy, lo cual permite el desplazamiento de la
misma hacia la fase mas hidrofébica.

La ecuacion de estado de Wyman (3.1) establece que a cualquier concentracion
de ligando (PEG), la derivada de la constante de equilibrio (K) con respecto a la
actividad del ligando (a3) es igual a la variacion del grado de unién del mismo durante
el proceso de reparto a presion y temperatura constantes:

olnK
Olnag

=V3sup ~V3,inf (3.1)

donde vz sup ¥ v3,inf representan la cantidad de moléculas de PEG unidas a la proteina que
se reparte en la fase superior e inferior, respectivamente (Timasheff, 2.002). De acuerdo
a esta ecuacion, si esta derivada es mayor a cero indica que la cantidad de moléculas de
PEG unidas a la proteina en la fase superior es mayor a la cantidad unidas en la fase
inferior, mientras que si s menor a cero se daria el caso inverso.

Dada la imposibilidad de medir los valores de actividad del PEG (a3) se supone
que éste es proporcional a la concentracion molar del mismo a través del coeficiente de
actividad de la solucién, considerando que son bajas las concentraciones molares del
polimero. Se procedié a graficar log Ke vs. log [PEG] (M). Estas graficas se realizaron
para todos los pesos moleculares y a ambas temperaturas, como se ilustra en la figura
3.37:
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Figura 3.37: Dependencia de Ke con la concentracion molar de PEG: Log Ke vs. log
[PEG]. Peso molecular del PEG: 2.000 (A), 3.350 (B), 6.000 (C) y 8.000 (D).
Temperatura: 8°C (triangulo descendente) y 36°C (triangulo ascendente).

En general, la derivada del log Ke vs. log [PEG] (M) fue positiva, con lo cual,
segun la ecuacion de estado de Wyman (3.1), el nimero de moléculas de PEG unidas
por mol de proteina es mayor en la fase superior respecto de la inferior, indicando que
existe interaccion entre la proteina y el polimero en todos los casos analizados, a pesar
que la proteina se reparta mayoritariamente hacia la fase inferior en sistemas de PEGs
de ciertas masas molares. Por lo tanto, el reparto de la enzima estaria también
condicionado por efectos de interaccion PEG/a-Amy aunque el efecto del volumen

excluido juegue un rol fundamental y determinante en el mismo.

1.2. Funciones termodinamicas del proceso de reparto

Las funciones termodindmicas pueden dar informacion sobre el tipo de fuerzas
involucradas en el pasaje de la enzima desde la fase rica en sal a la fase rica en PEG.
Considerando al AH® constante en el rango de temperatura de trabajo (Arakawa y

Timasheff, 1.985; Spelzini y col, 2.005), se obtuvieron los valores de cambio entalpico
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(AH®) y entropico (AS°) estandar que se representan en las figuras 3.38 A y B,

respectivamente:
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Figura 3.38: Funciones termodinémicas del proceso de reparto de la a-Amy en SBAs
PEG-fosfato de potasio: AH® (A) y AS° (B). Lineas de union: T.L. 1 (==), 2 (=), 3 (=) y
4 (==).



La transferencia de la a-Amy desde la fase rica en sal a la fase rica en PEG
resulto ser un proceso exotérmico, tal como demostraron los valores negativos de AH®
en la mayoria de los casos. También se obtuvieron cambios entrépicos negativos para
los mismos sistemas, lo cual sugiere la formacidn de un estado final mas ordenado con
liberacion de energia. En base a estos resultados, en principio se podria inferir la
existencia de interacciones electrostaticas en el proceso de transferencia de la proteina
desde la fase inferior a la superior o un re-arreglo importante de las moléculas de agua
con formacion de enlaces cuando la proteina se transfiere. EI proceso en general esta
conducido entéalpicamente.

A medida que la masa molar del PEG aumenta los cambios entélpicos y
entrépicos decrecieron en magnitud llegando a invertirse en algunos casos. En el
proceso de transferencia de la a-Amy desde la fase inferior a la superior el significado
de los resultados implica liberacion de energia y ordenamiento del sistema y a medida
que aumenta la masa molecular del PEG disminuyen ambos efectos.

Para cada masa molar de PEG la disminucion de la entalpia del proceso se
explicaria por la formacion de enlaces en el sistema formado por solvente, cosolutos
(PEG y sales) y la proteina. Esa formacion de enlaces es menor a medida que aumenta
la masa molar de PEG. Si tuviésemos en cuenta solamente la interaccion PEG-proteina,
podria explicarse la menor interaccion debido a exclusion del polimero de los dominios
proteicos por impedimentos estéricos cuando la masa molar del PEG aumenta. Si la
interaccion PEG-proteina no fuese el factor preponderante o no fuese exotérmica la
interaccion habria que pensar que la formacion de enlaces del sistema solvente-cosoluto
disminuye a medida que la masa molar de PEG crece.

Respecto al ordenamiento del sistema para el proceso de transferencia de la
proteina, también disminuye a medida que aumenta la masa molar del PEG,
probablemente porque los estados de partida sean mas ordenados para los PEG mayores
0 los estados alcanzados sean mas desordenados teniendo en cuenta al sistema solvente-
cosoluto-proteina.

La figura 3.39 muestra los valores de AH® y AS® para el equilibrio de reparto de

la a-Amy presentados en un grafico lineal de compensacion.
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Figura 3.39: Grafico de compensacion entropico-entalpico asociado al reparto de o-
Amy en todos los SBAs empleados: AH® (cal/mol) vs. AS° (cal/K mol). PM del PEG:
2.000 (e), 3350 (®), 6.000 (*) y 8.000 (), para las cuatro T.L. en orden creciente de
concentracion. Ajuste lineal de los datos experimentales (—) y parametros de
regresion: h (ordenada al origen), m (pendiente) y r? (coeficiente de correlacion).

La relacion lineal existente entre AH® y AS® indica que estas variables cambian
en paralelo y se compensan una con otra para producir un cambio menor en la energia
libre del proceso. Este patron lineal de compensacion entrépico-entalpico evidencia la
participacion de las moléculas de agua en el mecanismo de reparto y es la manifestacion
termodinamica de los efectos de estructuracion y desestructuracion (Lumry y Rajender,
1.970).

1.3. Rendimientos porcentuales tedricos de la a-Amy en las fases de los SBAs

La eficiencia de un método de extraccion liquido-liquido para purificar una
proteina puede evaluarse a través del porcentaje de rendimiento teérico de la misma que
se reparte en cada fase.

En la tabla 3.9 se muestran los rendimientos porcentuales tedricos (Y%) del
proceso de reparto de la a-Amy en la fase superior (PEG 2.000) e inferior (PEG 3.350,
6.000 y 8.000), calculados en funcién de los Ke a 8°C y 36°C:



TABLA 3.9: Rendimientos tedricos porcentuales del proceso de reparto de la a-Amy en
los sistemas PEG-fosfato de potasio ensayados

TL PEG 2.000 PEG 3.350 PEG 6.000 PEG 8.000
T Y% (fase sup.) Y% (fase inf.) Y% (fase inf.) Y% (fase inf.)
Temperatura 8°C
1 92,58 79,24 97,85 99,23
2 97,37 80,65 93,11 97,18
3 99,11 69,64 68,87 77,64
4 98,35 51,84 42,14 69,25
Temperatura 36°C
1 66,88 95,15 99,01 97,37
2 89,09 91,99 95,15 92,25
3 91,67 87,95 78,86 87,18
4 87,98 69,44 61,58 71,94

Analizando los rendimientos obtenidos en todos los SBAs ensayados, se han
seleccionado aquellos con mayor potencial separativo para continuar con los estudios de

interaccion y optimizacion de variables experimentales, con la finalidad de aplicarlos

posteriormente a la extraccion de la enzima a partir de diversas fuentes naturales.

Los SBAs seleccionados fueron: PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 y PEG

8.000-fosfato de potasio/T.L. 1, dado que estos sistemas han arrojado un alto

rendimiento a ambas temperaturas.

1.4. Efecto del agregado de NaCl en el proceso de reparto de la a-Amy

En la figura 3.40 se muestran los perfiles de reparto obtenidos para la a-Amy en

presencia de concentraciones de NaCl crecientes, en los SBAs seleccionados

anteriormente:
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Figura 3.40: Efecto del NaCl en el perfil de reparto de la a-Amy: Ke vs [NaCl] % P/P.
Sistema PEG2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 (A) y PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1
(B). Temperatura = 8°C.

En ninguno de los casos la presencia de NaCl mejoro el reparto de la a-Amy,
dado que para el sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 (Ke > 1) el aumento en la
concentracion salina produjo una disminucion en Ke, mientras que en el sistema PEG
8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 (Ke < 1) la presencia de NaCl tendié a aumentar el valor

de Ke. Es decir, en ambos casos el efecto del NaCl fue aproximar los valores de Ke a la



unidad, lo cual no resulta beneficioso para los fines separativos y se corrobora con los

rendimientos tedricos porcentuales que se obtuvieron para cada sistema (tabla 3.10):

TABLA 3.10.: Rendimientos tedrico porcentuales (Y%) obtenidos en los sistemas
PEG 2.000-Pi/T.L. 3 (fase superior) y PEG 8.000-Pi/T.L. 1 (fase inferior), a distintas
concentraciones de NaCl. Temperatura 8°C
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[NaCl] | PEG 2.000- fosfato de potasio/T.L. 3 | PEG 8.000- fosfato de potasio/T.L.1
(%P/P) Y%(fase sup.) Y%(fase inf.)

0 97,05 98,54

2 72,48 87,23

4 66,05 82,21

6 60,92 71,94

8 74,25 79,05

Cabe destacar que los iones Na* y CI” poseen coeficientes de reparto similares y
no afectan significativamente el potencial eléctrico de la interfase (Zaslavsky, 1.995).

