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Resumen

En la actualidad, la industria se ha convertidomgran consumidor de enzimas ya
que éstas permiten acelerar reacciones, dismingircbstos de produccion, mejorar el
rendimiento de un proceso industrial y hacer quaisimo se vuelva mas amigable con el
medio ambiente; entre otras ventajas. Las enzireastiszan en una gran variedad de
industrias como la alimenticia, textil, papelerasmética, farmacéutica; ya sea en alguna
etapa de un proceso (panificacion, ablandamientoudeo, blanqueo de papel, sintesis de
drogas) o como componente de variados productem&s, medicamentos, detergentes).

Asi, surge la necesidad de disponer de grandesiades de enzimas y en algunos
casos con altos grados de pureza. Esto ha estimlddulisqueda de fuentes naturales de
enzimas junto con el desarrollo de nuevas técrbazseparativas y el perfeccionamiento
de la obtencién de enzimas recombinantes.

Gran parte de los procedimientos tradicionales pdeficacion de proteinas
incluyen varias etapas de precipitacion. Para raszmn baja cantidad de contaminantes y
alta concentracién de la proteina de interés psedan método efectivo de concentracion,
y en algunos casos, puede actuar como etapa Umigariicacion, dependiendo del grado
de pureza final pretendido. Una de las técnicadeadps para la precipitacion de enzimas
es la formacién de complejos insolubles con polimede cadena flexible cargados
(polielectrolitos, PE). Estos complejos pueden s@pa de los contaminantes por
decantacion y pueden utilizarse para purificar,ceatrar, estabilizar e inmovilizar a la
enzima de interés. Es una técnica simple, rapoajdnica, aplicable a gran escala y en
condiciones Optimas permite recuperar a la enziag en su totalidad (rendimientos
superiores al 95 %).

La precipitacion por formacion de complejos inbtds se basa en la interaccion
principalmente electrostéatica entre la enzima derés y un PE. Esta interaccion depende
del pH, la fuerza ionica, la temperatura, el tienypa concentracion de ambas especies.
Por lo tanto, es necesario conocer las mejoresi@onds para optimizar el mecanismo de
formacion del complejo insoluble. Ademas, resulterfiario mantener la estabilidad
estructural de la enzima y su actividad catalitica.

En esta tesis se estudido la formacion de complajeslubles entre tres PE
anionicos: Eudradfit L-100 (EL100), Eudragdit S-100 (ES100) y alginato (ALG) y la

tripsina (TRP), una enzima muy requerida en la stroh



Resumen

Los tres PE empleados se caracterizan principaénpeor poseer subunidades con
grupos carboxilos, ser biodegradables y tener eaidad de inducir su insolubilizacion
por cambios en el pH del medio.

La TRP es una serin-proteasa que cataliza lasi@scidel enlace peptidico en el
extremo C-terminal de los aminoéacidos lisina yrirgi. Se produce en el pancreas de los
vertebrados como zimogeno (tripsinégeno) y luegoca@ss/ada por una enteroquinasa
intestinal en el duodeno donde actia degradandoprateinas incorporadas en los
alimentos para dar péptidos de menor tamafio y a@mitas para su posterior absorcion.

Se emplea principalmente en la clarificacién dmasiy cerveza, el ablandamiento
de cuero y como componente de detergentes enzavatic

El estudio de la formacion de complejos insolulglese la TRP y cada uno de los
PE es importante ya que sienta las bases parasairddéo de una técnica bioseparativa
aplicable al aislamiento de la enzima a partir élecpeas bovino o porcino que resulta ser
un desecho de la industria frigorifica local.

En las primeras etapas de este trabajo se ingestidas condiciones Optimas para
la interaccion entre la TRP y cada PE: se obtumidos diagramas de fase de cada
polielectrolito y complejo insoluble, las isoternds titulacion turbidimétrica y la cinética

de formacion de cada complejo insoluble. Los rasiols se resumen en la tabla |.

Tabla |
c lei pH de H R,el ?cién T tiempo de I|Ef?cto de
om 0 . r A optlma 4 ., aftuerza
Pe insolubilidad | P o TRpP/PE* %L | formacion onica
EL100-TRP 5 15
ESI00TRP | Menora6 | 55 13 | 25°C Merg.onr a1l hibicien
ALG-TRP 3.5 200 n-

* las unidades de los complejos EL100-TRP y ES100-TRPrsonoles de TRP/mol PE; mientras que para el
complejo ALG-TRP es pmoles TRP/gr ALG.

A partir de estos datos experimentales se estladitnteraccion TRP-PE por
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y disgién de luz dinamica (DLS). Algunos
experimentos no pudieron realizarse con el ALG ipoonvenientes metodolégicos que
este polimero presenta.

Los experimentos de ITC mostraron que la TRP sefugrtemente con el EL100 y
el ES100 en un proceso conducido entrépicamente. iBdica que los PE interaccionan

hidrofébicamente con la TRP para formar el complagnluble. Teniendo en cuenta el



Resumen

efecto inhibitorio de la fuerza i6nica sobre lanfiacién del complejo insoluble (también
corroborado por ITC) se puede concluir que exigta interaccibn mixta entre los
polimeros Eudradit y la TRP. Ademas, los diagramas de fase de cadeplef
evidenciaron que la formacion de los mismos esruéipete del pH.

Por otro lado, los experimentos con ALG demostragae este PE interacciona
electrostaticamente con la enzima, confirmandalédes de turbidimetria.

Tanto para los complejos EL100-TRP y ES100-TRBapara el complejo ALG-
TRP, los datos experimentales se ajustaron a umt@dfu sigmoidea asociada a un modelo
de n sitios independientes y equivalentes.

Cuando los experimentos de ITC se realizaron 8 gkl observé que la interaccion
entre el ALG y la TRP se inhibia totalmente; miastrel EL100 y el ES100 si
interaccionaron con la enzima. Sin embargo, logrdimas de fase de los respectivos
complejos no presentaron turbidez a este pH. Exlirdria que a pH 8 se forma un
complejo soluble entre los polimeros Eudfagitla TRP mediado principalmente por
interacciones hidrofébicas.

Los resultados obtenidos por DLS corroborarongdda observaciones realizadas
para los experimentos de ITC a partir de los radlidsodinamicos calculados para las
especies en cada sistema.

También se evalud la estabilidad enzimatica plaricaetria diferencial de barrido
(DSC), espectroscopia UV-vis, dicroismo circulaCjly medidas de actividad catalitica.

Los experimentos de espectroscopia UV-vis y DCtraam que la interaccion
entre la TRP y cada PE modifican levemente la estra secundaria y/o terciaria de la
enzima. Esta informacion es muy importante panades de manera simple, rapida y no
destructiva la estabilidad de una proteina. Sinaggd) la técnica por excelencia para
estudiar estabilidad es la DSC ya que no solo keaagn la determinacion de parametros
relacionados directamente con la estabilidad térmiéclas proteinas (como g))Tsino que
ademas permite analizar cambios en el mecanisrdestaturalizacion de la misma.

En ausencia de PE, la TRP presenta su maximailestdlba pH 3 mientras que
resulta ser menos estable a pH 8. Esto se conalicks importantes cambios estructurales
que sufre la enzima al pasar de un pH a otro yaaquid 3 la enzima se encuentra en una
forma inactiva mientras que a pH 8 se observa bimeaactividad catalitica.

La presencia del polimero EL100 alter6 significatnente la estabilidad térmica de

la TRP y su mecanismo de desnaturalizacion. Cuahdistema se incub6 a pH 5; la

Xi
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estabilidad térmica de la enzima aumento consitlerante, evidenciado por un aumento
del T, en 10 °C. A pH 8 la TRP también modificé su mesamu de desnaturalizacion
aungue su estabilidad térmica no se vio afectadéapgmesencia del PE.

Los estudios realizados para el sistema ES1004hR§traron que tanto a pH 5
como a pH 8, la presencia del PE estabilizO lauestra proteica contra la
desnaturalizacion térmica; aumentando @l dh 4 °C y 2 °C, respectivamente. El
mecanismo de desnaturalizacion de la TRP a cadambién se modifica en presencia de
ES100.

Otros analisis importantes sobre la estabilidadiesiral de la enzima se llevaron a
cabo desde el punto de vista de su actividad tesalestudiando el efecto de la presencia
del PE a distintas concentraciones de polimeranawes del tiempo. Se observo que la
actividad enzimatica no se modificd en presencidisiintas concentraciones de cada PE.
Los experimentos realizados a través del tiempatraros que la interaccién de la TRP
con los Eudragit aumenté la estabilidad de la enzima, obteniéndosmda tiempo
ensayado mayor actividad enzimatica en presenciasdeE que en su ausencia. Por otro
lado, el ALG no presenté un efecto estabilizadodadactividad debido a que al pH de
formacion del complejo insoluble (pH 3,50) la TR® encuentra en una forma inactiva
pero muy estable. Esta informacién es muy impogtgatque resulta indispensable que la
enzima no pierda su actividad catalitica al seifipada si se la quiere utilizar en la
industria.

Conociendo las condiciones Optimas de interacciRP-PE y habiendo
corroborado que la presencia de los PE no interfien la estructura y la actividad de la
enzima; se ensayo el método de precipitacion ensoh&ion de TRP comercial para
determinar el rendimiento de la técnica. Se obsgmgdel ALG es el mejor precipitante de
TRP, obteniéndose aproximadamente un 97 % de lmaren el precipitado. El EL100
logré precipitar el 72 % de la enzima total miesimae el ES100 tan sélo el 41 %.

El precipitado ALG-TRP redisuelto se pas6 por ablumna cromatografica de
interaccion hidrofobica (HIC) con el objetivo desagar la separacion de la enzima y el
PE. Efectivamente, el ALG no eluyo en la mismadi@e que la TRP; recuperandose en
consecuencia la enzima libre de polimero. Esto g@lledar a ser decisivo en la aplicacion
de la TRP en la industria alimenticia o farmacéytias cuales requieren elevados niveles

de pureza en sus productos y/o procesos.

Xii
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Finalmente, se procedié a precipitar TRP a pddiun homogenado de pancreas
con EL100 y ALG, los dos PE que dieron los rendimtie mas satisfactorios.

El EL100 permitio precipitar la enzima aplicandosdprotocolos: formacion de
complejo soluble y posterior insolubilizacion deL1B0; y formaciéon del complejo
insoluble EL100-TRP propiamente dicho. El primestpcolo permitié recuperar el 45 %
de la enzima total en el homogenado mientras gsegeindo permitié recuperar el 82 %.

El ALG permitié recuperar casi toda la TRP en edcppitado obteniéndose un
rendimiento igual a 98 %.

En conclusion, se puede decir que los tres PEOptimos para la formacion de
complejos insolubles con la TRP los cuales puedaplearse en la concentracion,
estabilizacion, inmovilizacion y/o bioseparacion ldeenzima. Tanto el EL100 como el
ES100 estabilizaron la estructura proteica frentea a@esnaturalizacion térmica y a la
degradacion en el tiempo. Si bien algunos expetiosede estabilidad en presencia de
ALG no pudieron realizarse, se observé que no afeta actividad catalitica de la enzima.
Adicionalmente, el EL100 y el ALG presentaron ellasmcapacidades precipitantes lo que
los torna excelentes candidatos para purifican@uilizar la enzima por precipitacion del

complejo insoluble.

Xiii
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1.1. LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA.

1.1.1. Reseiidistorica.

A lo largo de la historia, ya desde miles de afidesade Cristo, el Ser Humano ha
utilizado enzimas para la fabricacion de alimerigmmentados como el pan, el queso, la
cerveza y el vino; para la produccion de papelogipetos textiles; y para el ablandamiento
de cuero (con excremento de ave o perro). Por stppgee hace miles de afios atras, no se
tenia certeza alguna de la base quimica y/o brddgie regia cada uno de estos procesos.
Fue hacia finales del siglo XIX y principios deblsi XX que se hecho luz sobre la
naturaleza subyacente de estos procesos de la deas@ntificos como Pasteur quien
determiné la naturaleza bioldgica de la fermenta¢itB64), Buchner quien describid el
proceso de fermentacion alcohodlica en ausenciaétidas vivas (1903), Kihne quien
acufié el concepto de enzima (1876) y Samner quistalezé por primera vez una enzima:
la ureasa (1926); entre otros.