Los resultados obtenidos pueden interpretarse en términos del desordenamiento
que produce el NaCl (y otras sales) en las moléculas de agua estructurada que se
encuentran alrededor de los grupos hidrofobicos del PEG o a-Amy expuestos al
solvente, lo cual afectaria el factor entrépico de la particion influyendo negativamente
en el rendimiento total del reparto en ambos sistemas. Esto también corrobora el
importante papel del agua, tal como se observd por los efectos de compensacion
entropico-entalpico (Seccion Il 1.2. R y D). Este desordenamiento también podria
facilitar la interaccion entre el polimero y la proteina aumentando el valor de Ke. De
acuerdo a estos resultados, la pérdida de agua estructurada alrededor de la a-Amy o el
PEG favoreceria la interaccion con el PEG 8.000 pero no con el 2.000.

Teniendo esto en cuenta, en ninguno de los casos es conveniente optar por el

agregado de sal para la optimizacion del disefio bioseparativo.

1.5. Efecto de la variacion en la relacion de los volimenes de fase (R) en el proceso
de reparto de la a-Amy

Se han ensayado los repartos de a-Amy en los SBAs previamente seleccionados
a distintas relaciones de volimenes. Los valores de Ke obtenidos en cada caso se

muestran en la figura 3.41.:
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Figura 3.41: Efecto del R en el reparto de la a-Amy: Ke vs R. Sistema PEG 2.000-
fosfato de potasio/T.L. 3 (A) y PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 (B). Temperatura
8°C.

Al aumentar el valor de R Ke tendi6 a disminuir en los sistemas PEG 2.000 y a
aumentar en los sistemas PEG 8.000. Sin embargo, los porcentajes de masa de enzima
recuperados, que dependen tanto de Ke como de R y se muestran a continuacion (tabla
3.11), indican que para el primer caso el rendimiento en fase superior mejora al
aumentar R mientras que para el ultimo el rendimiento en fase inferior aumenta al

disminuir R:
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TABLA 3.11.: Rendimientos tedrico porcentuales (Y%) obtenidos en los sistemas
PEG 2.000-Pi/T.L. 3 (fase superior) y PEG 8.000-Pi/T.L. 1 (fase inferior) a diferentes
relaciones de volumenes entre fase superior e inferior. Temperatura 8°C

PEG 2.000- fosfato de potasio/T.L. 3 | PEG 8.000- fosfato de potasio/T.L. 1
R 0 0
Y /O(fase sup.) Y /O(fase inf.)
0,33 96,40 99,48
0,60 97,76 98,83
1,00 97,69 96,00
1,67 98,27 78,93
3,00 99,23 63,69

En algunos casos puede ocurrir que la variacion en la relacién de volimenes
entre las fases de un SBA produzca un cambio en la interaccion entre la proteina y el
polimero, posiblemente debido a una variacion en el volumen excluido por el mismo,
modificando el coeficiente de reparto de la proteina en dichos sistemas (Guan y col.,
1.993; Kang y col, 1.989).

De esta forma, estos resultados se pueden interpretar en términos del volumen
excluido por el PEG: al reducirse el volumen de la fase polimérica disminuye el
volumen disponible para la proteina en la misma y el volumen excluido por el PEG se
incrementa. Esto favoreceria el reparto de la a-Amy hacia la fase salina, siendo esto

conveniente en los sistemas donde la enzima se recupera en dicha fase (PEG 8.000).

2. Naturaleza de la interaccion PEG/a-Amy. Calorimetria de titulacion isotérmica

En la figura 3.42 A se muestra la isoterma de ITC (a 20°C) obtenida para la
titulacion a-Amy/PEG 2.000 y en 3.42 B el calor total intercambiado luego de cada
agregado del polimero titulante en funcion de la concentracion de ligando total ([PEG]),
junto con el ajuste de los datos experimentales al modelo de fijacion de sitios

equivalentes e independientes, ambas corregidas por efectos de dilucién:
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Figura 3.42: ITC a-Amy/PEG 2.000. A- Potencia (ucal/s) vs. Tiempo (min).
B- Qacumulado (ucal) vs. [PEG](mM). Ajuste matematico (—).
Medio buffer Pi 50 mM, pH 7,00, Temperatura 20°C.

En la tabla 3.12 se muestran los pardmetros que caracterizan a esta interaccion,
obtenidos a través del ajuste matematico de los datos al modelo de binding de sitios

independientes y equivalentes:



TABLA 3.12: Funciones termodinamicas y parametros de la fijacion o-
Amy/PEG 2.000

AH° B AG® 45°
(calimol) K (M) n (calimol) (cal/Kmol)
575 + 9 830,90 1681002 | -1240 %60 6.2%072

La interaccion resulté ser predominantemente endotérmica, con deflexiones
positivas respecto de la linea de base y calores acumulados positivos, alcanzando
saturacion a una dada concentracion de PEG.

La magnitud del AH® indica que la interaccion es débil, como también el
pequefio valor en la constante de afinidad K, en comparacién con otras interacciones
reportadas para el PEG (Pellegrini Malpiedi y col., 2.010). Esto hace que 1,68 + 0,02
moléculas de PEG se unan por molécula de proteina. ElI cambio entrépico también
resultd positivo, es decir, se alcanza un estado final mas desordenado.

Estos resultados caracterizan a una interaccion de naturaleza principalmente
hidrofobica, entrépicamente conducida. Esto es coherente con un alto grado de
desestructuracion del agua que se encuentra sobre el esqueleto hidrofébico del PEG
(altamente hidratado en solucion acuosa). La interaccion con la a-Amy produce que
dichas moléculas de agua se desordenen, predominando este efecto sobre el

ordenamiento que produce el binding propiamente dicho.

3. Analisis conformacional de la alfa-amilasa en los SBAs seleccionados

3.1. Espectros de emision de fluorescencia de la alfa-amilasa con y sin PEG
En la figura 3.43 se muestran los espectros de emision de F de la a-Amy en las
fases superior e inferior de los sistemas PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 y PEG

8.000-fosfato de potasio/T.L. 1y en el cuadro interno los Amax registrados en cada caso:
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Figura 3.43: Espectros de emision de F de la a-Amy en las fases de los SBAs
seleccionados. A- Sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3, control (—), fase
superior (——) y fase inferior (----). B- Sistema PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1,
control (—), fase superior (— )y fase inferior (-----). Temperatura 20°C.
Cuadro interno: Amax alcanzado en cada medio.



Las If maximas disminuyeron notablemente en las fases inferiores respecto del
control, manteniéndose menos afectadas en las fases superiores. Ademas, la presencia
de las fases indujo un corrimiento en el Amax hacia mayores longitudes de onda, mas
marcado para la fase inferior que para la superior, en ambos sistemas. Este corrimiento
de los espectros hacia el rojo refleja un entorno mas polar de los triptéfanos de la o-
Amy de lo que se encontrarian en buffer, indicando sobreexposicion de los mismos al
solvente debido a cierta desestructuracion de la enzima, al menos en las regiones
préximas al microentorno de estos residuos.

Por otro lado, todos los espectros de emisién de F presentados en esta seccion
exhibieron Amax entre 324 y 330 nm, lo cual corresponde a longitudes de onda de
residuos de triptéfanos que se ubican en un entorno hidrofébico, en una regién interna
de la estructura tridimensional proteica, tal como se menciond previamente en la
Seccion | 4.2. de Ry D (Lakowicz, 1.983; Duy y Fitter, 2006).

3.2. Quenching con acrilamida de la F nativa de la alfa-amilasa. Efecto de las fases
de los SBAs

En la figura 3.44 se muestran los graficos de Stern-Volmer (Ifo/If vs. [quencher])
de la a-Amy en buffer Pi 50 mM, pH 7,00 y en cada una de las fases de los SBAs

seleccionados.
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Figura 3.44: Graficos de Stern-Volmer: Ifo/Ifvs. [Acrilamida] (M). A- Sistema PEG
2.000-fosfato de potasio/T.L. 3, control (), fase superior (A), fase inferior (V) y
ajuste al modelo de quenching de esfera de accidn (linea continua). B- Sistema PEG
8.000-fosfato de potasio/T.L. 1, control (e), fase superior (4), fase inferior (V) y
ajuste al modelo de quenching de esfera de accidn (linea continua). Temperatura 20°C.
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En todos los casos se produjo una desviacion positiva de la linealidad en las
graficas de Stern-Volmer y el ajuste no lineal de esta ecuacion, modificada para el
modelo de esfera de accion, arrojo los pardmetros que se indican en la tabla a

continuacion:

TABLA 3.13: Parametros de quenching de la a-Amy con acrilamida, segin el modelo
de esfera de accion

PEG 2.000-fosfato de potasio/ PEG 8.000-fosfato de potasio/

T.L.3 T.L.1
Ko v (cm°) r (A) Ko v (cm°) r (A)
Buffer 4,17 2,49.10% 8,41 4,17 2,49.10% 8,41
Fasesup. | 2,33 9,00.10 12,91 0,02 9,91.10% 13,33
Fase inf. 5,51 3,21.10°" 9,16 4,13 2,90.10% 8,84

Los valores de Kp disminuyeron en las fases superiores de ambos sistemas y
aumentaron (PEG 2.000) o se mantuvieron casi invariables (PEG 8.000) en las fases
inferiores, en comparacion con la enzima en buffer. En cuanto a los volumenes (o
radios) de la esfera de accion, estos fueron mayores en fase superior e inferior para
ambos sistemas.

La constante de quenching de Stern-Volmer, tal como se menciond en la seccion
4.1.4. de Introduccion, es el producto del tiempo de vida media del fluoroforo y la
constante de quenching bimolecular, siendo ésta Gltima dependiente (entre otras cosas)
del flujo difusivo del quencher y el fluoréforo y de la afinidad entre ellos. Por lo tanto,
la disminucion en los valores de Kp observados podria indicar menor difusion del
quencher hacia el fluoréforo cuando la proteina se encuentra en las fases superiores, lo
que conduce a una menor frecuencia de colision y por ende una menor ocurrencia del
guenching, o bien a una menor afinidad entre ellos.