En las ultimas décadas, el desarrollo de la Biategia y de las técnicas de ADN
recombinante, Ingenieria Genética e ingenieria ¢eimas ha favorecido el uso de
enzimas a escala industrial. No sélo se ha increaderconsiderablemente la produccion
de las mismas sino que ademas se han disminuidm&ies de bienes y servicios, se ha
mejorado la calidad de los productos y, en la mayde los casos, se ha reducido
significativamente el impacto ambiental de procegspsoductos industriales [1, 2].

La era de la enzimologia industrial comenzé en71@fando Otto Rohm obtuvo
una patente para el uso de un extracto de enzimrasgaticas para el procesamiento de
cuero [3]. Desde entonces, las enzimas han gaeamoé en distintas areas, procesos y
productos de la industria [4, 5]:

* industria alimenticia: panificacion, maceraciorgriflcacion de zumos y bebidas,
fermentacion, modificacion de propiedades organiuiép.

* industria textil: procesamiento de las materiasnps: ablandamiento del cuero,
degradacion de fibras de celulosa, desgomado.

* industria papelera: blanqueo del papel (en reeraptiz compuestos clorados),
degradacion de las fibras de lignina.

* industria cosmética: tinturas para el cabello, agpara el cuidado de la piel.

» industria farmacéutica: sintesis de drogas (lipasaicilin amidasa).
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Por otro lado, las enzimas son muy utilizadas coatalizadores en la sintesis de
distintos compuestos [6, 7] sobre todo en la imdustlimenticia y farmacéutica. Las
ventajas que ofrecen las enzimas por sobre lobzzatares quimicos son:

1. la velocidad de reaccion es mayor, incluso a teatpex ambiente y presion
atmosférica.

2. la especificidad de la reaccién es mayor evitamdfotmacion de sub-productos
gue disminuyen el rendimiento y la pureza del petoldinal e incluso pueden ser
toxicos.

3. los procesos industriales que incluyen reaccioaésizadas por enzimas son mas

amigables con el medio ambiente.

Las enzimas pueden actuar en la acilacion de caostgmi@olihidroxilados como
los esteroides y los alcaloides, en la separac&remantiomeros y en la reduccion,
oxidacion y oxigenacion de enlaces [8].

Si bien se puede observar que las enzimas presem@ amplia variedad de
aplicaciones, principalmente se utilizan como congmbes de detergentes para el lavado
de ropa, vajilla y limpieza en industrias y estalteentos [9, 10].

En 1913, Otto Rohm introdujo al mercado un det@ea base de enzimas
denominado Burns comercializado en forma de pastilla y que poseiao principal
componente extracto de pancreas. En la actualidadicamente todas las enzimas
presentes en estos productos son hidrolasas (pasteamilasas, lipasas, celulasas).

La tabla 1.1 presenta algunas enzimas y sus amitas industriales.

TABLA 1.1
Enzima Aplicacion
. ablandamiento de cuero; clarificacion dg
Tripsina ]
cerveza, detergentes
. blanqueamiento del papel; clarificaciéon ge
Xilanasa o P
vinos; panificacion
. panificacion; clarificacion de cerveza,
a-amilasa
detergentes
. produccion de biodiesel; detergentes;
Lipasa . . P
sintesis quimica
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1.1.2. Probleméticadel usode enzimas.

La amplia aplicacion de enzimas en la industriamffaulsado en los ultimos afios el
desarrollo de areas de 1+D que solucionen los pro&$ que implican el uso de enzimas a
gran escala y en condiciones a veces desfavoraldelg estructura proteica o la actividad
catalitica [11].

Por un lado, la necesidad de disponer de grandeslades de enzimas (y en
algunos casos con alto grado de pureza) ha estmudsances en bioseparacion de
proteinas y disefio de procesos para la recuperdei@roductos de valor agregado. Un
proceso ideal de bioseparaciéon debe combinar ed@duptividad con alta selectividad de
separacion. Ademas, se requiere que este procasseseillo, rapido y de bajo costo ya
que representa aproximadamente un 70% del costiodieh producto [12].

Gran parte de los procedimientos tradicionales dedfigacion de proteinas
incluyen varias etapas de precipitacion de congjpB@y. Para mezclas con baja cantidad
de contaminantes y alta concentracion de la pmatdim interés puede ser un método
efectivo de concentracion, y en algunos casos, euertuar como etapa Unica de
purificacion, dependiendo del grado de pureza fainedendido [13].

Otro punto a tener en cuenta es la estabilidacadentima. El desarrollo de las
nuevas tecnologias ha permitido modificar micronigraos y/o enzimas de manera tal de
obtener estas biomoléculas “mejoradas” para seaqiiin en la industria: mas estables en
las condiciones de trabajo y/o con mayor actividathlitica [14]. Ademas, el constante
descubrimiento de especies microbianas ofrece mmiaaseleccion de microorganismos
capaces de soportar condiciones extremas de phidsal y/o temperatura convirtiéndolos
en posibles fuentes de enzimas aptas para proceksssriales.

También es posible aumentar la estabilidad estaictde una enzima por
glicosilacién con polisacéaridos ionicos y no-iérscoomo el dextrano, el alginato y el
chitosan [15].

Por ultimo, es deseable en estos procesos indastrmacuperar el catalizador
enzimatico y reutilizarlo en un nuevo ciclo tanteeces como sea posible. Esto puede
lograrse inmovilizando la enzima en soportes o icedrpoliméricas por retencion fisica,
donde existen interacciones débiles entre la enzineh soporte o por unidn quimica,
donde interviene la formacién de enlaces quimicos.

Si bien el proceso de inmovilizacion puede geneeanbios estructurales en la

enzima que conlleven a la pérdida total o parotabd actividad catalitica y puede en si
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mismo aumentar los costos de un proceso; tambiéorsigue aumentar la estabilidad de
la enzima [16] y reutilizar el catalizador (y si@assible el soporte) lo que implicaria una
reduccion en los costos [17].

Existen dos factores que favorecen la estabilidadirth enzima inmovilizada: el
aumento de la rigidez estructural de la conformmaan@tiva (debido a las uniones
covalentes) que la volveria mas resistente a laati@slizacion térmica o quimica (por
ejemplo, pH o fuerza idnica) y la proteccion freatia autolisis debido a que la enzima se
encuentra confinada a una porcion del espacio [18].

Algunas de estas cuestiones pueden solucionarsearidio complejos entre la
enzima y polimeros de cadena flexible con cargaptaintéticos como naturales. Estos
complejos pueden volverse insolubles y ser utibgagara aislar enzimas de interés por
precipitacion a partir de una mezcla compleja yoagnmovilizar enzimas por retencion
fisica [19]. En la mayoria de los casos se ha ghderun aumento de la estabilidad
estructural de la enzima a través del tiempo [20].

Ademas, la precipitacion de enzimas por formaciéncdmplejos insolubles con
polimeros cargados se puede combinar con otrascadcrbioseparativas como la
cromatografia de interaccion hidrofébica de mat&rde mejorar la pureza de la muestra.
En este sentido, la precipitacién podria actuarc@mmer paso extractivo que permite
limpiar y concentrar la muestra. Por otro ladogr@amatografia de interaccion hidrofébica
posibilitaria la separacion fisica de la enzimé& yoéimero para su reutilizacion.

Las ventajas de utilizar estos complejos insolustes

» facilidad de aplicacion a gran escala.

* requerimiento de equipos relativamente simples.

» gran diversidad de precipitantes que pueden sdizagtdbs de bajo costo y
requeridos en bajas concentraciones.

» alta afinidad que permite que un gran numero déefpiras se unan a una Unica
molécula de polimero.

» facilidad de disociacion por cambios en la fuetrada o el pH del medio.

» rapidez del proceso que permite preservar la cor#oion de la enzima aun luego

de la redisolucion del complejo insoluble.



1. Introduccion

1.2. LOS POLIMEROS DE CADENA FLEXIBLE.

Los polimeros de cadena flexibl®CF) constituyen un grupo numeroso de
sustancias que poseen grupos funcionales muy wliésrentre si. La caracteristica general
de la molécula de PCF es la presencia de enlaogesi entre los atomos de carbono que
forman la cadena hidrocarbonada, de manera tallagueestos alquilicos puedan rotar
libremente. Esto le confiere al polimero la cuaidie ser totalmente flexible y por ende,
de poder adquirir cualquier conformacion al azamgudlos PCF Utiles para la
biotecnologia son, generalmente, aquellos solublesmedio acuoso. Los polimeros
solubles en solventes organicos son importantek esintesis de productos plasticos vy
poseen baja aplicacién biotecnoldgica.

Se clasifican principalmente en base a su origaihgyupo funcional presente en la

molécula, como se muestra en la tabla 1.1I.

TABLA 1.11
Origen Caracteristicas Derivadosde... Ejemplos
Metilcelulosa
Celulosa

Hidroxipropilcelulosa
Hidroxipropilalmidon

A partir del reino animal (
Natural vegetal. Son biodegradableq

"Almidén Dextrinas
1,4-maltodextrinas
Etilenglicol Polietilenglicol
Sintetizados mediante Acrilamida Poliacrilamida
. procesos controlados por [ ,
Industrial hombre. Pueden ser o mnbaprolactano Policaprolactano

biodegrables y toxicos. Oxido de etileno Poliéxido de etileno

Polivinilo Polivinilsulfonato

Ademas, se pueden clasificar de acuerdo a su edeadarga, como se muestra en
la figura 1.1.
(CON CARGA——> Cationicos Polietilenimina, Polietilamina,

ELECTRICA Eudragit catiénico
(polielectrolitos)

PCF < Anionicos Polivinilsulfonato, Poliacrilato,
Alginato, Eudragit anidnico
S”\! CARGA Polietilenglicol,
\ELECTRICA Polivinilalcohol

Figura 1.1: clasificacion de los PCF segun su carga
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Los polimeros de cadena flexible con carga elécse& denominan polielectrolitos

(PE) y como se observa en la figura 1.1 pueden estarafitos por unidades monoméricas
cargadas positiva 0 negativamente.

1.3. LOS COMPLEJOS PROTEINA-PE.

Los complejos proteina-PE se encuentran ampliamelig&ibuidos en la
naturaleza, siendo ejemplos clasicos los compl@adeina-ADN y los complejos
proteina-proteina en si mismo; aunque estas matf¥oulas no se ajustan a la definicion
de PE dada en el apartado anterior.

Normalmente, nos referimos a los complejos protBiBaa aquellos formados por
una proteina (generalmente una enzima) y un pabinder cadena flexible con carga

opuesta (ver seccion 1.2).

Estos sistemas se pueden clasificar en tres césgeemisintéticos, naturales (no-
cognatos) y cognatos [21].

naturales semsintéticos

« biosensores [22]

- estabilizacion de enz.
« purif. de enz. [23]

« inmov. de enz. [22, 24

+ biosensores [25]
« bioreactores
« estab.; purif.; inmov.
de enz. [26, 27]

proteina-
PE

cognatos

+ glicosaminglicano-
proteina

Figura 1.2: aplicaciones de los complejos protepmdielectrolito segun
Su naturaleza.

La palabra cognato se utiliza para describir aqaedistemas formados entre dos

moléculas coevolucionadas que interacciomawivo, en condiciones fisioldgicas, para
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llevar a cabo funciones especificas [21]. En caais&ion, un sistema no-cognato puede
estar formado por dos moléculas naturales quetamaitionan en la naturaleza.

En general, los sistemas semisintéticos se utiliganinvestigacion basica y
produccion de tecnologia basica; los naturalespleaa en la industria cosmética y
alimenticia; y los cognatos como ejemplos de &ditura especializada (figura 1.2).

La formacion de los complejos proteina-PE depenéelad concentracion de
proteina y PE, de la densidad de carga de cada@iespele las condiciones del medio
como pH, temperatura y fuerza ionica [28, 29, E3}o se refleja directamente en el tipo
de interacciones que median la unién entre lasaulas:

* couldémbicas (atractivas y repulsivas): entre ressdaminoacidicos ionizables e
hidrofilicos de la superficie proteica y sus paeda estructura del PE.
» hidrofébicas: entre residuos aminoacidicos hidriofdd de la superficie proteica y

el esqueleto hidrocarbonado del PE.

1.3.1. Formacionde los complejosproteina-PE.

La mayoria de los modelos usados para explicarotendcion de complejos
proteina-PE se basan en la diferencia de cargtaietéentre ambas moléculas. A raiz de
ello, se postula que la formacion de estos compldgpende altamente de la fuerza idnica

del medio y/o su pH [31]:

do
O'—_

= 3oH (pH — pl) 1.1

dondes es la densidad de carga superficial de la prateina
Dubin y col. [32] han postulado la siguiente ec@adile estado para la interaccion

entre una macromolécula y un PE:

éo = ak 1.2

donde¢ es la densidad de carga superficial deld@&s una constante que depende de cada

sistema proteina-PE ¥ es la constante de Debye-Huckel, la cual es pcopwal a la

fuerza ionica L):



1. Introduccion

K = cte ,ul/z 1.3

Las ecuaciones demuestran que modificando las @onds del medio, tales como
pH y fuerza idnica, se puede precipitar, redisolveatisociar el complejo [33, 34]. Sin
embargo, a pesar de conocer ecuaciones de estaddegariben la conducta de estos
sistemas, no esta completamente esclarecido ummeramolecular general que permita
predecir la interaccion de las proteinas con los [BE].

Dubin y colaboradores [36] han estudiado ampliamdat relacion del pH en
mezclas de proteinas globulares con PEs sintétat@snente cargados. Ellos han

identificado dos pHs criticos que dependen senmsihée de la fuerza idnica (figura 1.3).

pH ]
\@@ proteina
+ PE
pl
complejo pHc
\;oluble
com
gfgg\féf insoluble pH®

u (fuerza idnica)

Figura 1.3: diagrama de fase: dependencia de lalsidiad del
complejo polimero-proteina con el pH y la fuerzaidd.
Proteina sin cargas() y con cargad) [37].

Como se puede observar, a una fuerza i6nica dadadala que el pH disminuye
se alcanza un pH critidqpHc) al cual los complejos solubles comienzan a formdeste
valor caracteriza la incipiente union de una praed una cadena de PE. La separacion de
fases macroscopicas ocurre a un segundo pH cffild@®), que depende de la relacién
molar PE/proteina. La figura 1.4 muestra un esquemalos diferentes estados de

agregacion en un sistema proteina-PE.
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Figura 1.4: equilibrio de formacién de complejogrerpolimero y proteina.

1.4. CROMATOGRAFIA DE INTERACCION HIDROFOBICA.

La HIC (del inglésHydrophobic Interaction Chromatographgs una técnica muy
empleada en la separacion y purificacion de prateibasada en la diferencia de
hidrofobicidad superficial de las mismas [38, 39Tada proteina interacciona
reversiblemente con los ligandos hidrofébicos ulbsaen la superficie de la resina
polimérica (fase estacionaria) en presencia de elesada fuerza ionica (2-4 M de
(NH4)2SQOy). La elucion se lleva cabo disminuyendo graduatedsn concentracion de la
sal en la fase movil hasta una concentracion dexapadamente 0,1 M. Aquellas
proteinas de alto caracter hidrofébico que inteomeran fuertemente con la resina seran
eluidas en presencia de bajas concentraciones.de sa

Esta técnica también puede utilizarse como unEagiasterior a la precipitacion de
enzimas por formacién de complejos insolubles derd® manera tal de mejorar la pureza
de la muestra y/o separar el polimero de la endmanterés. Esto permitiria no solo
reutilizar el polimero sino que ademas emplear hainea en éareas con elevados
requerimientos de pureza como la farmacéutica [40].

Los principales parametros a tener en cuentalpaeleccion de una resina de HIC
y la optimizacion del proceso de separacion despras son [41, 42, 43]:

* las caracteristicas del ligando hidrofébico inmiaadlo en la resina, como la
naturaleza quimica y la longitud de la cadena kahtmonada.

* la naturaleza del polimero utilizado para fabrigaresina: preferentemente debe
ser inerte (sin grupos funcionales) y poseer us@tancia mecanica tal que le

permita a la columna soportar la presion de trabajo
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el grado de sustitucion de la resina: puede afdatfwmerza de la union entre el
ligando hidrofobico y las proteinas, la capacidadadsorcion y desorcion de la
columna asi como su selectividad.

la naturaleza de la sal utilizada en la elucioruycencentracion: puede afectar la
capacidad de adsorcion y la selectividad de laneolu Ademas, se debe considerar
si la disminucion de la concentracion de sal derdatelucion de las proteinas se
realiza como gradiente o en etapas.

el pH y la temperatura: en general un aumento Hefle la fase movil debilitaria
las interacciones hidrofobicas mientras que unanidiscion del pH tendria el
efecto contrario. Por otro lado, un aumento deelmperatura favoreceria la
adsorcion ya que este proceso es conducido erdardpitte. Por supuesto, debe
tenerse siempre en cuenta el efecto de ambos pap&ns®bre la estabilidad y
solubilidad de las proteinas.

otros aditivos que pueden agregarse a la fase mdeilergentes, alcoholes

miscibles con agua, agentes caotrépicos.

Existen una gran variedad de columnas cromatogsaficsponibles en el mercado,

fabricadas con diferentes ligandos y matrices paficas. Los polimeros mas empleados

en la produccion de resinas son polisacaridos aftggnhidrofilicos como la agarosa con

distintos grados de entrecruzamiento (por e€j.,

bEsid) y sus derivados, celulosa,

dextrano y copolimeros sintéticos [44].

Algunos de los ligandos mas utilizados se resumda tabla 1.11 [45].

TABLA 1.11

OH
—O-CH,-CH-CHy-O-(CH)3-CH3 grupo butil

OH
—O-CH,-CH-CHy-O-(CH3)7-CH3 grupo octil

OH
—O-CH,-CH-CHy-O-CH,-C-(CH3); | 9rupo alquil

OH
—O-CHZ-CH-CHZ-O@ grupo fenil

10
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1.5. LA TRIPSINA.

1.5.1. Caracteristicas.

La tripsina(TRP) es una endopeptidasa, que rompe los enlaces qed@snas
mediante hidrdlisis del enlace peptidico haciaxéleeno C-terminal de un residuo de Lys

0 Arg, dando péptidos de menor tamafio. Sus carstitas se resumen en la tabla 1.1V.

TABLA 1.1V
Caracteristicas fisicoquimicas
- globular
Estructura « monomeérica
+ no glicosilada
n"® de aminoacidos 223
PM (kDa) 23,4
pl 10,9-11,4
Tmax €stabilidad (°C) 37
pPHmax actividad 8,2
pH almacenamiento 3

Su estructura primaria (figura 1.5) presenta 6 meedisulfuro localizados entre los
residuos Cys 7-Cys 137, Cys 25-Cys 41, Cys 109219s Cys 116-Cys 183, Cys 148-Cys
162 y Cys 173-Cys 197.

—— 10 20 30 40
IVGGYTCGAN TVPYQVSLNS GYHFCGGSLI NSQWVVSAA

50 60 70 80
CYKSGIQVRL GEDNINVVEG NEQFISASKS IVHPSYNSNT

90 100 | 110 120
LNNDIMLIKL KSAASLNSRV ASISLPTSCA SAGTQCLISG
—

130 140 150 160
WGNTKSSGTS YPDVLKCLKA PILSTSSCKS AYPGQITSNM

170 180 190 20p
FCAGYLEGGK DSCQGHGGP VVCSGKLQLI VSWGSGCAQK

210 220
NKTGVYTKVC NYVSWIKQTI ASN

Figura 1.5: estructura primaria de la TRP--) puentes disulfurosjdtras)
triada catalitica y (Umero3 posicion de los aminoacidos [46].
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Aunque las estructuras primarias de isoformas gsina aisladas de distintas
fuentes pueden ser muy diferentes entre si, laatsta terciaria que adoptan son muy
similares. Sin embargo, las tripsinas de origercipory bovino presentan una elevada
homologia.

De acuerdo a la clasificacion CATH para estruct@@undaria de proteinas [47], la
TRP pertenece a la clapeincipalmentep; topologiabarril g. La figura 1.6 muestra una
representacion tridimensional de la enzima don@el@uo observarse dos dominios ricos en
laminaspB antiparalelas (flechas planas) que conforman unlbaescasas zonas dae
hélices (flechas tridimensionales). El circulo gepresenta al atomo de ‘Casencial para

la actividad de la enzima.

Figura 1.6: estructura tridimensional de la tripsismww.ncbi.nim.nih.gov [gi215649]

1.5.2. Papebioldgico.

Esta enzima es producida por el pancreas en foemairddgeno: tripsindbgeno
(enzima inactivo), y luego es activada en el duodpar una enteroquinasa intestinal
dando como resultado la enzima activa. Luego, I® BRtiva a los demés zimdgenos
pancreaticos: quimotripsindgeno, proelastasa ygpboxipeptidasa, que son algunas de las
enzimas proteoliticas de los jugos pancreaticoenfas, la TRP activa moléculas de
tripsindgeno (autoactivacion) al escindir la secigfAsp)-Lys anterior a la secuencia N-
terminal lle-Val-Gly-Gly. El corte de este péptittae aparejada la ruptura del puente de
hidrogeno entre His40 y Aspl149, lo cual conllevdaaotacion de este residuo y su

interaccion con llel. Asi, se termina de formasitb activo de la enzima [48].
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En el duodeno, la TRP hidroliza las proteinas ipomdas a través de los
alimentos, en péptidos menores y aminoacidos pagosterior absorcion. Esta proteina
representa el 14% del contenido proteico del jugtceatico.

La figura 1.7 esquematiza el proceso de secre@aorpatica de tripsindgeno y la

activacion en la luz duodenal a TRP.

v \ Ribonucleasa
Desoxirribonucleasa

ZIMOGENOS Lipasas
. Amilasas
Tripsinégeno Quimotripsinégeno Proelastasa Proc@bptidasa  Colesterolesterasas
Fosfolipasa
Enteroquinas
Tripsine - > .
\4 v v
Quimatripsini Elastas Carboxipeptidas
DUODENC

Figura 1.7: esquema de secrecion y activacion@e T
desde el pancreas hasta el duodeno.

1.5.3._Latripsina comoenzimamodelo.

La tripsina pertenece a la familia & las serin-proteasas clan PA ya que posee un
resto de Ser altamente nucleofilico en su sitiovacfSer 177) formando una triada
catalitica con un residuo de His 40 y Asp 84 (feglir8) [49].

Su estructura tridimensional se determiné en 13#4dps grupos cientificos que
analizaron por cristalografia de rayos X cristaledripsina de origen bovino [50, 51]. Las
estructuras terciarias de las enzimas pertenesieateesta familia son altamente

conservadas, incluso entre eucariotas y procarjé€ds
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H Serl77

Aspl71

Figura 1.8: estructura del sitio activo de la TRIB2].

1.5.4. Mecanismale catalisis

El mecanismo de catalisis de las s-proteasas fue estudiado primeramente e
enzimas pancredticas TRP, quimotripsina y elasias@&go se extendidé hacia todas
enzimas de la familia. La principal diferencia entsstostres modelos es la especificic
por el sustrato, siendo la TRP la mas espec

La figura 1.9 muestra un esquema del mecanismaddélikis de péptidos llevac

a cabo por la TRP (geral para todas las se-proteasas) [53].