Por otra parte, los mayores r obtenidos para la a-Amy en las fases indicarian que
existe una region de mayor volumen alrededor de los triptéfanos donde la probabilidad
de quenching es uno. Esto significa que una vez que el quencher alcanza dicha region
produce la extincion de la fluorescencia.

Cuando la a-Amy esta en contacto con la fase inferior se observé un efecto mas
leve en los valores de Kp pero aln asi los radios se vieron incrementados.

Se puede asumir que el PEG, el cual estad en mayor concentracién en la fase

superior, disminuye la accesibilidad o afinidad del quencher por la enzima,
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disminuyendo su capacidad de interaccionar con dominios proteicos, probablemente por

impedimentos estéricos.

3.3. Espectros de dicroismo circular de la alfa-amilasa con y sin PEG
La figura 3.45 muestra los espectros de DC de la a-Amy en cada una de las fases

de los SBAs seleccionados y en un control de la enzima en buffer Pi 50 mM, pH 7,00.
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Figura 3.45: Espectros de DC de la a-Amy en las fases de los SBAs seleccionados. A-
Sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3, control (—), fase superior (——) y fase
inferior (-----). B- Sistema PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1, control (—), fase
superior (——) y fase inferior (-----). Temperatura 20°C.



Se registraron dos minimos aproximadamente a 222 y 208 nm con intensidades
que sugieren la existencia de segmentos alfa-hélice y laminas beta combinados, al igual
que a pH 3,00 y 6,00 (Seccién 1 4.3.y5.2.1. Ry D).

En ninguno de los casos se produjo una modificacion sustancial del espectro de
la a-Amy en presencia de las fases. La diferencia mas notoria se observé en la fase
inferior del sistema PEG 2.000, con picos de menor intensidad respecto de los otros
medios, lo cual denota cierta pérdida de estructura secundaria en la enzima en estos

sistemas.

4. Actividad de la alfa-amilasa en las fases de los SBAs

En la tabla 3.14 se muestran los porcentajes de actividad de la a-Amy en cada
una de las fases superior e inferior de los SBAs, respecto de un control de la enzima en
buffer Pi 50 mM a pH 7,00:

TABLA 3.14: Porcentajes remanentes de actividad a-Amy en las fases de los SBAs

% Actividad % Actividad
Fase superior Fase inferior

PEG 2.000 | 3.350 | 6.000 | 8.000 | 2.000 | 3.350 | 6.000 8.000

T.L.1 | 6712 | 6564 | 67,58 | 54,27 | 57,39 | 58,21 | 54,58 | 55,20

TL.2 | 695 | 70,06 | 7245 | 68,47 | 82,18 | 61,52 | 61,09 | 56,04

T.L.3 | 7494 | 7385 | 76,68 | 7415 | 92,48 | 62,00 | 64,65 | 56,65

T.L.4 | 7760 | 7470 | 82,00 | 79,16 | 101,88 | 62,61 | 71,77 | 62,48

En la mayoria de los casos se produjo un efecto negativo de la presencia de las
fases sobre la actividad enzimatica, el cual no mostré correlacién alguna con el peso
molecular del PEG, pero si con la concentracién de los componentes en las fases,
recuperandose al concentrarse las mismas.

Ademas, en lineas generales, la actividad o.-Amy se vio algo mas afectada en las

fases inferiores respecto de las superiores.
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5. Calorimetria diferencial de barrido

5.1. Efecto del PEG en la desnaturalizacion térmica de la alfa-amilasa
En la figura 3.46 se muestran los termogramas obtenidos para la a-Amy sola y

en presencia de PEG 2.000 y 8.000, a pH 7,00 y en la tabla a continuacion (tabla 3.15)
los pardmetros del proceso de desnaturalizacion térmica:
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Figura 3.46: DSC de la a-Amy en ausencia de PEG (—) y en presencia de PEG 2.000
(—)y PEG 8.000 (). Medio buffer Pi 50 mM, pH 7,00.

TABLA 3.15: Parametros de la transicion nativo-desnaturalizado de la a-Amy en
presencia y ausencia de PEG, en medio buffer Pi 50 mM, pH 7,00

Tm (K) AH® 4 (cal/mol)
1" transicion | 2% transicion | 17 transicion | 2% transicion
a-Amy 33135+ 001 | 342.99+002 | 6.63.10°+ 100 | 2,26.10° + 100
“‘AZ’“S’(;';EG 331,05+ 001 | 344,17 +008 | 538.10° +200 | 3,32.10% + 100
“‘Ag“gégEG 330,99+ 003 | 3441+01 | 671.10°+400 | 1,04.10°+ 400

En todos los casos se obtuvieron dos transiciones correspondientes a dominios
estructurales independientes de la a-Amy, ambos con Tm caracteristicas y la primera
con un AH°¢ superior respecto de la segunda. Esto permite suponer la existencia de
intermediarios estables en el proceso de desnaturalizacién térmica de la enzima, tal

como se evidenciaron en otras condiciones estudiadas (Seccion 1 5.3.1. Ry D).



En ningun caso la presencia de PEG afect6 los valores de Tm para la primera
transicion, aumentando en aproximadamente 1K para la segunda, respecto de la enzima
sola.

En cuanto a las entalpias calorimétricas, la presencia de PEG afect6 de manera
mas significativa al segundo dominio, requiriéndose el suministro de menos calor
durante la desnaturalizacién. Esto sugiere que el PEG modificd la estructura del
segundo dominio, haciendo a la enzima mas sensible a la desnaturalizacion térmica. Es

decir, se parte de una estructura con menos interacciones.
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SECCION I11: Aplicacién a fuentes naturales

1. Cultivo en lote de Aspergillus oryzae

1.1. Optimizacidon de variables experimentales de cultivo

1.1.1. Composicion del medio

En la figura 3.47 se muestra la actividad alfa-amilasa (U/L) en los filtrados de
los cultivos cuyas composiciones corresponden a los medios 1 y 2 (tabla 2.5):
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Figura 3.47: Actividad alfa-amilasa (U/L) en los cultivos de Aspergillus oryzae en medios
minimos: MEDIO 1 (BASICO) y MEDIO 2 (OPTIMIZADO).

El medio 2 fue el que arroj6 mayor actividad enzimética y corresponde a una

composicion enriquecida en nutrientes respecto del medio 1.

1.1.2. Concentracion de almidon en el medio optimizado

La figura 3.48 muestra la actividad alfa-amilasa recuperada en los cultivos con la

composicion del medio optimizado (medio 2) pero con concentraciones crecientes de

almidon.
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Figura 3.48: Actividad alfa-amilasa (U/L) vs. concentracion de almidon (g/L) en los
cultivos de Aspergillus oryzae en el medio 2.

La concentracion optima de almidon en el medio minimo resulté ser 17 g/L.
Concentraciones mayores de este polisacarido indujeron pérdida sustancial en la
actividad alfa-amilasa, posiblemente debido a algin mecanismo de inhibicion en la

sintesis de esta enzima o regulacion de la actividad enzimatica por parte del
microorganismo.

1.1.3. Productividad en el medio minimo optimizado

En todo proceso, tanto a escala de laboratorio o industrial, el tiempo es una
variable importante a tener en cuenta para disefiar un modelo optimo de trabajo, siendo
la productividad (Pmax/tiempo) uno de los parametros mas importantes para caracterizar
el tiempo de obtencion de un producto deseado (Pmax: cantidad maxima del producto de
interés).

El perfil de productividad de alfa-amilasa (UL"dias™) en el tiempo (dias)

obtenido en los cultivos de Aspergillus oryzae se representa en la figura 3.49:
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Figura 3.49: Productividad (UL dias™) vs. tiempo (dias). Composicién del medio 2,
concentracion de almidon 17 g/L.

Se observaron dos estadios en el maximo de produccién de alfa-amilasa: en el
cuarto y el séptimo dia de incubacion. Se ha seleccionado el primero como punto final
de incubacién teniendo en cuenta, ademas de los beneficios practicos, que evitar el

envejecimiento del cultivo favorece la integridad de la enzima.

1.2. Empleo de fuentes alternativas de almidon en el medio minimo optimizado

Uno de los desafios en este trabajo de Tesis es el uso de desechos provenientes
de diversas actividades productivas como fuente o material de partida para la obtencién
de alfa-amilasa.

Debido a nuestra ubicacién geografica, resultan accesibles los productos
provenientes de la actividad agricola (una de las actividades méas explotadas en esta
zona). Es por esto que se propuso emplear como fuente de almidén los productos de
desecho recogidos en la cosecha del trigo.

En la figura 3.50 se muestra la actividad alfa-amilasa en los filtrados de los
cultivos de Aspergillus oryzae preparados en base a desechos del trigo y con las

composiciones de la tabla 2.6.

139



100

80 [

60

40

Actividad (U/L)

20

MEDIO A MEDIO SEMILLAS

Figura 3.50: Actividad alfa-amilasa (U/L) en los cultivos de Aspergillus oryzae,
composiciones de los medios Ay SEMILLAS.

Tanto el medio A como SEMILLAS arrojaron una actividad enzimatica
significativa, casi comparables con el medio constituido con almidon en el primero de
los casos. Esto demuestra la posibilidad de emplear fuentes alternativas de almidon para

la obtencion de alfa-amilasa a partir de cultivos sumergidos en lote de Aspergillus
oryzae.

1.3. Andlisis de pureza de la alfa-amilasa fungica por SDS-PAGE

En la figura 3.51 se muestra la SDS-PAGE realizada para los filtrados de los
diferentes medios de cultivo con almidon (GEL B) o fuentes alternativas de sustrato
(GEL A).
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Figura 3.51: SDS-PAGE de los cultivos de Aspergillus oryzae:
GEL A: 1- Liofilizado comercial de a-Amy 2- Marcadores de PM 3- Filtrado medio
semillas 5- Filtrado medio A 6- Marcadores de PM
GEL B: 1- Liofilizado comercial de a-Amy 2- Marcadores de PM 3- Filtrado medio 2

En todos los medios se detectd una banda principal de igual PM a la a-Amy
comercial (50 kDa), lo cual corrobora la presencia de alfa-amilasa en los filtrados, tanto
al emplear almidon o desechos del trigo como sustrato.