Asp84  His 40 Ser177

0 —
/
1©----H-N__N 0
0 = , ‘<O° N .20
g — _— \
B R A 3
0 RO—N—C</~' H
1 N,
H R| /Rg H
i
1.- complejo de Michaelis 3.-acil-enzima
0 —
(- —_—
~oHagN (n ) =
0 \ (%
H R
I\' U
Y
4.-acil-enzima 5.- intermediario tetraédrico 6.- complejo enzim-producto

Figura 1.9: mecanismo de catalisis de la Tletapade acetilacio;
etapa de desacetilacigbl].
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En las primeras etapas, se forma un complejo ddadics entre el péptido y la
tripsina. La Serl77 realiza un ataque nucleofifobre el grupo carbonilo del sustrato,
catalizado por el grupo imidazol de la His40, ehlcactia como una base general
aceptando y cediendo protones. Esto lleva a ladoidn del intermediario tetraédrico y el
ion imidazolio [54]. Este complejo se estabilizar pa formaciéon de dos puentes de
hidrégeno entre la Gly194 y la Ser195 de la cavimddnionica del sitio activo y el atomo
de oxigeno cargado negativamente del grupo cadaoéptor de electrones [55, 56].

En las siguientes etapas, el intermediario tetre@dse rompe para dar la acil-
enzima, la base imidazol y uno de los productosatision. Durante este paso, el grupo
imidazol transfiere el protdn de la serina al gr@moino saliente. Seguidamente, la base
imidazol toma un proton de una molécula de agudrdhsis) formandose asi un nuevo
intermediario tetraédrico estabilizado por la cadidxianionica.

Finalmente, este intermediario se rompe liberanmdproton al medio y el segundo
producto de escision: el grupo carboxilo saliente.

La etapa de desacetilacion de la enzima (pasosy46)5es similar a la etapa de
acetilacion de la misma (pasos 1, 2 y 3) con hzesiad de que el grupo involucrado en el

atague nucleofilico es la molécula de agua en gkgrdpo oxidrilo del residuo de Serl77.

1.5.5._Aplicaciones.
La TRP se utiliza principalmente en la producciéndétergentes enzimaticos y en

el ablandamiento de cuero. También posee varidsaajgnes en la industria alimenticia:
ablandamiento de carne para mejorar su solubiligadigestibilidad, produccién de
alimentos para infantes para disminuir su poterai@ligénico [57, 58], clarificacion de
zumos y cerveza y modificacion de las propiedadganmlépticas en general.

En investigacion basica se la emplea en la disdciate células y la secuenciacion
de proteinas debido a su alta especificidad porsitiss de corte lo que le otorga una
elevada reproducibilidad a los experimentos. Emdastria farmacéutica se la introduce
como componente de cremas para el tratamiento el@ady heridas, y en suplementos

para favorecer la digestion.

1.5.6. Producciénde tripsina.

La gran demanda de esta enzima ha motivado elgogefemiento de métodos de

produccion y purificacion de la misma a partir derftes naturales como visceras de
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sardina $ardina pilchardus[59] y otros peced_(tjanusvitta, Balistescapriscufs0, 61].
Estos métodos pueden incluir precipitacion con 50D, seguido de varios pasos
cromatograficos: filtracion en gel, intercambio icm cromatografia de afinidad. Sin
embargo, aunque los factores de purificacion puesdnelevados, muchas veces los
rendimientos resultan menores al 50 %.

También se ha aplicado la precipitacion de afinidach purificar TRP a partir de
pancreas bovino utilizando benzamidina como ligandi® afinidad acoplado a
poliacrilamida y acido benzoico como agente préaippe del complejo TRP-benzamidina-
poliacrilamida [62]. El principal inconveniente dsta técnica es que los compuestos
empleados son téxicos y, en consecuencia, se requieuso y disposicién correctos de
los mismos lo cual conlleva a un incremento declustos. Ademas, soélo puede aplicarse
en reactores discontinuos.

Un método continuo propuesto es la ultrafiltradi@nafinidad para purificar TRP a
partir de pancreas porcino utilizando un copolinagd\-acriloil-m-amino-benzamidina y
acrilamida y benzamidina como agente de elucion. [E8te método consta de cuatro
etapas de ultrafiltracion de afinidad en las queialmente se gotea extracto crudo de
pancreas sobre una solucion del copolimero 0,78lica 10 horas de funcionamiento
en discontinuo y 15 horas de funcionamiento enigoata 4°C. El rendimiento es igual a
77 % con una pureza igual a 97 %. La ultrafiltraci@ afinidad requiere largos tiempos de
trabajo y energia para mantener baja la temperayur#iliza soluciones de polimero
concentradas lo cual conlleva a un aumento enséb ¢mal.

Por otro lado, se han desarrollado métodos de s¥pree TRP, tanto en su forma
activa como inactiva (tripsinégeno), en microorgams comdichia pastoris[64, 65] y
Escherichia coli[66] y células de arrozQryza sativa [67]. A pesar de la considerable
cantidad de estudios, aun no se ha conseguido anglbrendimiento de la produccion de
TRP recombinante debido a inconvenientes en lssftvamacion de las células, en la
sintesis de la enzima por parte de las célulaspedég/o en el plegamiento de la cadena
polipeptidica (en el caso de que la TRP se enadatmando cuerpos de inclusion).
Ademas, en muchos casos, estas etapas suelenraba®@-90% del costo del producto
final. Por otro lado, las tripsinas recombinantesspntan problemas de agregacién durante
Su expresion e inactivacion por autolisis debidallas en la maquinaria de plegamiento de

los microorganismos [68].
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1.6. POLIMEROS
1.6.1. Eudragif® L-100y S-100.
El Eudragif L-100 (EL100) y S-100 (ES100) son copolimeros sintéticos,

anioénicos, formados por subunidades de acido niktacy metilmetacrilato con una

relacion 1:1y 1:2, respectivamente. Ambos posegmeso molecular de 135.000 Da y una
densidad aparente de 0,5 gfa0 °C.

Las unidades monomeéricas se presentan en la flgi@a

CHs CHs CHs
el T

é:o c=o0 é:o

(|)H (|3H3 (|3H3

Figura 1.10: estructura quimica del EL100 y ES1R6cuadrado esta el grupo
metilmetacrilato adicional que posee la subunidegetitiva del ES100.

Ambos polimeros son practicamente insolubles era a@u excepcion que se
preparen soluciones alcalinas de los mismos) pegolgbles en acetona y en alcoholes de
bajo peso molecular.

Ninguno de estos polimeros presenta toxicidad agudbao dérmica. Tampoco

presentan irritacion cutanea aunque pueden candayewo efecto irritante en los o0jos.

1.6.1.1. Aplicaciones.
Tanto el EL100 como el ES100 se utilizan como e®oigs cosmeéticos y

farmacéuticos en productos de aplicacion cutanearay [69]. Un ejemplo son las
microesferas de ES100 con acetazolamida para taiiento de glaucomas [70] y la
produccion de sistemas controlados de liberaciGiroigas orales [71].

También se los usa como soportes sdélidos panarlavilizacion de enzimas como
tripsina, xilanasa y lipasa [72, 73, 74] y comordgs precipitantes de biomoléculas por
formacion de complejos insolubles que pueden sgrarados por decantacion o

centrifugacion [75, 76].
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1.6.2._Alginato.
El alginato(ALG) es un polisacérido lineal, natural y anionico gaeeascuentra

como un componente de la pared celular de lasaseti¢l alga parda marina (organismo
que habita en todas las regiones de aguas friasndetdo), formando un complejo
insoluble con sales de calcio y magnesio.

Este PE esta formado por subunidadeg-{ie4)-D-4cido manuroénico §-(1,4)-L-

acido guluronico distribuidas aleatoriamente (feglirll).

B-(1,4)-D-acido manurdnico

B-(1,4)-L-acido gulurénico

Figura 1.11: subunidades del ALG.

La disposicion de estas subunidades da lugar eedtés conformaciones de las
cadenas de ALG, como se muestra en la figura 1.12.

La predominancia de uno u otro azucar da como teskulun tipo de cadena
diferente, lo que condiciona las propiedades dedagiones de ALG. Las cadenas con un
mayor contenido dp-(1,4)-D-acido manurénico presentan una mayor m@po de zonas
lisas; mientras que aquellas cadenas con un mapterddo deg-(1,4)-L-acido gulurénico
presentaran una mayor cantidad de zonas en zig-aggoporcion de zonas lisas/zig-zag

es una caracteristica importante a considerar solldilidad del ALG.
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Bloque de subunidades fi€1,4)-L-acido manurdnico
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HO HO o HO o
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Bloque de subunidades fi€1,4)-L-acido gulurénico
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Figura 1.12: conformaciones de la cadena de ALGadeerdo
a la naturaleza de sus subunidades: y zig-zag
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Generalmente, el ALG se insolubiliza en preseneacoathes divalentes como el
calcio y el magnesio [77, 78], formando geles aperatura ambiente. Esta capacidad se
debe en gran medida la presencia de zonas engig-talargo de la cadena de polimero

que interaccionan con los iones formando una dstadel tipo que se muestra en la

JE
e

figura 1.13.
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Figura 1.13: estructura del ALG en presencia dé'Céa) interaccion entre los
grupos COOy el C&"; (b) disposicién de las cadenas de ALG [64].
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1.6.2.1. Aplicaciones.
Debido a que el ALG es un polimero natural, bioddgble y no toxico es utilizado

en varias areas de la industria. En la alimentis@,lo emplea frecuentemente como
espesante y/o estabilizante de jugos de frutasezary salsas; y por sus propiedades
gelificantes se lo aplica en la produccién de geday relleno de aceitunas.

En el area farmacéutica es usado para encapsulacippys activos como
rivoflavina y otros [79]. También es espesanteoeiohes y jarabes.

En el area de la biotecnologia, los geles de ALGpseden aplicar para la
construccion de biorreactores, inmovilizando ense#nzimas o microorganismos y para
aislar por precipitacion proteinas de fuentes cejapl[80].

Ademas, se esta investigando el uso de geles deeXlla regeneracion de tejido
0seo, cartilago y otros [81]. En esta ultima, satiiiza como uno de los componentes de
los materiales de impresion dental, para cubrirotgger dentaduras de resina acrilica
[79].

1.7. TECNICAS EMPLEADAS PARA ESTUDIAR LA INTERACCIO N
PROTEINA-PE.
1.7.1. Turbidimetria.

La turbidimetria es una técnica analitica simplengy invasiva basada en la

dispersiéon de radiacion electromagnética que in@de una soluciéon de particulas
dispersantes. Permite obtener informacién prelimileamanera rapida y bastante certera
sobre la formacion de complejos entre proteinasliyngros [82].

En los estudios turbidimétricos, se mide la radiad¢ransmitidgT) a través de una
cubeta de longitutique contiene una solucion o dispersion no absteb&sta medida se

relaciona con la turbidgzs) por la ecuacion 1.4:

T = i = o(-TsD) 1.4
Iy

dondel, es la intensidad de la radiacion incidentees la intensidad de radiacion emitida.

La magnitud de la dispersion depende de la lodgiionda empleada, del tamafio
y la concentracion de las particulas dispersaesiemuestra experimentalmente que la
turbidez se relaciona con la longitud de of@aor la ecuacién 1.5 [83]:
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T, =5sA7"

dondes es una constante que depende del sistetmasyun paradmetro que depende del
tamano y de la cantidad de particulas.

La turbidimetria es muy util en el estudio de cagjgd polimero-proteina ya que
permite conocer las condiciones 6ptimas de fornmagié redisolucién) del complejo
insoluble: pH, fuerza idnica, concentracién de melio y proteina, cinética o incluso
detectar la formacion de complejos solubles a frad@ pequefios incrementos en la

densidad Optica de una solucién [84].

1.7.2._Espectroscopiae absorcidénultravioleta-visible (UV-vis).