Por otro lado, dichos medios resultaron suficientemente libres de proteinas
contaminantes, detectdndose en todos los casos una banda tenue de mayor peso

molecular que acompafa a la principal (99 kDa).

1.4. Andlisis de la estabilidad catalitica de la alfa-amilasa fungica
Se llevo a cabo un analisis de la estabilidad catalitica de la alfa-amilasa fungica
al pH final de los cultivos (7,00) y a pH é&cido (3,00). Las medidas de actividad en el

tiempo para ambos casos se muestran en la figura 3.52:
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Figura 3.52: Estabilidad de la alfa-amilasa en el cultivo de Aspergillus oryzae (medio
semillas): Actividad (U/L) vs Tiempo. pH de incubacion: 3,00 (A) y 7,00 (B).
Temperatura 20°C.

Estas graficas nuevamente verifican la estabilidad de la alfa-amilasa a pH
neutro, donde la actividad fue suficientemente constante durante todo el periodo de
incubacion y mantuvo el 85 %, aproximadamente, de la actividad inicial a las 24 hs.

Por el contrario, una pérdida gradual de actividad enizmatica se detecté a pH
acido. Estos datos se ajustaron a una cinética de primer orden (figura 3.53) y de los

parametros de dicha regresion se obtuvo la constante cinética del proceso, k.
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Figura 3.53: Cinética de inactivacién de primer orden de la alfa-amilasa flngica: Log
actividad vs tiempo (min). pH 3,0. Temperatura 20°C.

El ajuste lineal de los datos experimentales arrojé una k igual a 4,4.10° + 2.10™
min?, algo menor que para la o-Amy comercial pero con el mismo patrén de

inactivacion (Seccion 1 5.1.2. Ry D).

2. Precipitacion con PAA de la alfa-amilasa de distintas fuentes naturales

2.1. Precipitacion con PAA de la alfa-amilasa pancreatica bovina

Siguiendo el mismo procedimiento que para la a-Amy comercial, se procedio a
precipitar la alfa-amilasa del HPB con PAA 240.000.

A continuacion se muestra la tabla de purificacion (tabla 3.16) que describe

dicho proceso:
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TABLA 3.16: Tabla de purificacion de la alfa-amilasa pancreatica bovina en la
precipitacion con PAA 240.000: actividad, concentracion de proteinas totales y
actividad especifica en cada fraccion. Factor de purificacion y rendimiento porcentual

del proceso
CONTROL PP SN
Actividad (U/L) 119,8+0,3 105,7 £ 0,1 2,34 + 0,04
[PT] (mg/L) 520+ 4 310+ 3 153+ 2
Act. esp. (U/mg) 0,23 0,34 0,015
FP 1 1,48 0,077
R (%) 100 88,20 1,95

La actividad registrada en el PP super6 ampliamente la del SN. Esto indica que
en principio la metodologia disefiada para la a-Amy comercial seria también aplicable a
la enzima pancreética, con una marcada tendencia de la misma a precipitar.

Por otro lado, un FP de ~1,50 demuestra que esta metodologia no es eficiente
para purificar la alfa-amilasa a partir del HPB. En este caso la precipitacién no fue
especifica para la enzima de interés, precipitando conjuntamente otras proteinas
pancreaticas que posiblemente presenten caracteristicas similares o que tengan un
mismo estado de carga que la alfa-amilasa al pH de trabajo, por ejemplo, tripsina (Braia
y col., 2.008)).

EIR %, en cambio, fue elevado. Esto demuestra el potencial de esta metodologia

para recuperar y concentrar alfa-amilasa a partir del HPB.

2.2. Precipitacion con PAA de la alfa-amilasa fungica (Aspergillus oryzae)

Para llevar a cabo esta metodologia se seleccionaron los filtrados de los medios
2 (sustrato: almidon) y A (sustrato: muestra A), ya que este ultimo fue el que arrojo
mayor produccion de alfa-amilasa al emplear fuentes alternativas de almidon.

A continuacion, la tabla de purificacion correspondiente al proceso de

precipitacion:



TABLA 3.17: Tabla de purificacion de la alfa-amilasa fungica en la precipitacion con
PAA 240.000 y 100.000: actividad, concentracién de proteinas totales y actividad

especifica en los precipitados redisueltos y controles. Factor de purificacion y

rendimiento porcentual del proceso

Vol. Act.
Medio | PAA EZ 'g'/A‘F]) (C‘/:E) r[nF;I/-I]_ esp. FP R %
(L) (U/mg)
PP PAA 240.000
A 20 2,50 34,2+0,2 753+ 3 0,05 2,07 70,83
2 30 2,50 455+0,1 710+ 10 0,06 3,22 84,26
PP PAA 100.000
A 10 3,50 353+0,2 790+ 14 0,05 2.03 73,01
50 0,35 | 33,99+0,09 | 70040 0,05 2,46 62,94
2 10 3,50 | 36,72+0,07 | 880+3 0,04 2,10 68,00
30 3,50 | 34,19+0,07 | 690+20 0,05 2,51 63,31
CONTROLES
A 483+0,3 |2200+£55| 0,02 1 100
2 54 +6 2.690+20| 0,02 1 100

Se alcanzaron rendimientos entre aproximadamente 60 - 85%, con factores de
purificacion entre 2 y 3. Es decir, poca pérdida enzimatica, lo cual es deseable para un

proceso extractivo inicial de concentracion, y una purificacion que es coherente con los

bajos niveles de contaminantes que se hallaron en la muestra de partida.

En el ultimo caso (precipitacién con PAA 100.000, medio 2) se han mostrado
varios resultados que evidencian la posibilidad de obtener una mejor purificacion a
expensas del rendimiento total del proceso y viceversa. La eleccion de un sistema u otro

dependera de los intereses de acuerdo a la utilidad ulterior del producto final.

3. Reparto en SBAs de la alfa-amilasa de distintas fuentes naturales

3.1. Reparto en SBAs de la alfa-amilasa pancreatica bovina

Se procedié al reparto del HPB en los SBAs seleccionados con anterioridad,

obteniéndose los coeficientes Ke y Kp que se detallan en la siguiente tabla:
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TABLA 3.18: Coeficientes de reparto de actividad enzimatica y proteinas
totales en el HPB

| Ke | Kp
PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3
R1 79+3 2,601
R3 126 £5 1,62 +0,07
PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1
R1 11,3+0,6 0,73+0,02
R0,33 18+ 1 1,28 + 0,02

El reparto de la alfa-amilasa en el HPB sigui6 la misma tendencia que la a-Amy
comercial en el sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3, con Ke mayores a la
unidad que indican que la alfa-amilasa se concentra en la fase rica en PEG.

En cambio, en el sistema PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 la tendencia se
invirtio, dado que los coeficientes Ke fueron (aunque no en gran medida) mayores a la
unidad, indicando que la alfa-amilasa pancreatica se concentra en la fase polimérica,
contrario a la enzima comercial que se repartia mayoritariamente hacia la fase salina
(Seccion 11 1.1. Ry D).

Por otro lado, los valores de Kp describen el reparto de todas las proteinas
presentes entre las fases del sistema, incluyendo tanto la alfa-amilasa como aquellas que
representan impurezas. En este caso todos fueron cercanos a la unidad, lo cual sugiere
que el total de proteinas del HPB no sigue una tendencia definida hacia una de las fases
sino que se reparte de manera equitativa entre la superior e inferior.

La tabla 3.19 presenta los valores de actividad especifica, FP y R% logrados en

cada caso:
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TABLA 3.19: Tabla de purificacion de la alfa-amilasa pancreatica bovina. Actividad
especifica, factor de purificacion y rendimiento

147

| Act.esp. (Umg) | FP \ R %
Sistema PEG 2.000—fosfato de potasio/T.L. 3/R 1

Fase superior 0,20 1,41 58,90

Fase inferior 0,001 0,008 0,12
Sistema PEG 2.000—fosfato de potasio/T.L. 3/R 3

Fase superior 0,19 1,38 78,25

Fase inferior 0,001 0,007 0,09
Sistema PEG 8.000—fosfato de potasio/T.L. 1/R 1

Fase superior 0,12 0,85 26,55

Fase inferior 0,006 0,04 1,87

Sistema PEG 8.000—fosfato de potasio/T.L. 1/R0,33
Fase superior 0,08 0,60 12,69
Fase inferior 0,005 0,03 1,70
CONTROL DE HPB
HPB y 0,14 | 1 \ 100

Los sistemas PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 no han alcanzado las
expectativas previstas para el aislamiento de la alfa-amilasa a partir del HPB. En estos
sistemas, el reparto de la enzima pancreatica no resulto eficiente como el de la enzima
comercial reflejando un comportamiento diferente, ya que invirtieron la tendencia a
concentrarse en la fase inferior y no fue posible separarla de las proteinas contaminantes
(FP < 1).

En los sistemas PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3, en cambio, se logro
concentrar la alfa-amilasa en la fase superior con un rendimiento suficientemente alto

para ambas relaciones de volumenes, aunque la purificacién no resulté éptima.

3.2. Reparto en SBAs de la alfa-amilasa de origen fungico (Aspergillus oryzae)

Nuevamente se seleccionaron los filtrados de los medios 2 (sustrato: almidon) y
A (sustrato: muestra A) para el reparto en los SBAs seleccionados previamente.