La espectroscopia de absorcion UV-vis es una t&crédpida, no invasiva que
permite realizar una gran variedad de estudiogjedtsidentificacion de sustancias hasta
la cuantificacion de compuestos organicos, inogiy biomoléculas a través de la
aplicaciéon de la Ley de Beer [85]. Esta técnichasa en la excitacion de electrones desde
el estado fundamental a un estado excitado por@beade luz no polarizada en el rango
ultravioleta o visible.

Las transiciones electronicas en moléculas se mas@ormalmente en forma de
bandas anchas debido a la variacion en el gragoldatacion que presentan las moléculas
en el tiempo o la existencia de distintos niveldsracionales dentro de cada estado
electrénico y de distintos niveles rotacionalestiede cada nivel vibracional [86, 87].
Esto hace que cuando un electron absorbe enemyiaaain gran niamero de transiciones
energéticamente muy proximas entre si debido aala cantidad de niveles vibracionales
y rotacionales poblados (y por poblar) en cadal mlextronico. En solucion, a diferencia
de lo que ocurre en gases, cada una de estagitaesi no pueden diferenciarse como un
pico y por ende, los espectros UV-vis presentanldmanchas caracteristicas.

Las principales caracteristicas de una banda deaés son:

* la posicion: dada por el maximo de absorcion. Ddpede la energia de la
transicion y se reporta comg,ax (longitud de onda de maxima absorcion).

* laintensidad: que puede expresarse como absadivitblar en el maxim@nax) 0
intensidad integrada. Esta intensidad dependeudelrado del momento dipolar de
la transicion (cambio en la distribucion de cargkstricas durante la transicion):

absorciones intensas generan un gran cambio estiidacion de las cargas.
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* el ancho: que depende del niumero e intensidad slenileles vibracionales y

rotacionales de la transicion correspondiente.

Los cambios en una 0 mas de estas caracteristi@eEnsminan en conjun&ecto

solvato-crémicoy permite inferir cambios en el sistema en estudio

1.7.2.1. Aplicacidrde la espectroscopidV-vis al estudioestructurade proteinas.

Los residuos aromaticos de las proteinas absonbda eegion UV del espectro
originando una banda principal centrada alrede@doR280 nm. El triptéfano es el que
presenta la mayor absortividad molar entre los aragioacidos aromaticos por lo tanto
predomina en la banda a 280 nm. Cambios en laiposiel maximo de absorcién y/o en
la intensidad del pico da indicios de perturbacsome el entorno de los triptéfanos debido
a cambios en la estructura terciaria de la protéinacorrimiento del maximo de absorcion
hacia mayores o menores longitudes de onda se dmmogfecto batocromicoo
hipsocromicq respectivamente. Un aumento o disminucion désarancia se denomina
efecto hipercrémicm hipocrémicq respectivamente [88].

Asi, se pueden detectar cambios cualitativos egstiaictura proteica al modificar
condiciones del medio como el pH y la fuerza idpcal agregar sustancias que puedan

afectar la estabilidad interactuando con la preteimsi o con el solvente.

1.7.3._ Espectroscopiae dicroismo circular (DC).

La DC es una técnica espectroscopica no destauaiiitizada para estudiar
cambios en la estructura de biomoléculas como imaey acidos nucleicos por absorciéon
diferenciada de los componentes polarizados cmoigate hacia la derecha e izquierda de
luz UV polarizada en el plano.

En el estudio de proteinas se puede obtener didipt de informacion sobre la
estructura de las mismas: los espectros realizedda region del UV cercano (250-290
nm) refleja las contribuciones de los residuos ataos, los puentes disulfuro y los
grupos prostéticos y, como pueden encontrarseldigtos por toda la superficie proteica,
permiten analizar cambios en la estructura teecidids espectros realizados en la region
del UV lejano (180-250 nm) reflejan la contribucidel enlace peptidico y permiten

analizar la estructura secundaria de las prot¢&®ds
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Esta técnica es muy util en el estudio de la forémace complejos insolubles
proteinas-PE ya que la interaccion entre ambasciesppodria provocar cambios en la
conformacion proteica que conlleven a la pérdidalto parcial de las estructuras
secundarias. Generalmente, se complementa con a&sedie actividad y técnicas de
espectroscopia UV-vis y calorimetria diferenciabderido.

La técnica de DC se basa en la absorcion difeakdeilos haces de luz polarizada
circularmente hacia la izquierda y derecha pordisintos cromoforos que presentan las
proteinas. Particularmente en referencia a la erpetacion en la region del UV lejano,
estos cromoéforos se generan en las proteinas grada asimetria en el arreglo espacial
del enlace amida producto de la ausencia o presdeogstructuras secundarias peridédicas
(a-hélice, B-plegada paralela y antiparalela, giros). De acueatl tipo de estructura
secundaria, se obtienen distintos patrones de a@woogto, distancias y orientaciones
caracteristicas de estos cromoéforos que daran dugarespectro de DC caracteristico.

Las proteinas pueden clasificarse en cinco clagesacuerdo a su estructura
secundaria, incluyendo la conformacién al azar:[90]

* a-proteinas: poseen Unicamenthélices, por ejemplo mioglobina y fosfolipasa C.

» B-proteinas: poseen mayoritariameftéaminas, por ejemplo inmunoglobulina y
quimotripsina.

» at+p-proteinas: poseew-hélices yp-laminas en dominios separados, por ejemplo
insulina y lisozima.

» o/p-proteinas: poseen segmentos alternadas-liidices yp-laminas, por ejemplo
alcohol deshidrogenasa y fosforilasa.

e proteinas desordenadas: sin estructura secundart@n muy pocos elementos

estructurados), por ejemplo caseinas e inhibidiegwoteasas tipo Bowman-Birk.

La mayoria de las proteinas estan lejos de estdslowideales, por lo cual asignar
las estructuras secundarias presentes en progeiel@sser una tarea complicada [91].

1.7.3.1._ Andlisiglelos experimentognDC.

Los datos experimentales se presentan en espebtesdos graficando elipticidad
(0) o elipticidad molar para independizar del pasacopde la cubeta y de la concentraciéon

de proteina, en unidades de ded.dmol® vs. longitud de onda (figura 1.14).
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El equipo de DC denominadespectropolarimetromonitorea la diferencia de

absorcion entre los componentes de luz polarizade e derech@Ag) e izquierddA,):

AA :AL _AR 16

De acuerdo a la Ley de Lambert-Beer esta difeaeggiproporcional a la diferencia

entre los coeficientes de extincion mdlgr

Ae =g — & 1.7

Este valor se convierte en elipticidad md[#&}) a partir de la ecuaciéon 1.8:

[6] = 3298 Ae 1.8

Los espectros obtenidos son caracteristicos de peataina y resultan de la

contribuciéon de todos los cromoéforos presentesaea ana.

80000 T T T T
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[6] (deg.cm® .dmol™)

20000 Y2
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160 180 200 220 240 260

longitud de onda (nm)

Figura 1.14: espectros de CD en el UV lejano astoga distintos tipos de
estructuras secundariag=) a-hélice; (——) p-lamina antiparalelay(-) giro g
y (---) estructura desorganizada [92].
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Por ello, es necesario recurrir a distintos métodsmdisticos para estimar la
estructura secundaria. Estos métodos se basangeritrabs mateméaticos y emplean
proteinas de referencia con estructura conocid&nsialografia. Sin embargo, en muchas
oportunidades estos meétodos no logran resolver deera correcta la estructura
secundaria de proteinas y no son comparables gintlebido a la existencia de distintas
colecciones de proteinas de referencia que puedplearse. Ademas, los supuestos en los

gue se basan muchas veces no son correctos o merdeente de error [93, 94, 95].

1.7.4. Calorimetriade titulacion isotérmica (ITC).

La ITC (del inglés,Isothermal Titration Calorimetly es una técnica analitica
ampliamente usada en distintas areas de invesiigaomo la biofisica, la biotecnologia y
la farmacologia que permite conocer varios pardasetite la interaccion entre dos
moléculas por medidas del calor producido o condama presion constante, cuando se
mezclan cantidades precisas de ambos reactivos.akasiaciones proteina-ligando,
proteina-proteina, proteina-ADN/ARN son ejemplosndedable interés bioldgico [96].

Esta técnica mide directamente el calor liberadbsorbido en una reaccion que
pone en juego interacciones intermoleculares anmteculares. Si el efecto térmico neto
de la interaccién es suficientemente grande, kEci@h molar polimero/protein@/n), la
entalpia(4H®) y la constante de afinida#) de estos complejos puede determinarse sin

ambigtiedad. Consecuentemente, la energia de GER5%puede calcularse como:

AG° = —RT Ink 1.9

y la entropig4S°) del proceso como:

AS°® = AH°; a6 1.10

El éxito de esta técnica se debe a varios heclegarges. En principio cualquier
interaccion libera o absorbe calor. En ITC est®rcak mide a presion constante y por
ende, se determina directamente la verdadera &éntdép la reaccion en estudio. Esta
peculiaridad contrasta con las medidas de una péataparente, deducidas de la
dependencia de la constante de asociacion commigetatura (ecuacion de van‘t Hoff),

obtenidas con técnicas tales como equilibrio desdiaultrafiltracion o cromatografia de
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exclusién. Ademas, existe una base metodolégiedycha bien establecida para analizar
los datos experimentales, incluso de sistemasivataente complejos [97, 98]. Como
consecuencia, es posible en muchos casos obteaetanacterizacion completa de una
interaccion intermolecular, siendo la Unica técrgcee proporciona simultaneamente la
relacion molar y las funciones termodinamicas.

No obstante, debido a la inespecificidad intrinsenala detecciéon del efecto
térmico se precisa de la ayuda de otras técnigeiigas para interpretar los valores de
los parametros termodinamicos en términos moleesilar

La importancia de la aplicacion de ITC en el esiwth los complejos proteina-PE
es que se puede caracterizar inequivocamentet@insisdeterminar el numero de moles
de proteina por mol de PE, conocer la naturaleZa dgeraccion, no soélo a partir de las
funciones termodinamicas sino que ademas llevanthiba los experimentos en distintas
condiciones experimentales (pH, fuerza i6nica, &xepra). Puede complementarse con

turbidimetria para conocer previamente dichas cionies.

1.7.4.1. Equipamientg experimentacion.

El equipo utilizado para llevar a cabo un experitnede ITC se denomina
calorimetro de titulacion Un esquema béasico de sus componentes mas imjesrisa

muestra en la figura 1.15 [99].

tornillo maestro

inyector

agitador magnético
jeringa
camisa interna L= camisa externa

celda de referencia (- ) (- celda de muestra

Figura 1.15: esquema bésico de un calorimetro
MicroCal VP-ITC.

Un calorimetro tipico consta de dos celdas con dome moneda (celda de

referencia y celda de muestra) rodeadas por unsaadiabatica y un inyector. La celda
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de muestra es aquella en la cual se realiza etiexgreto y en ella se coloca la solucién de
uno de los reactivos; mientras que en la celd@&f@éeancia se coloca agua milli-Q o buffer.

El inyector se encarga de hacer agregados sucetavassolucion del otro reactivo
dentro de la celda de muestra. Al mismo tiempex&lemo de la jeringa agita la soluciéon
durante todo el experimento. Cada alicuota qugega al sistema provoca la liberacion o
consumo de calor que es monitoreado en tiemp@ozalna termocupla.

De esta manera, un experimento convencional deififflica realizar agregados
consecutivos de la solucién de ligando a la sotuci®é macromolécula contenida en la
celda de muestra hasta observar la saturaciérsdstios presentes en la macromolécula.

Inicialmente, el calorimetro mantiene ambas cetdistemperatura de trabajo y la
potencia necesaria para conservar dicha temperatusiante da origen a la linea de base
del equipo. Cada alicuota que agrega el inyectoergeuna variacion en la temperatura de
la celda de muestra que es compensada por unacoense variacion de la potencia
suministrada a la celda, procurando restablectntgeratura de trabajo. Las reacciones
exotérmicas provocan disminuciones en la potenciantnas que las endotérmicas
provocan aumentos de la misma. Asi, el softwargigta con el calorimetro monitorea la
variacion de potencia a través del tiempo y muesirdempo real un grafico de potencia

(ucal/seg) vs. tiempo (min) como el de la figurk6l.