Los valores de Ke y Kp obtenidos en los repartos se detallan en la tabla 3.20,
junto con los voliumenes de fases registrados luego de alcanzado el equilibrio de
particion y su consiguiente R. A continuacion, la tabla de purificacion correspondiente
(tabla 3.21):



TABLA 3.20: Volumenes de fases, relacion de volimenes (R), coeficientes de reparto
de actividad enzimética y de proteinas totales obtenidos en el reparto de la enzima
fungica

Volumen Volumen

Fase sup.(mL) | Fase inf. (mL) R Ke Kp

PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 - MEDIO 2

3,75 | 4,75 y 0,79 \ 175+6 | 3,02+0,09
PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3- MEDIO A

4,00 | 4,50 y 0,89 \ 230 + 10 | 4,62+0,08
PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 - MEDIO 2

3,50 | 5,25 ] 0,67 | 1,00.10°+3.10" | 1,23 +0,04
PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 - MEDIO A

4,00 \ 5,00 y 0,80 | 5,00.10°+3.10" | 1,34+0,04

TABLA 3.21: Tabla de purificacion para el reparto de la enzima fungica. Actividad
especifica, factor de purificacion y rendimiento

| Act. esp. (U/mg) | FP \ R (%)
Sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 - MEDIO 2
Fase superior 1,11.107 1,14 78,82
Fase inferior 2,56.107 0,003 0,08
Sistema PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 - MEDIO A
Fase superior 2,38.10” 1,36 98,99
Fase inferior 3,19.107 0,002 0,04
Sistema PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 - MEDIO 2
Fase superior 8,85.10° 0,009 0,40
Fase inferior 6,83.10° 0,71 37,94
Sistema PEG 8.000-fosfato de potasio/T.L. 1 - MEDIO A
Fase superior 8,76.10" 0,05 2,27
Fase inferior 9,36.10° 0,53 22,66
CONTROLES
Medio 2 9,68.10° 1,00 100
Medio A 1,75.10° 1,00 100

En este caso la alfa-amilasa sigui6 la misma tendencia general de reparto que la
enzima comercial (Seccién Il 1.1. R y D): en los sistemas PEG 2.000 se concentrd
preferencialmente en la fase polimérica (Ke > 1) y en los sistemas PEG 8.000 en la fase
salina (Ke < 1). Cabe destacar en este punto que tanto la enzima empleada en este caso
como la comercial provienen de un origen en comun: un cultivo del hongo filamentoso
Aspergillus oryzae.

En los sistemas formados con PEG 8.000 los coeficientes Kp resultaron cercanos

a la unidad, con lo que se deduce un reparto bastante equitativo para la totalidad de
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proteinas entre ambas fases. En los sistemas con PEG 2.000, en cambio, fueron algo
mayor, lo que sugiere cierto desplazamiento hacia la fase superior para el reparto de las
proteinas totales.

La tabla de purificacion 3.21 muestra que los sistemas PEG 8.000 no resultaron
eficaces tanto en la purificacion (con valores de FP menores a uno) como en el
rendimiento (en ninguno de los casos super6 el 40%). En cambio, los sistemas PEG
2.000 arrojaron rendimientos suficientemente elevados y factores de purificacion bajos.

Cabe destacar que los filtrados de los cultivos fungicos son muestras muy
limpias, como evidencian las electroforesis (figura 3.51) y con menor contenido en
contaminantes que el HPB, con lo cual no son esperables FP elevados; es decir un valor

de aproximadamente de 1,4 (como se obtuvo en el medio A) puede resultar aceptable.
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CAPITULO 4: Conclusiones

En la actualidad, el desarrollo de tecnologias compatibles con la proteccion del
medio ambiente demanda una mayor produccion de catalizadores biolégicos para ser
empleados en numerosos procesos a nivel industrial. Las enzimas juegan un rol
fundamental en la determinacion de la eficiencia y rapidez de las reacciones donde
participan. Ademas, por ser biodegradables, su empleo tiene un menor impacto sobre el
medio ambiente. Esto ha impulsado la busqueda y el desarrollo de nuevas técnicas para
la obtencion de estas macromoléculas a gran escala.

En el presente trabajo se desarrollaron dos metodologias de concentracion y
purificacion de la enzima alfa-amilasa: por formacion de complejos insolubles con
poliacrilatos de sodio y por reparto en sistemas bifasicos acuosos PEG-fosfato de
potasio. Ambas emplean polimeros de cadena flexible, la primera con carga eléctrica
neta o polielectrolitos y la segunda sin carga. Estas metodologias seran adecuadas si la
enzima conserva su actividad catalitica y es estable en el medio y bajo las condiciones a
las cuales es sometida. En principio, estas técnicas se estudiaron empleando una enzima
comercial de origen fungico, para luego aplicarlas sobre extractos naturales donde la
enzima se encuentra impura y/o en bajas concentraciones.

Una de las fuentes enzimaticas empleada fue un homogeneizado de pancreas
bovino, el cual también es fuente de otras enzimas digestivas, ademas de alfa-amilasa.
El mismo se trata de un extracto de composicién compleja, donde la enzima esta en
presencia de gran cantidad de impurezas y contaminantes. Ademas, se empled un
cultivo en lote de Aspergillus oryzae, productor natural de alfa-amilasa extracelular,
promoviéndose la produccidn de alfa-amilasa bajo condiciones especificas del medio y
sustratos, empleando, ademas, residuos agricolas como fuente de polisacaridos para tal
fin.

Como punto de partida, se evalu6 la composicién (por SDS-PAGE) de la enzima
fungica comercial. Los resultados indicaron que la muestra posee un elevado grado de
pureza en la a-Amy, lo cual la hace adecuada para los ensayos ulteriores.

En primer lugar nos focalizamos en la metodologia de precipitacion con PEs. En
particular, estos polimeros cargados poseen grupos laterales ionizables y un esqueleto
hidrocarbonado. La hidrofobicidad de éste induce una atraccion entre los monomeros la
cual compite con las fuerzas coulémbicas de repulsion electrostatica entre cargas del

mismo signo. Los complejos resultantes de la interaccion entre PEs y proteinas (que
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también combinan porciones hidrofébicas con grupos cargados) exhiben una conducta
compleja que podria provocar la separacion de fases, cambios conformacionales,
estabilizacion o desestabilizacion de la estructura terciaria de la proteina y, en algunos
casos, su agregacion. A pesar de las consideraciones tedricas para comprender los
mecanismos moleculares que condicionan la formacion y la conducta de estos
complejos en solucion, muchas cuestiones quedan sin respuesta. Esto le confiere a estos
sistemas un analisis con un caracter fuertemente empirico y basado en resultados
experimentales.

Para abordar el estudio de los complejos a-Amy/PAA, en primer lugar se
evaluaron las condiciones bajo las cuales estos precipitan y se redisuelven y la
influencia de variables experimentales sobre los diagramas de fase de los mismos. Se
ensayaron tres PAA de diferentes pesos moleculares: 5.000, 100.000 y 240.000 Da.

Las curvas de titulacion turbidimétricas permitieron evaluar la capacidad
precipitante de estos polimeros y obtener la estequiometria de cada uno de los
complejos. Independientemente del PM del PAA, s6lo a pH 3,00 se observo la
formacidn de complejos insolubles. Esto estaria relacionado con el estado de carga de la
proteina a dicho pH: dado que presenta un punto isoeléctrico de aproximadamente 4,20,
la enzima presentaria exceso de carga positiva e interaccionaria con el PAA el cual es
fuertemente aniénico. Excepto para el PAA 5.000 (donde se observé un mecanismo de
saturacion hiperbolico) las curvas con PAA 100.000 y 240.000 alcanzaron saturacion a
través de un comportamiento sigmoideo. Esto significa que es necesario que se alcance
una relacion molar critica para luego favorecer la interaccion entre particulas de
complejo soluble y formarse agregados macroscopicos de mayor tamafio. Por otro lado,
a medida que disminuye el PM del PAA se observé una menor turbidez en las curvas, lo
cual estaria indicando un menor tamafio 0 nimero de complejos formados. En este
sentido, se descarté al PAA de menor PM (5.000) como posible precipitante de la a-
Amy, dado la baja turbidez alcanzada y porque la estequiometria del complejo resulto
inversa a la esperada para un agente precipitante: varios moles de PAA por mol de a-
Amy (6:1).

El PAA 240.000, en cambio, dio lugar a complejos con mayor nimero de moles
de enzima unidos por mol de polimero, tanto por técnicas turbidimétricas (1:154) como
calorimétricas (1:476), respecto al PAA 100.000 (1:52) por turbidez y 1:137 por

calorimetria). Al calcular la estequiometria por mol de mondmero de acrilato se observé
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que las diferencias no son muy significativas entre los PAA de diferentes pesos
moleculares: segun las titulaciones turbidimétricas 0,046 o bien 0,037 n a-Amy/n
mondmero, para PAA 240.000 y 100.000, respectivamente. Segun ITC 0,1408 o0 0,097 n
a-Amy/n mondémero, para PAA 240.000 y 100.000, respectivamente. Estos resultados
indicarian que el mayor poder precipitante del PAA 240.000 esta relacionado con el
mayor numero de subunidades monoméricas. Cabe destacar que las diferencias
encontradas en las “e” por turbidez e ITC tienen que ver con la diferente naturaleza de
estas técnicas, presentando la Gltima mayor sensibilidad, dado que mide directamente el
calor a presion constante absorbido o liberado durante la interaccion.

Los diagramas de fase permitieron determinar el rango de pH en el cual estos
complejos son solubles o insolubles, verificandose, en todos los casos, la independencia
de este rango con la concentracion de polimero. Los complejos fueron insolubles a pHs
acidos y alcanzaron un maximo de turbidez nuevamente alrededor de 3,00. Por encima
de 4,00 (PAA 240.000) o 5,50 (PAA 100.000) los complejos se redisolvieron por
completo. Esta informacion nos permitio seleccionar los pHs optimos de precipitacion
(3,00) y redisolucion (6,00) de los complejos, a tener en cuenta para las experiencias
subsiguientes.

La formacion de complejos donde los componentes poseen cargas opuestas
presentan una alta interaccion couldmbica, la cual es muy sensible a la presencia de
iones en el medio. Esto hace que sea predecible la disociacion completa de los
complejos al aumentar la fuerza ionica del medio. Sin embargo, para estos sistemas una
fuerza ionica elevada no fue suficiente para disociarlos, modificando sensiblemente el
mecanismo de formacion de los mismos y advirtiendo una interaccion de naturaleza
mixta (con caracteristicas electrostaticas pero con aporte hidrofobico).

Una herramienta muy Util para evaluar esta interaccion es ITC, la cual permite
identificar la naturaleza exotérmica o endotérmica de la misma. Estas titulaciones
evidenciaron que la reaccion de binding entre la enzima y el PAA se ajusta a un modelo
de sitios independientes y equivalentes y que la interaccion es exotérmica, con
liberacién de calor durante la reaccion. Si bien los AH® fueron negativos, los valores
positivos de AS° sugieren que la interaccion es de naturaleza mixta. Aparentemente, el
efecto de desestructuracion del agua durante el proceso de formacion de los complejos
es mas importante que el ordenamiento provocado por el propio binding. Todo esto

indica que este proceso esta conducido tanto entalpica como entropicamente. Por otro
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lado, las constantes de afinidad del equilibrio de union mostraron mayor afinidad de la
enzima por el PAA de mayor PM.

Los resultados de ITC obtenidos a elevada fuerza i6nica nuevamente
demostraron que la misma no es suficiente para la redisolucion completa de los
complejos insolubles. Las ITC con ambos PAA en NaCl 1 M mostraron que, si bien
tanto la relacion molar, afinidad y AH® se ven afectados por la fuerza idnica, en
ningunos de los casos la formacién de los complejos se inhibié por completo,
permitiendo afirmar una interaccion de naturaleza mixta con contribucion tanto
electrostéatica como hidrofébica.

Por otra parte, los ensayos cinéticos mostraron que la formacién de estos
complejos es rapida, requiriéndose pocos segundos para alcanzar una turbidez méaxima.

Con el fin de analizar el efecto de la interaccion con PAA sobre la estructura de
la a-Amy, se llevo a cabo un estudio espectroscopico de absorcion UV-Vis, emision de
fluorescencia y dicroismo circular de la enzima en ausencia y presencia de distintas
cantidades de estos polielectrolitos.

Los espectros de absorcion UV-Vis arrojaron pequefios cambios en cuanto a la
intensidad y la longitud de onda del maximo de absorcién, respecto de la enzima sola.
Por un lado, la presencia de PAA disminuyé el maximo de absorcion (efecto
hipocrémico) y lo desplazd hacia mayores A (efecto batocromico). Esto podria
vincularse con modificaciones en la polaridad del entorno de los cromdforos proteicos,
posiblemente por reestructuraciones inducidas por los polielectrolitos. No obstante, en
ninguno de los casos se pueden inferir cambios estructurales sustanciales de la a-Amy a
nivel de su conformacion tridimensional.

Los espectros de emision de F exhibieron If menores al aumentar la
concentracion de PAA, sin corrimientos significativos en el Amsx en el caso del PAA
240.000 y un leve desplazamiento hacia el rojo del espectro para PAA 100.000. Estos
corrimientos hacia mayores A se relacionan con un entorno mas polar de los fluor6foros
intrinsecos proteicos, posiblemente por reordenamientos estructurales que originan una
sobreexposicién de los mismos al solvente. Esto significa que la estructura
tridimensional de la enzima en el microentorno de los triptéfanos no se halla afectada de
manera significativa para el caso del PAA 240.000 y presenta leves sobreexposiciones
al solvente en el caso del PAA de menor PM. Por otro lado, la disminucion en las 1fmax

se relacion6 con efectos de quenching del PAA sobre los fluor6foros intrinsecos de la
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o-Amy. Las gréficas lineales de Stern Volmer indicaron la existencia de una Unica
poblacién de triptéfanos, todos con igual exposicion al solvente. Ademas, en todos los
casos se obtuvieron Amsx que se correlacionan con residuos de Trp internos de la
proteina.

Los espectros de DC sugirieron la existencia de estructuras secundarias alfa-
hélice y laminas beta combinadas a lo largo de la cadena polipeptidica de la enzima,
cuyo contenido se ve reducido ante la presencia de PAA debido a la menor intensidad
de los picos. De todas formas, en ninguno de los casos los espectros se vieron
distorsionados de manera muy importante, con lo cual podriamos suponer cambios
menores en la estructura secundaria de la proteina.

En lo que se refiere a la estabilidad catalitica de la a-Amy, la misma mostro ser
estable a pH 6,00 (tanto en presencia como en ausencia de PAA). A su vez, la actividad
con PAA 240.000 fue, en todos los tiempos medidos, mayor que la actividad de la
enzima sola, lo cual podria relacionarse con cambios estructurales de la enzima en las
proximidades del sitio activo que producen exaltacion de su actividad biologica. Para
PAA 100.000, en cambio, las variaciones en la actividad enziméatica fueron menos
significativas.

Esto ultimo, junto con los resultados de fluorescencia anteriormente descritos,
sugieren que el PAA 240.000 y 100.000 inducen cambios estructurales en la enzima que
conciernen a distintas zonas de la misma. EI PAA de mayor peso molecular afecta
principalmente regiones proximas al sitio activo, mientras que el PAA de menor peso
molecular las areas mas proximas a los triptéfanos de la proteina.

Al analizar la estabilidad de la enzima a pHs acidos se observo que la misma se
inactiva a pH 3,00 mediante un proceso que tiene una cinética de primer orden. Ambos
PAA mostraron un claro efecto protector a pH éacido, mas pronunciado para el
polielectrolito de mayor peso molecular, atenuando la caida exponencial de actividad
catalitica. Esto fue verificado por los valores de las constantes de velocidad obtenidas
para dicho proceso de inactivacion, las cuales fueron menores en presencia de los
polielectrolitos.

La estabilidad a pH neutro, inestabilidad a pH &cido y el efecto estabilizante del
PAA sobre la o-Amy recién mencionados, ensayados por medidas de actividad
catalitica, también fueron verificados a través de espectroscopia de DC. En este sentido,

los espectros de DC de la enzima incubada en buffer a pH 6,00 no se vieron alterados,
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mientras que a pH 3,00 se observo un proceso gradual de desnaturalizacion, el cual
nuevamente fue atenuado ante la presencia de los polielectrolitos. Mé&s aun, el PAA de
mayor peso molecular demostré tener mayor efecto estabilizador. Esto nos permitio
relacionar la pérdida de actividad catalitica a pH 3,00 con la desestructuracion a nivel
secundario de la enzima y vincular el efecto de estabilizacién del PAA con dicho nivel
de estructuracion.

Al evaluarse la estabilidad térmica de la a-Amy por DSC se observé que a pH
6,00 la enzima se desnaturaliza a través de un proceso que involucra dos transiciones,
posiblemente debido a dos dominios de desnaturalizacion, sugiriendo la existencia de
intermediarios estables. A pH 3,00, en cambio, los termogramas mostraron un efecto
térmico muy diferente, casi sin distinguirse las transiciones recién mencionadas. Esto
sugiere que la enzima en un medio de elevada acidez parte desde un estado parcial o
casi totalmente desnaturalizado, invalidando el analisis de los parametros de
desnaturalizacion térmica a pHs acidos.

La presencia de PAA en los termogramas de DSC no alterd el patron de
desnaturalizacion térmica de la enzima, observandose dos transiciones al igual que para
la a-Amy sola. Ademas, estos polielectrolitos redujeron en solo 2K, aproximadamente,
la Tm de la primera transicion, no afectando a la segunda. Los AH°; de ambas
transiciones, en cambio, aumentaron ante la presencia de los polielectrolitos, reflejando
una estructura mas compacta de la a-Amy o mayor ndmero de interacciones ante la
presencia de los PAA.

Al analizar la reversibilidad de este proceso de desnaturalizacion térmica, se
observé que la segunda transicion es reversible en un porcentaje elevado, mientras que
la primera transicion tiene un fuerte caracter irreversible. Esto indica que durante la
desnaturalizacion inducida por T estan involucrados procesos irreversibles. Esto mismo
se verificd por las variaciones observadas en Tm con la velocidad de calentamiento, las
cuales fueron mucho mas significativas para la primera transicién que para la segunda.
Todo esto sugiere que el proceso global es parcialmente reversible y esta controlado
cinéticamente, no admitiendo un analisis termodinamico. El ajuste de la primera
transicion al modelo de desnaturalizacion de dos estados irreversibles se logré a
velocidades de barrido elevadas, donde los procesos reversibles se ven disminuidos,

permitiendo obtener la energia de activacion y la T* asociadas al proceso. Estos
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parametros no se modificaron ante la presencia de PAA, es decir, los polielectrolitos no
alteran la cinética de las transiciones.

Por otro lado, al analizar el efecto de la concentracion de o-Amy en las
transiciones mencionadas, se observo que las Tm no variaron de manera relevante. Esto
da lugar a suponer que los procesos irreversibles involucrados no estan asociados con
cambios en el estado de oligomerizacion de la enzima, o bien el proceso de
desnaturalizacion térmica va acompafiado de disociacion seguida de agregacion y
precipitacion, procesos que compensan Tm dado que derivan en cambios opuestos en su
valor.

Una vez conocidas las condiciones de precipitacion y redisolucion de los
complejos a-Amy/PAA, los factores influyentes en la formacion de los mismos, el
estado estructural, funcionalidad y estabilidad de la enzima al interaccionar con los
polielectrolitos, se procedio a disefiar un modelo de precipitacion de a-Amy con PAA,
el cual consistid en los siguientes pasos:

1. Adicion de PAA sobre una solucion de a-Amy en buffer Pi 50 mM, pH 3,00,

hasta alcanzar relaciones molares superiores a la “e”.