Q= f:f potencia dt

potencia (pucallseq)

tiempo (min)

Figura 1.16: pico caracteristico de respuesta a imgeccion de un reactivo
sobre otro colocado en la celda de muestra—) linea de base;: tiempo
inicial de la inyeccion ¥: tiempo final de la compensacion de potencia.

El area del pico integrada entre el tiempo inigidinal es el calor intercambiado

por el sistema durante cada inyeccion. Por cadadt que se agrega, el software muestra
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picos cuyas areas disminuyen a medida que el sistensatura. La figura 1.17 (panel
superior) muestra un ejemplo del grafico final de experimento de calorimetria de

titulacion isotérmica [100].

tiempo (min)
0 0 20 3

T

041 ‘ ‘ 1

fr I

064 ]

potencia (ucal/se

AH (Kcal/mol inyectante
o

144 o J

T T T " T ! T T
0.0 0.5 1.0 1.5 20
relacién molar

Figura 1.17: graficos representativos (fenel superior)potencia vs.
tiempo y(panel inferior) 4H vs. relacibn molar de un experimento de ITC.

Finalmente, el software informa &H asociado a cada inyeccion como el calor por
mol de inyectante y lo representa en un graficaldgcal/mol de inyectante) vs. relacién
molar (figura 1.17 — panel inferior).

Sin embargo, se debe tener precaucion en el andédos datos experimentales: el
calor generado o absorbido puede ser resultadoudeenesos procesos que ocurren
simultdneamente con la reaccion de interaccionigmognte dicha, tales como la dilucion
de la macromolécula y la disolucion del ligando. ihaspecificidad intrinseca de esta
técnica hace necesario efectuar ciertos controles mprmitan sustraer de calor total
aquellos que no correspondan a la interaccion enisha. Asi, ademas de realizar la
titulacion de la macromolécula con el ligando, sbel “titular” buffer con ligando y
macromolécula con buffer de manera tal de obtehealer asociado a la disolucion del
ligando (AHgiso) Y €l calor asociado a la dilucion de la macromak¢AHq;). El calor

propio de la interaccion macromolécula-ligaridibiin;) se puede calcular entonces a partir

del calor total medid@4H ) como:
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AH;pe = AHy — AHg; — AH g0, 1.11

1.7.4.2. Andlisiglel experiment@nITC.

El disefio de un experimento de interaccion macréoutd-ligando y el analisis
posterior de los datos se realizan sobre la base deodelo de interaccion.

En aquellos casos de interaccion que no muestrefiegto cooperativo (positivo o
negativo) ni que presenten diferentes clases dessite union para el ligando, el
comportamiento del sistema “interaccionante” sedpugescribir adecuadamente a traves
del modelo denteraccion con sitios independientes y equivalentg01-106]. El término
equivalentesmplica la misma constante de afinidad microscOpi@e cualquiera de los
sitios presentes y el térmimodependientese refiere a que la union a un sitio cualquiera
no modifica la afinidad de los restantes.

El analisis termodindmico estadistico de un proces union con estas
caracteristicas nos demuestra que la funcion deiparde union(Z), que describe las
poblaciones de los diferentes estados moleculacesibles del sistema es [107]:

Z=A+k[LD" 1.12

donde k es la constante microscopica aparente del equoililde union, [L] la
concentracion de ligando libre en equilibrio cos d@mas especies presentes en el sistema
interaccionante (M, ML, M, ..., ML)) y n es el numero de sitios de unién de la
macromolécula para el ligando.

La relacidon de la concentracion de ligando unide@uilibrio con el ligando libre
([L]b) Yy la concentracion de macromolécula tqfd] ), conocida com@arametro de

union, esté relacionada con la funcion de particion dérupor:

__ [ty _ dlnz
V= My 2] 1.13

Por consiguiente el calor asociado a la variadé&moles de ligando unido por mol
de macromolécula para un sistema representadd pwdelo de n sitios independientes y

equivalentes sera:

q; = AH, A(moles L) 1.14
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dondeL, representa el ligando unido4H;, es el cambio de entalpia por mol de ligando
unido. SiV¢ representa el volumen de la celda, la ecuaciGrianfpuede expresarse mas

explicitamente como:
i = AHRV([Llp; — [L)pi-1) = AHRV.(%[M]; — Vi1 [M];—1) 1.15

Consideramos que el volumen efectivo que interviaméa reaccion es aquel que
llena la celda y por consiguiente las concentrasate macromolécula y ligando actuales
en la celda han de corregirse por las pequeinagiadas de estos componentes contenidas
en el volumen desplazado fuera de la misma. Asicdacentracion actual de

macromolécula en la celdgM]; = [M]+[ML]+[ML ;]+...) sera:

Ve=Vin
[M]; = [M]iy 1.16

y la concentracion total del ligando en la celda:

— (Vc_Vin) [L]T,i—l +Vin [L]O

[L]7,; v 1.17

dondeVi, y [L] o son el volumen de inyeccidn y la concentracionligahdo en el inyector,
respectivamente.
El calor total acumulado despuéshlenyecciones puede determinarse a partir de

la ecuaciéon 1.18:

nk|[L]

Qr = Xil1 @i = Ve[MIyAH,Vy = Vo [MIyAHy L]

1.18

En ITC, el valor de la variable [L] no se conoce laoque operativamente conviene
expresarla en funcion de las variables experimesitdllr y Qr, como se muestra en la

ecuacion 1.18:

(Ll — [L]p = [L]y — =& 1.19

Vc:AHY

[L]
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Sustituyendo [L] en la ecuacién 1.18 con la ecuatid 9, se obtiene una ecuacion
de segundo grado en Q cuya solucion es la ecua6n

__ VcAHp
T 2k

Qr [1+k [Llr + nk[M]r — (1 + k [L] + nk [M])? — 4 n k2[M]7[L]7]

1.20
Esta ecuacién relaciona el calor total acumuladpuies de N inyecciones con las
variables experimentalescV[L] 1 y [M]+ Y los parametros n, kAH, [107, 108].

1.7.4.3. Caracterizacidtela interaccion.

Existen varios procedimientos para determinar &yaupetros caracteristicos de una
interaccion ligando-macromolécula:

1. calcular el calor acumulado {RQluego de cada inyeccion (ecuacién 1.20) y
graficarlo vs. la concentracion total de ligandolacelda luego de cada agregado
(Lt). A partir del ajuste matematico de estos dataslacecuacion 1.20 se puede
calcular n, k yAH,, (y consecuentement& y AS).

2. ajustar los datos de la curddd vs. relacion molar a una funcion sigmoidea y a
partir de los pardmetros de dicha ecuacion obt@nek,AH,, AG y AS.

3. ajustar los datos de la cur#d vs. relacion molar a uno de los modelos de fijaci
modelo de interaccidn con sitios independienteguvalentes (uno o dos tipos de

sitio); modelo de unién secuencial; etc.

Las opciones uno y dos implican suponer previamgote la fijacion de ambas
especies en estudio sigue un modelo de un Uniap dg sitios independientes y

equivalentes.

1.7.5. Calorimetriadiferencial de barrido (DSQ).

La DSC (del inglésDifferential Scanning Calorimet)yes una técnica muy usada
en varias areas de las ciencias médicas y bio®gjaa permite estudiar la estabilidad de
biomoléculas y conocer parametros importantes daareso de transicion de estados.

Esta técnica permite caracterizar termodinAmicaenenkos cambios
conformacionales inducidos por variacion de la terafra en proteinas [109, 110], &cidos
nucleicos [111] y biomembranas. En la actualidadeesiderada la técnica mas adecuada

para estudiar la energética de las transicion@sedmmiento-desplegamiento de proteinas
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La informacion fundamental que proporciona un expento de DSC es la
capacidad calorifica de un sistema en funcién ddetaperatura. El procesamiento
subsiguiente de esta magnitud proporciona una tesizecion termodinamica completa
del proceso investigado. En general, los paramgtrese pueden obtener por DSC son:

1. Latemperatura de desnaturalizacfdp) que es la temperatura a la cual el 50 % de
la poblacién de proteina se encuentra en su foatiaany el 50 % se encuentra en
su forma desnaturalizada.

2. La capacidad calorifica parci@;,) del compuesto de intereés.

3. Los parametros termodinamicos globales: los camtiéosntalpig4H®), entropia
(4S°), energia de GibbgA4G°) y variacion de la capacidad calorifi¢lCp)
asociados a la transicion inducida por temperatura.

4. La funcién de particion y concomitantemente la poidin de los estados relevantes

del sistema y sus parametros termodinamicos.

La DSC se utiliza en el estudio de la interaccidigina-PE ya que junto con otras
técnicas como la espectroscopia UV-vis y DC, apaftamaciéon sobre la estabilidad de
la estructura proteica. Esta técnica se destacas@ame las recién nombradas ya que
permite, a partir del valor den,I determinar si la interaccion del PE con la praei

estabiliza o no la conformacién nativa de la misma.

1.7.5.1. Equipamientg experimentacion.

El equipo con el cual se trabaja en DSC se denondlaimetro diferencial de
barrido y consta basicamente de dos celdas con forma dedaquna de muestra y otra
de referencia) rodeadas por una camisa adiabéticaa(1.18).

— jeringa

soporte para el llenado
| | | de lascelda:

celda de referencia celda de muestra

Figura 1.18: esquema basico de un calorimetro
MicroCal VP-DSC [112].
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En la celda de referencia se coloca agua milli-Quffer mientras que en la de
muestra se coloca una solucion de la macromolémelparada en agua o buffer. En un
experimento tipico de DSC la temperatura del sigtemmenta en un rango y a una
velocidad establecidos por el usuario mientrasegestra de forma continua la capacidad
calorifica aparente de la solucion de proteina.

El funcionamiento del equipo es similar al del dah®tro para ITC: si bien en este
caso la temperatura de trabajo varia a lo largmde el experimento; la misma se calibra
con la potencia que se le otorga a la celda y setarea la variacion de potencia durante
todo el experimento.

Durante una transicion endotérmica, la temperatarta celda de muestra cae por
debajo de la de referencia debido a que parte @mdagia suministrada se utiliza para
inducir la desnaturalizacion de la proteina endeepara calentar la celda. Esto provoca el
suministro adicional de potencia a la celda de tnaigsara igualar la temperatura de la
celda de referencia. Este aporte de energia e®mgiopal a la energia necesaria para
provocar la transicion.

Los datos experimentales se presentan en un grdécoapacidad calorifica vs.
temperatura llamad@rmograma(figura 1.19), el cual generalmente esta caraatdd por
un pico de absorcién de calor correspondiente @roneso o transicion térmicamente

inducida.

1.7.5.2._ Termograma

Por lo general, el termograma de DSC de una pe&sruna curva que contiene un
pico endotérmico (figura 1.19) que se debe a laralim de calor asociado a la transicion
en estudio (en el caso de algunas proteinas senehtivarios picos asociados a la
desnaturalizacion de distintos dominios intramdke@s).

Los valores de la sefial en la zona de pre-tramsicigost-transicion corresponden
respectivamente a las capacidades calorificassdeskados nativo y desnaturalizado de la

proteina.
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40 60 80 100
TE)

Figura 1.19: curva de capacidad calorifica en fuhtide la temperatura
para la desnaturalizacion térmica de una proteif@oketica [100].

A partir del termograma se pueden obtener ciertrgarmpetros termodinamicos
significativos de la transicién calorimétrica comaoentalpia de transiciof@H:,) que es
independiente de la naturaleza de la transiciée puede calcular a partir de la siguiente

ecuacion 1.21:

AH,, =fcp AT 121

Asi, se observa que &H, se corresponde con el area encerrada debajocdevia
del termograma. Ademas, se pueden determinar lpeatura del maximo de la transicién
(Tm) y la variacion de la capacidad calorifit#Cp) entre el estado nativ(:CpN) y el
desnaturalizad¢C,").

Es importante destacar que para realizar un améésado en la termodinamica de
equilibrios, se debe comprobar la reversibilidad laetransicién efectuando barridos
sucesivos y observando como se modifica el termogrda ausencia de un pico a partir
del segundo barrido indicaria que la transicionepolzda no transcurre en equilibrio
termodinamico. Por lo tanto, la informacion quepsede obtener de un experimento de
DSC es diferente cuando el proceso esta en edoildurante todo el barrido de

temperatura o esta controlado cinéticamente [109, 113, 114].
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Existen dos modelos ampliamente utilizados pamnélisis termodinamico de los
datos: los modelos dmuilibrio de dos estadogde mas de dos estadpsin modelo para
el andlisis cinético de los mismos (modelo ldemry y Eyring). En este ultimo, la
desnaturalizacion de la proteina esta gobernaddapgelocidad de reaccion y no por la
termodinamica.

A continuacion se explican los modelos de equdibpara el analisis de los

termogramas de DSC.

1.7.5.3. Modelae equilibrio dedosestados

Para algunas proteinas globulares pequefias tale® da ribonucleasa A
pancreatica, la lisozima de clara de huevo de ngallia nucleasa estafilocOcica, la
mioglobina y el citocromo C [115, 116] se ha obados que en el proceso de
desplegamiento existen Unicamente dos estadosficigiviamente poblados: el estado
nativo(N), con una estructura plegada y el estado desnaadalo desplegad®).

Desde el punto de vista termodinamico-estadiststps estados N y D son en
realidad dos macroestados formados cada uno depmalouna multitud de microestados
que difieren muy poco en sus entalpias. El desplegdo de estas proteinas puede
describirse cuantitativamente mediante el llamaddeto de equilibrio de dos estados, que

se puede esquematizar de la siguiente forma:

Ne D

Los dos estados N y D se encuentran en equililbriméo momento. La constante
de equilibrio aparent&p) viene dada por:

k, = 21 1.22

[

[E—

y la fraccion de proteina que se encuentra entaied (xp) sera:

Xp = = 123
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Para este tipo de procesos, el calor absorbidoaatemperatura determinada es
proporcional al avance de la reaccién. Por lo tal#oconstante de equilibrio a cada
temperatura se puede obtener facilmente a paltiedeograma.

A partir de la ecuacion de van't Hoff se puede utatcel cambio de entalpia

(4Hvy) correspondiente al proceso como:

(d anD) _ AHyy
dr Jp ~ RT?

1.24
dondeAHyy se denomina entalpia de van’'t Hoff.

Si el proceso es efectivamente un equilibrio edtre estados, los valores de ambas
entalpias AH.y Yy AHyy) deben ser idénticos. Si existe cooperativida@érimblecular
entonces elMHyy es mayor alAH¢, aunque el proceso siga siendo de equilibrio. Bor o
lado, si elAHyy es menor al\Hc,, el proceso de equilibrio no es de dos estadas yop
tanto existen uno o mas intermediarios termodinaménte estables significativamente
poblados. Esta situacion corresponde normalmentasad en que ciertas regiones de la
proteina (o dominios cooperativos) se desnaturaliz@ependientemente uno del otro.

Conociendo estos parametros, se pueden calculaariacion de energia libre
estandar4G°) y la variacion de entropia estandas{) de la transicioN—D a partir de

las ecuaciones termodinamicas 1.25y 1.26:

AG® = —RTInK, 1.25
o_ _ (046°
AS° = (aT) 1.26

1.7.5.4. Modelale equilibrio entremasde dosestados.

Se han encontrado una gran cantidad de proteirgggcialmente las mas
complejas, para las que el modelo de dos estades wélido. Esto puede debersé ana
poblacion apreciable de estados intermedios deapiemto en equilibrio con los estados
N y D [117],ii) cambios en el grado de asociacion de la protednacenitantes con su
desplegamiento i) ambas situaciones simultaneamente [118, 119].

Se han propuesto varios modelos para explicars estsos. EI mas antiguo y

frecuentemente empleado es el mods&xuencial que consiste en varios estados
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consecutivos durante el proceso de desnaturalizacas parametros termodinamicos de
cada estado se pueden calcular a partir del teeanm@gpor ajuste de minimos cuadrados no
lineales hasta obtener las constantes de equijlitseocion de moléculas en cada estado,
cambios de entalpia y cualquiera otra funcion refexla con ellos.

Otro modelo es el ddransiciones independienteel cual supone que la
desnaturalizacion de cada dominio es independierdealel otro [100].

1.6.6. Dispersiérdinamica dela luz (DLS).

La DLS (del inglésPynamic Light Scatteringes una técnica no destructiva basada
en la dispersion de luz provocada por las partscefasolucion, que permite determinar el
tamafno de las mismas a partir de su coeficientdifdeion traslaciona{Dgi) [120]. Este
coeficiente puede relacionarse con el radio hid@dico(R,) de una particula a través de

la ecuacién de Stokes-Einstein:

Dgyir = 1.26

dondeky, es la constante de Boltzmarines la temperaturasyes la viscosidad del medio.
El radio hidrodinamico se define como el radio da asfera impenetrable.

1.6.6.1. Fundamentaiela DLS.
Las particulas en solucién desvian la direccidnrdéaz de luz incidente como se

muestra en la figura 1.20.

haz de luz @)
incidente @] ki
=-}---@------ =

o ks q

haz de lu
dispersada

Figura 1.20: fenomeno de dispersion de la kiz.k; son los vectores de
onda incidente y dispersada, respectivamefites el &ngulo al cual se
mide la intensidad de la luz dispersada.

Se define el vectay que resulta de la diferencia entre los vectorgsiq121].
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La magnitud del vectoq se relaciona con la longitud de onda y el angulo de
dispersién#) a partir de la ecuacién 1.27:

__4misin(8/2)

2 1.27

dondei es el indice de refraccion del medio.

Como las particulas dispersantes se encuentran omstaote movimiento
browniano, este vector varia en el tiempo lo cuahega diferentes patrones de luz
dispersada que pueden describirse a partir deudoghes de correlacion:

* 01 (g,0): funcidon de correlacion del campo magnético déuta dispersada que
describe la correlacion con el movimiento de caatéiqula.
* 02(q,7): funcién de correlacion de la intensidad de ladispersada que describe

los cambios en la intensidad de la luz dispersada.

Ambas funciones se relacionan entre si a travda daacion Siegert, para lograr

corresponder la intensidad de la luz dispersadaktorovimiento de las particulas [122]:

92(q,7) = B (1 + Blg:(q,DI?) 1.28

dondeB es un término relacionado con la linea base dgipegf es una constante del
equipo yr se denomina tiempo de decaimiento.

La relacién entre la funcion de correlaciop \g el tiempo de decaimiento se
representa en una curva gevg logt como la que se muestra en la figura 1.21.

A medida que las particulas se mueven, la cordlaguie existe entre la intensidad
de la luz dispersada y el movimiento de las misohesaparece, con una consecuente
disminucién del valor de la funcion.cgEl tiempo necesario para que se pierda totalmente
la correlacion es el tiempo de decaimiento. Mientreayor sea el tamafio de la particula,

mas lentamente se movera y por ende, mayor seednglo de decaimiento.
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1. Introduccion
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Figura 1.21: grafico deywys logr.

La curva de la figura 1.21 es representativa dexperimento tipico de DLS. El
perfil de decaimiento observado resulta de la dmntion de los decaimientos de las

particulas individuales presentes en la muestrraiimiento estadistico y matematico de
la funcion de correlaciongpermite relacionar conDyjs a través de la ecuacion 1.29:

1
Dgif =

g xt

1.29

Finalmente, la ecuacion 1.29 permite determinaradio hidrodinamico de las
particulas utilizando el coeficiente de difusiomrespondiente a cada una de ellas.
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2. Objetivos

2.1. OBJETIVO GENERAL

En este proyecto se analiza la capacidad de siqrtdielectrolitos de formar
complejos con tripsina como punto de partida patecar este sistema al desarrollo de
procesos de biotecnoldgicos de importancia indalstri

La hipotesis general de trabajo se basa en utileacapacidad de diferentes
polielectrolitos de formar complejos insolubles dmipsina, los cuales son facilmente
separados del resto del sistema, y luego disagiprdteina del polielectrolito de manera
de recuperarla conservando su actividad biologitzcia.

La enzima posee una vasta aplicacion en difergmesesos de fabricacion de
cerveza, medicamentos y alimentos.

Los polielectrolitos seleccionados son naturalesintéticos de bajo impacto
ambiental: Eudraditaniénicos (L-100 y S-100) y alginato.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES
El objetivo general del trabajo se lograra a paie los siguientes objetivos
parciales:

* Analizar el efecto de variables experimentalesndediio (pH, fuerza ionica, sales,
temperatura, peso molecular de los polielectrglite.) que condicionan la
formacion de complejos insolubles entre las prateide interés y diferentes
polielectrolitos de manera de obtener informaciénlas fuerzas intermoleculares
gue participan en la formacion de estos complejos.

e Analizar estabilidad termodindmica de la enzimandaoaforma parte del complejo
con el polielectrolito y ensayar la influencia d&tos polimeros como agentes
estabilizantes en el almacenamiento de la enzimfgaaa en solucion.

» Estudiar el proceso de disociacion de la macromtdéde interés por parte del
complejo polieletrolito-proteina.

* Determinar las mejores condiciones que permiteupe@r a la enzima del
complejo insoluble polielectrolito-enzima.

 Evaluar las potenciales aplicaciones biotecnol&gicde estos complejos:

purificacion, estabilizacién, inmovilizacion.
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3. Materiales y Métodos
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3.1.1. Reactivos.

a) Enzimas.

« Tripsina de pancreas porcingTRP). tipo IX-S, adquirida a Sigma Chem. Co. (USA).
Droga solida en forma de polvo liofilizado con actad enzimatica de 13.000-20.000
unidades de BAEE/mg proteina. Presenta una aativdéda-quimotripsina inferior a 1,0
unidad de BTEE/mg de proteina.

b) Polimeros.

- Eudragif® L100(EL100) y Eudragif S100(ES100) Drogas sélidas en forma de polvo
finamente particulado, provistas por EtilFarma 3.8s estudios de pureza muestran un
contenido de mondmeros inferior a 500 ppm para arpbtimeros.

« Alginato de sodio de alga marrdALG): adquirida a Sigma Chem. Co. (USA). Droga
sélida en forma de polvo que en soluciones de 1% @ destilada presenta una
viscosidad de 200-400 cP a 25 °C (viscosidad media)

c) Sales.

- Citrato de Sodio trihidrato(cit): adquirido a Reagents S.A. (linea Cicarelli). Droga
solida en forma cristalina, calidad pro-analise) ana pureza superior a 99,0%.

. Sigma 7-8 (TRIS): adquirido a Sigma Chem. Co. (USA). Droga sélidafema
cristalina con una pureza superior a 99,0%.

« NaCl: adquirido a Reagents S.A. (linea Cicarelli). Dragdida en forma cristalina,
calidad pro-analisis, con una pureza superior @289,

« CaCk dihidrato: adquirido a Reagents S.A. (linea Cicarelli). Dragdida en forma

cristalina, calidad pro-analisis, con una purez%6-105,0%.

d) Sustratade TRP.
» N,-benzoil-DL-arginil p-nitroanilida(BAPNA): adquirido a Sigma Chem. Co. (USA).

Droga sélida en forma de polvo, con una purezargupe 98%.

e) Otros.

« NaOH: adquirido a Reagents S.A. (linea Cicarelli). Dragdida en forma de perlas,
calidad pro-analisis, con una pureza superior @%97.