2. Incubacion a 8°C durante 30 min.

3 Centrifugacion 5 min a 1.373xg.

4. Separacion de precipitado y sobrenadante.

5 Redisolucién del precipitado en buffer Pi 50mM, pH 6,00.

6 Determinacion de proteinas y actividad alfa-amilasa en el PP y SN.

Cabe destacar que se han seleccionado las relaciones molares de precipitacion
que arrojaron los resultados mas satisfactorios en cuanto a porcentaje de enzima
recuperada. Por otro lado, la incubacion en frio resulté favorable para estos sistemas
dada la naturaleza exotérmica de la interaccion, ademas de favorecer la precipitacion de
los complejos. Por ultimo, la redisolucion en ausencia de sal agregada se fundamenta en
la poca efectividad del NaCl para perturbar la interaccion y redisolver los complejos
insolubles, verificado tanto por ITC como a través de las curvas de titulacién
turbidimétricas.

Los resultados indicaron una fuerte tendencia de la a-Amy a precipitar, con un
rendimiento del 73,79 % y 64,26 % para PAA 240.000 y 100.000, respectivamente.

Esto indica que ambos polielectrolitos son potenciales precipitantes de esta enzima vy
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podrian emplearse para la concentracion y purificacion de a-Amy a partir de extractos
naturales.

Dado que la enzima es sometida a pHs acidos durante este disefio experimental,
se decidio seguir la cinética de inactivacion a pH 3,00 de los complejos a-Amy/PAA en
la forma precipitada, es decir, luego de aplicar la metodologia de precipitacién hasta el
item 4. Los resultados nuevamente se ajustaron a una cinética de inactivacion de primer
orden, con contantes de velocidad de inactivacion menores que para el caso de la
enzima sola a pH 3,00, lo cual indica que la enzima es mas estable en la forma
precipitada con PAA que en ausencia de los polielectrolitos o en presencia de los PEs
pero sin precipitar. Por otro lado, el PAA 240.000 nuevamente arrojé menores
constantes de inactivacion, es decir, estabiliza ain méas a la enzima respecto del PAA
100.000. Estos resultados se deben tener en cuenta a la hora de resuspender los
precipitados, dado que minimizar ese tiempo mejora los rendimientos totales del
proceso.

Por ultimo se analiz6 el estado funcional de la enzima en el precipitado
redisuelto, luego de ser sometida a la metodologia disefiada. Esto se llevo a cabo a
través de mediciones de actividad catalitica a distintos periodos de incubacion luego de
la redisolucion de los complejos y permitio observar que la actividad enzimatica se va
recuperando en el tiempo.

Hasta este momento podemos concluir que esta metodologia bioseparativa por
formacién de complejos insolubles a-Amy/PAA ha arrojado resultados promisorios en
cuanto a la estabilidad y rendimiento de la enzima, usando como punto de partida una
muestra que posee la proteina casi pura (enzima comercial).

En la siguiente etapa del proyecto se emple6 una metodologia, que también
involucra el uso de PCF, para lograr concentrar y purificar alfa-amilasa a través de
SBAs formados por PEG-fosfato de potasio. Estos sistemas son el resultado de mezclar
el polimero y la sal por encima de cierta composicion critica, dando lugar a dos fases
inmiscibles. La separacién de dos o mas solutos a través de esta metodologia dependera
de sus diferencias en el comportamiento de reparto entre ambas fases: cuanto mas
difieran mejor resultard la separacion. Existen esencialmente dos posibilidades para
mejorarla: (a) modificando las propiedades de las fases; y (b) modificando las
propiedades de los solutos a separar. De todas formas, existe un elevado caracter

empirico en el desarrollo de los procedimientos de extraccion utilizando SBAS, por lo
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tanto el disefio de un método eficiente para la obtencién de un soluto en particular
dependerd de nuestra capacidad para manipular el comportamiento de reparto del
analito de interés y de aquellos otros que representen impurezas.

El primer objetivo en esta etapa del trabajo fue evaluar la influencia del PM del
PEG, temperatura y composicion de las fases sobre el proceso de reparto de la a-Amy.

Los coeficientes de reparto de actividad enzimatica, Ke, mostraron la siguiente
tendencia general: en los sistemas formados con PEG 2.000 la enzima se concentra
mayoritariamente en la fase rica en PEG (fase superior), mientras que para los otros PM
en la fase salina (fase inferior). Ademas, este comportamiento se repitié para las dos T
ensayadas.

El comportamiento de reparto de un soluto en SBAs podria estar gobernado por
procesos de interaccion entre el soluto y el polimero o bien por efectos del volumen
excluido por este Gltimo. Ambos darian lugar a comportamientos opuestos: mientras
que el primero favorece la concentracion del soluto en la fase polimérica, el segundo
impulsa su expulsion hacia la fase salina por impedimentos estéricos. Al aumentar el
PM molecular del PEG en los sistemas ensayados se observo que los valores de Ke
disminuyeron (principalmente entre PEG 2.000 y 3.350). Esto permite suponer que el
efecto del volumen excluido seria un factor determinante en el reparto de la a-Amy a
medida que la masa molecular del PEG se incrementa y por lo tanto la enzima dispone
de menos solvente para estabilizarse en la fase superior. Para el PEG 2.000, en cambio,
la enzima se estabilizaria en la fase polimérica por efectos de interaccion que
predominarian sobre la exclusion provocada por el PEG.

Las funciones termodinamicas del reparto indicaron que este es un proceso
exotérmico (AH° negativos) que cursa con ordenamiento del sistema (AS° negativos),
en la mayoria de los casos ensayados, lo cual sugiere que el proceso en general esta
conducido entalpicamente. Esto podria deberse a interacciones electrostaticas
especificas entre el PEG y la a-Amy 0 a un ordenamiento de las moléculas de agua con
formacidn de enlaces. Sin embargo, los ensayos de ITC entre la enzima y el PEG 2.000
indicaron que esta interaccion es predominantemente endotérmica con caracteristicas
hidrofobicas, lo cual sugiere que la segunda de las opciones seria la mas factible para
estos sistemas. Ademas, se obtuvo un patron lineal de compensacion entropico-
entélpico, lo cual evidencia la importante participacion del solvente en el mecanismo de

transferencia de la enzima. Por otro lado, al aumentar el PM del PEG tanto el aporte
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entalpico como entrépico tendieron a disminuir, llegando a invertir su signo en algunos
casos. Esto podria deberse a que el estado de ordenamiento de los sistemas de PEG de
diferentes masas molares es diferente y la transferencia de la enzima desde la fase
inferior a la superior se produce con menor ordenamiento.

Al evaluar la eficiencia del reparto a través de los Y % se obtuvieron resultados
muy satisfactorios para muchos de los sistemas ensayados. Algunos de ellos fueron
seleccionados para continuar con los estudios de optimizaciébn de variables
experimentales: PEG 2.000-fosfato de potasio/T.L. 3 y PEG 8.000-fosfato de
potasio/T.L. 1. A pesar que otros sistemas también dieron rendimientos porcentuales en
el orden del 98 - 99 %, estos dos se eligieron, ademas, por ser PM y T.L. extremos,
donde se observaron comportamientos de reparto opuestos.

Para optimizar el reparto de la a-Amy se realizaron ensayos complementarios
modificando otros factores que pueden afectarlo: agregado de una sal inerte (NaCl) y
variacion en la relacion de volimenes (R) entre las fases.

El incremento en la concentracion salina no resulté favorable en ninguno de los
sistemas. Esto podria deberse al desorden que produce las sales en las moléculas de
agua estructurada que se hayan alrededor de las regiones hidrofobicas del PEG y de la
enzima, afectando el aporte entrépico del reparto, que en si ya era desfavorable.

Al variar R se observo que a menor volumen de la fase polimérica, es decir, al
disminuir la relacion de volimenes entre las fases, los rendimientos porcentuales
mejoran en la fase inferior. Esto significa que se favorece la transferencia de la enzima
desde la fase superior a la inferior, lo cual podria deberse a efectos del volumen
excluido por el PEG. Esto favorece al reparto de la enzima en los sistemas con PEG
8.000, pero resulta inconveniente para los SBAs con PEG 2.000.

Al analizar la naturaleza de la interaccion entre a-Amy y PEG 2.000 por ITC se
observd, tal como se menciond anteriormente, que la interaccion es endotérmica y se
ajusta a un modelo de fijacion de sitios independientes y equivalentes, con un valor de n
de 1,68 + 0,02. La magnitud del AH° como también el valor de k se relacionan con una
interaccion débil. E1 AS° también fue positivo, es decir que la reaccion de fijacion
transcurre con un aumento en el desorden del sistema, lo cual implica que el desorden
generado en las moléculas de agua predomina sobre el ordenamiento que genera la
fijacion. Todo esto sugiere que la interaccion o-Amy/PEG 2.000 es de naturaleza

principalmente hidrofobica.
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El andlisis estructural de la a-Amy en las fases se llevd a cabo a través de
espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular.

Los espectros de emision de F nativa de la enzima resultaron més afectados ante
la presencia de las fases inferiores en comparacion con las superiores, evidenciado por
una mayor disminucion en la Ifns Y un mayor corrimiento del maximo hacia longitudes
de onda superiores, respecto de la enzima en buffer. Estos resultados indican leves
cambios estructurales de la proteina (al menos en el entorno de los tript6fanos) cuando
se encuentra disuelta en las fases de los SBAs. Estos corrimientos hacia el rojo de los
Amax indican un entorno mas polar de los Trp por cambios estructurales que producen
una mayor exposicion de dichos aminoécidos al solvente. De todas formas, aunque la
estructura proteica podria estar mas desplegada, el rango de longitudes de onda del
méaximo de emision indicd que los triptofanos se encuentran en el interior de la proteina
y no expuestos en su superficie.

La extincion de F con acrilamida se ajustd a un modelo de quenching de “esfera
de accion”. Los valores de Kp arrojados por este ajuste demostraron que la difusion del
quencher hacia el fluor6foro o bien la afinidad entre ellos es menor en las fases
superiores respecto de la enzima en buffer, situacion que no se observa en las fases
inferiores. Los volumenes de la esfera de accion indicaron que existe una mayor region
alrededor de los Trp con probabilidad de quenching unitaria para la enzima disuelta en
ambas fases en relacion a la enzima en buffer. Esto ultimo estaria relacionado con una
estructura mas desplegada de la enzima (en la proximidad de los Trp), lo cual coincide
con los corrimientos del Amax hacia el rojo en los espectros de F nativa, anteriormente
analizados.

Por su parte, los espectros de DC no mostraron modificaciones significativas en
las fases comparativamente con la enzima en buffer, conservandose en gran medida la
estructura secundaria de la proteina. Se pudo notar que la fase inferior del sistema PEG
2.000 altera de manera algo mas notoria el contenido de alfa-hélices y laminas beta.

El andlisis funcional de la enzima mostr6 que la actividad de o-Amy se ve
reducida en las fases de los SBAs respecto de la misma en buffer, ademas, algo mas
afectada en las fases inferiores que en las superiores. También se observd cierta
recuperacion catalitica al concentrarse las fases.

Esto dltimo podria relacionarse con lo observado a partir de los espectros de

emision de fluorescencia nativa, donde se concluyd que existe cierta perturbacion
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estructural mas significativa en las fases inferiores. Esto podria explicar la menor
actividad enzimatica por modificacion de la estructura terciaria que se daria, al menos
con seguridad, en el entorno de los triptéfanos, pero también podria afectar las
proximidades del sitio activo de la enzima. No obstante, esta pérdida de actividad
catalitica no se relacionaria con desestructuracion a nivel secundario, dado que los
espectros de DC no se ven afectados de manera relevante y el mas afectado fue en la
fase inferior del PEG 2.000/T.L. 3, medio que no induce ningun decaimiento en
particular en la funcionalidad de la a-Amy.

Los ensayos de DSC permitieron evaluar el efecto del PEG en la estabilidad
térmica de la a-Amy. Nuevamente se observo la presencia de un intermediario estable
durante el proceso de desnaturalizacién. Las Tm fueron muy similares en ausencia y
presencia de PEG, aumentando solo 1K, aproximadamente, en la segunda transicion con
PEG. Ademas, la presencia de los polimeros disminuyé los AH°g de la segunda
transicion sin modificar a la primera, dando lugar a una estructura mas sensible a la
desnaturalizacion térmica.

Hasta aqui podemos notar que los elevados Y % alcanzados en algunos de los
SBAs ensayados sugieren que esta metodologia de reparto podria emplearse sobre
extractos naturales, debiendo evaluar el comportamiento de reparto del resto de las
proteinas presentes como impurezas para asi considerarla una estrategia eficiente de
purificacion.

Habiendo caracterizado ambas metodologias, analizado el tipo de interacciones
involucradas y los efectos sobre la estructura, funcionalidad y estabilidad enzimatica,
nos encontramos en condiciones de aplicarlas sobre fuentes naturales de o-Amy. La
finalidad de esto fue verificar, empleando un disefio optimizado, la versatilidad de estas
metodologias a la hora de aplicarlas a enzimas de diferentes origenes, ademas de
emplear materias primas econdémicas y aportar al uso y reciclado de materiales de
desecho.

De esta forma, se parti6 de materias primas con caracteristicas muy variadas
como lo son el pancreas bovino y el hongo filamentoso Aspergillus oryzae. Ambas
fueron procesadas de manera de obtener un producto que contenga a la a-Amy en las
condiciones de mayor estabilidad y que permitan la implementacion directa de las
metodologias bioseparativas. Asi se obtuvieron un homogeneizado clarificado de

pancreas bovino y filtrados de cultivos fungicos.
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En cuanto a la obtencion de alfa-amilasa a partir de cultivos de Aspergillus
oryzae, en primer lugar se analizé la composicién del medio, concentracién de almidon
y tiempo de incubacidn necesarios para obtener una maxima produccion enzimatica.

Se observd que la sintesis de esta enzima se ve favorecida al emplear un medio
con composicion optimizada en cuanto al tipo y concentracion de minerales y otros
componentes. Este medio fue llamado “medio 2 u optimizado”. La concentracion de
almidon también es un factor determinante, dado que un exceso de este polisacérido
reduce la actividad de alfa-amilasa, posiblemente por efectos sobre el mecanismo de
sintesis o de regulacién de actividad enzimética por parte del microorganismo. El
tiempo de incubacién del cultivo también es un factor importante, dado que se vio que
existen distintos estadios donde se alcanzan productividad méaxima. En este sentido, se
selecciond el primero de ellos (dia 4) para detener la incubacion, dado que minimizar
los tiempos tiene beneficios no solo para la estabilidad de la enzima sino también
economicos, si se deseara proyectar esta metodologia a nivel de la industria.

Con el fin de hacer uso de desechos provenientes de diversas actividades
industriales, se propuso emplear fuentes alternativas de almidon, como lo son los
residuos provenientes del procesamiento del trigo. Asi se prepararon medios de cultivo
optimizados reemplazando el almidén por distintas muestras elaboradas con tales
desechos. Estas muestras se llamaron “A” y “semillas”. La primera de ellas se obtuvo
por procesado Y esterilizacion directo del material de desecho, mientras que la segunda,
como el nombre lo indica, se preparé seleccionando las semillas de trigo. Los resultados
indicaron que ambas muestras son eficientes como fuentes de almidén, dado que los
cultivos dieron lugar a una produccion significativa de alfa-amilasa.

Estos resultados se corroboraron por electroforesis en SDS-PAGE, donde en
todos los casos estuvo presente la banda electroforética correspondiente a alfa-amilasa.
Ademas se observo que estos filtrados fungicos son muestras bastante limpias, es decir,
con pocas proteinas contaminantes.

Al analizar la estabilidad de la alfa-amilasa en estos medios, nuevamente se
verifico que la enzima es estable a pH neutro e inestable a pH 3,00, tal como se habia
observado para la enzima comercial. También se ajusté a una cinética de inactivacion
acida de primer orden, con una constante de velocidad menor que para la enzima

comercial, lo cual es un resultado alentador dado que se inactiva mas lentamente.
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Al aplicar ambas metodologias sobre las fuentes naturales se obtuvieron
diferentes resultados aunque, en términos generales, factores de purificacion variables
pero rendimientos muy satisfactorios.

Al precipitar con PAA el HPB se alcanz6 una escasa purificacion (1,48) aunque
un rendimiento muy bueno (88,20 %). Esto califica a esta técnica como eficiente para
concentrar la enzima de interés.

Al aplicar la precipitacion con PAA sobre los filtrados fangicos se obtuvieron
rendimientos elevados, con valores que oscilan entre 63 % y 84 % en el peor y mejor de
casos, respectivamente. Nuevamente el PAA 240.000 mostr6 mayor capacidad
precipitante dado que los R % fueron, en general, superiores que para PAA 100.000.
Los FP indicaron que la muestra se purificé entre 2 y 3 veces aproximadamente, lo cual
es coherente con los pocos contaminantes que se hallaron en las muestras de partida.
Esto significa que esta metodologia, aplicada sobre esta fuente enzimatica, es eficiente
tanto en términos de rendimiento como de purificacion.

Es de importancia destacar los elevados rendimientos que mostro tener esta
metodologia de precipitacion con PEs, tanto para la enzima pancreatica como fangica.
Ademas, la posibilidad de redisolver los precipitados hasta el volumen deseado la hace
aun mas eficaz como metodologia de concentracion. Estos resultados son coherentes
con una metodologia aplicable en los primeros pasos extractivos de un proceso de
aislamiento enzimatico adaptandose, ademas, a enzimas de diferentes origenes.

Al aplicar los SBASs se observaron resultados variables de acuerdo al origen de la
enzima: en el HPB la a-Amy no siguio el comportamiento de reparto esperado (segun la
enzima comercial) en los SBAs PEG 8.000, cumpliéndose en los PEG 2.000 donde se
lograron rendimientos del 59 % y 78 %, aproximadamente, y purificaciones escasas.

Por el contrario, en los filtrados fungicos la a-Amy siguid la tendencia esperada
(segln la enzima comercial) enriqueciendo la fase polimérica en los sistemas PEG
2.000 y la fase salina en los PEG 8.000. Sin embargo, estos ultimos no alcanzaron las
expectativas previstas en cuanto al rendimiento (no superaron el 40 %) y purificacion
(FP < 1) del proceso. En los sistemas PEG 2.000, en cambio, los R % fueron muy
alentadores (entre 79 % y 99 %, aproximadamente) y los FP bajos o cercanos a la
unidad, pero aceptables dado que la muestra de partida presenta pocos contaminantes.

Estos resultados verifican que existen numerosas variables que afectan el reparto
de un soluto en SBAs, incluyendo no solo las propias del sistema sino también las

caracteristicas del soluto. Por este motivo es que los sistemas PEG 8.000-fosfato de
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potasio/T.L. 1, que fueron seleccionados segun los resultados obtenidos con la enzima
comercial, no se adaptaron al reparto de la alfa-amilasa de origen pancreético.

Todos estos resultados indican que el método de reparto en SBAs no purifica
eficientemente a la alfa-amilasa en sus fuentes naturales, pero puede emplearse para
concentrarla, dado que reduce sustancialmente el volumen donde estd contenida la
enzima. Esto sugiere que, para los casos en los que pueden adaptarse hacia enzimas de
diferentes origenes, el reparto en SBAs presenta potencial para la concentracion
primaria de alfa-amilasa, en un proceso global de extraccion y purificacion de esta
enzima.

Finalizando nuestro analisis, resulta conveniente destacar que la eficacia de los
métodos de separacidn en términos de purificacion esta condicionada al uso que se le
dara al producto de interés, el cual determinara el grado de pureza final deseado y la
necesidad o no de incorporar una etapa posterior de purificacion.
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