« HCI: adquirido a Sigma Chem. Co. (USA). Droga liquickdidad ACS reagent, con una
concentracion 36,5-38,0% P/P y una densidad dg/thPa 25 °C.
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+ Dimetilsulfoxido(DMSO): adquirido a Sigma Chem. Co. (USA). Droga liquida ana
concentracion 50% P/P y una densidad de 1,069a281°C

» Pancreas porcinodonado por frigorifico “Las Heras”, Capital FedeBuenos Aires.

3.1.2. Soluciones.
a) TRP 1 mM:preparada por pesada directa de la droga sélpesterior dilucion en HCI

1 mM. La solucion se almacend a -18 °C.

b) EL100 0,18 mM; ES100 0,18 mM; ALG 0,30 %P/V y 34R/V: cada solucion se
prepard por pesada directa de la droga solida dAOEGLES100 y ALG, respectivamente y
dilucion en buffer cit/TRIS 50/50 mM. Posteriormenirabajando con agitacion constante,
se hicieron agregados de NaOH en granallas hast@ludion total del polimero.
Finalmente, las soluciones se llevaron a volumeal fcon buffer. Las soluciones se
almacenaron a 8 °C. La concentracion de ALG seesgpen %P/V debido a que las

soluciones de este polimero son polidispersas.

c) Soluciones buffer TRIS 100 mM; cit/TRIS 50/50 nalida solucion se preparé por
pesada directa de la droga sélida de citrato y TRi§pectivamente y dilucién en agua
destilada. Posteriormente, trabajando con agitac@rstante, se hicieron agregados de
NaOH en granallas o HCl acuoso 37% hasta alcarizpH edeseado. Finalmente, las
soluciones se llevaron a volumen final con aguéldda y se almacenaron a 8 °C.

También se prepararon soluciones buffer cit/TRIS®0OnM pH 8,00 con NaCl
1,00 M y TRIS 100 mM pH 8,20 con CaQ00 mM por pesada directa de cada droga
sélida; dilucién con agua destilada y posterioreggdo de HCI o NaOH para alcanzar el
pH deseado. Soluciones buffer cit/TRIS 50/50 mM Na@5 M y 0,50 M se prepararon
por dilucién del buffer NaCl 1 M con buffer sin Ne&Z mismo pH.

d) BAPNA la solucion madre se preparé por pesada directetD8 mg de la droga sélida,
dilucion en 2,30 ml de DMSO y se almacend a -18 I°& soluciones de trabajo se
prepararon al momento de realizar las medidas teidaxl enziméatica diluyendo 100
veces la solucion madre en buffer TRIS 100 mM @2CG0 mM pH 8,20.
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3.1.3. Equipamiento.

a) Espectrofotbmetro Jasco V-530: equipo de dohle don lamparas de deuterio y de
tungsteno que permiten trabajar en un rango detlaes de onda de 190-1100 nm. El
monocromador posee un ancho de banda de 2 nm yexewitud de +0,3 nm. La
velocidad de barrido abarca un rango de 40-800Qmimh. El rango fotométrico varia
desde -2,000 a 3,000 Abs (0 a 200 %T).

b) Espectrofotdmetro BOECO S-20: equipo de simple ¢on una lampara de tungsteno
gue permite trabajar en un rango de longitudesnda de 320-1100 nm. EI monocromador
posee un ancho de banda de 8 nm y una exactita@ den. El rango fotométrico varia
desde -0,300 a 1,999 Abs (0 a 199,9 %T).

c) Espectropolarimetro Jasco 810, equipo con laangaxendn que permite trabajar en un
rango de longitudes de onda de 163-990 nm. El mon@axor posee un ancho de banda
de 2 nm y una velocidad de barrido de 10-100 nm‘nfista provisto con un peltier que

permite trabajar en un rango de temperatura del® °C.

d) pHmetro BOECO BT-600: rango de medicion de plddde-2,000 a 16,000 con una
resolucion de 0,001 y una apreciacion de 0,005adleisl de pH.

e) Calorimetro MicroCal VP-ITC: equipo con dos eslccon forma de moneda: una de
referencia de aproximadamente 1,5 ml donde se &a@lgua milli-Q y otra para colocar la
muestra (volumen de llenado: 1,8 ml; volumen dbdj@ 1,436 ml). El inyector puede
cargar un volumen de 3Q0y permite agitar la muestra a una velocidad @0Q+pm. El
rango de temperaturas de trabajo es 2-80 °C. Adeseaspueden controlar las
caracteristicas de las inyecciones (numero totdynven, duracion y espacio de tiempo
ente inyecciones), la potencia de referencia (Ibese), el tiempo inicial de estabilizacion

de la potencia de referencia y la sensibilidachgekato.

f) MicroCal VP-DSC: equipo con una celda de refer@ry una de muestra con forma de
moneda y un volumen de trabajo de |@5(volumen de llenado: 50Ql). El rango de
temperaturas de trabajo varia desde -10 a 130g&ngite realizar rampas de temperatura

ascendentes y descendentes. La velocidad de bagide 0-90 °C/h (rampas ascendentes)
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y 0-60 °C/h (rampa descendente). La presion dajoghuede seleccionarse desde 0 a 30
p.s.i. Al igual que en el VP-ITC, se puede contrddapotencia de referencia, el tiempo

inicial de estabilizacidon de la potencia de referaly la sensibilidad del aparato.

g) Analizador de nanoparticulas: consta de un goeito compacto modelo ALV/CGS-3

equipado con un laser He-Ne 22 mW gue emite luzadangitud de onda de 632,8 nm. El
angulo de deteccion de luz dispersada se puedsar anire 12° y 152° con una precision
de +0,003°. El correlacionador es modelo ALV 700dltrtau: cuenta con un numero

maximo de 312 canales, modo de correlaciéon autssgygermite un tiempo de trabajo de
25 nanosegundos a 3435,9 segundos. El minimo d&oradio hidrodinamico que se
puede calcular es 5 nm. Se utilizé cis-decalinaatiquido de emparejamiento del indice

de refraccion.

h) Sistema de cromatografia FPLC Pharmacia Biotemhsta de un controlador LCC-501
Plus, dos bombas PumpP-500; un mezclador de 20-6094z y 5 MPa y una valvula de
posicionamiento MV-7 IMV-7. Ademas posee monitalesconductividad y radiacion UV
a 280 nm y un recolector de fracciones automatizZRAC-100. El equipo de FPLC es

controlado con el software FPLC diredtbde Pharmacia Biotech.
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3.2.1. Estudiode |a solubilidad de los PE.

3.2.1.1. Efectalel pH sobrela solubilidaddelos PE.

Se prepararon soluciones de cada polimero en beitf@iRIS 50/50 mM pH

8,00 a tres concentraciones finales diferentesnadess en la tabla 3.1.

TABLA 3.1
Concentracion de PE
EL 100 ES100 ALG
(rM) (rM) (% PIV)
3,70 3,70 0,14
6,67 6,67 0,22
12,59 12,59 0,32

El pH de estas soluciones se vario (trabajandoagitacion permanente) desde
8,00 hasta 2,00 (desde 5,00 hasta 1,00 para leiGolde ALG). Los cambios de pH
fueron aproximadamente de 0,50 unidades por agredmgequeias alicuotas de HCI
concentrado. Luego de cada agregado, se tomo 4,d8@ ta solucion y se le midi6 la
absorbancia a 420 nm (turbidez). La alicuota seld&val sistema antes del siguiente
agregado. La figura 3.1 muestra el esquema degdrahaesta experiencia.

2,00< pH< 8,00

HCI ﬁ

SOLUCION
Polimero + pH varia 0,50 Alicuota
buffer unidades 2,00 mL

A

Abs 420 nm <

Figura 3.1: procedimiento para determinar la solidad de los polimeros.

Los datos recolectados permitieron obtener la cuteasolubilidad de los
polimeros (absorbancia a 420 nm vs. pH) y detemrios rangos de solubilidad e
insolubilidad de cada polimero.
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3.2.1.2. Efectalela fuerzaidnicasobrelas curvasde solubilidaddelos PE.

Se prepararon soluciones de EL100 1yl?2 ES100 1,12:M y ALG 0,22 g/L
en buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00 en ausencianypeesencia de NaCl 0,25 M y
1,00 M (también 0,50 M para el ALG).

Se utilizé la misma metodologia detallada en eftaga anterior para obtener

las curvas de solubilidad de cada polimero a ktintis fuerzas idénicas del medio.

3.2.2. Estudiode la formacion de los complejosinsolublesPE-TRP por medidasde

turbidez.
3.2.2.1. Efectalel pH sobrela formaciéndelos complejosPE-TRP.
3.2.2.1.a) pH inicial = 8,00
Se prepararon soluciones de PE con distintas ntraceones de TRP en buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00 (tabla 3.1I). A cada satin se le vario el pH y se le midi6

absorbancia a 420 nm como se explicé en el apala2ld.1. De esta manera se

pudieron obtener las curvas de solubilidad de cadade los complejos PE-TRP y
determinar los rangos de solubilidad e insolubdidie los mismos. Paralelamente se
realizd un control de la turbidez aportada porRPTrealizando un barrido de pH a una
solucién de TRP 45,5 uM.

TABLA 3.1

EL 100 (3,70 pM) ES100 (3,70 uM) | ALG (0,15% P/V)
relacion TRP/EL100 | relacion TRP/ES100 | relacion TRP/ALG

(mol/mol) (mol/mol) (umol/g)

sin TRP sin TRP sin TRP

2,40 2,40 19,71

481 481 25,21

12,00 12,00 31,51

3.2.2.1.b) pH inicial = 3,50

Se prepararon soluciones de PE con distintas ctraceanes de TRP en buffer

cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50. Las relaciones TRP/PE lss mostradas en la tabla 3.1I.

Cada solucion se dividio en 2 sistemas: a uno lde sk le vario el pH desde

3,50 a 2,00 por agregado de HCI concentrado; naiemfue al otro se le vario el pH de
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3,50 a 8,00 por agregado de una solucion concenttadNaOH. En ambos casos, la
variacion de pH fue de 0,50 unidades. Luego de eaglegado, se tomd 2,00 ml del
sistema y se le midi6 la absorbancia a 420 nm.licaaa se devolvié al sistema antes
del siguiente agregado. Las curvas de solubili@gadbsuvieron graficando absorbancia

a 420 nm vs. pH. También se realizé un control @@.T

3.2.2.2. Efectaela concentraciome TRP sobrela formacionde complejosPE-TRP.

Este estudio se llevd a cabo por titulacion turbitrica de cada PE con TRP.

La figura 3.2 muestra el sistema utilizado el coahsiste en un vaso de
precipitado conteniendo una solucion de PE prepaeadbuffer cit/TRIS 50/50 mM a
diferentes pHs (tabla 3.111). Trabajando con agitagpermanente, se hicieron agregados
de 10ul de una solucién de TRP 1,00 mM pH 3,00. Luegaalda agregado se tomo
una alicuota y se midi6 la absorbancia a 420 nnalffiente, la alicuota se devolvio al
sistema y se prosiguid con el siguiente agregadbRfe La turbidez que aportarian los
PE en algunos pH fue restada a cada valor de erloebdido.

pHmetro
Abs 420 nm
tripsine —

\
=" il

| L
polimeroff Y

GO

v

Figura 3.2: esquema del sistema para la tituladidrbidimétrica.

TABLA 3.1II
EL 100 ES100 ALG
0,46 pM 0,46 pM 0,004 % P/V
4,00 5,00 3,00
pH 4,50 5,50 3,50
5,00
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Se confeccionaron las isotermas de titulacion spoedientes graficando
absorbancia a 420 nm vs. relacién TRP/PE. Las otramdones de TRP y polimero en
el sistema fueron recalculadas a partir de la dilugenerada por el agregado de la
alicuota de proteina.

La estequiometria del comple{e) correspondiente a isotermas con forma
sigmoidea o hiperbdlica se calcul6 graficamentgisese muestra en las figuras 3.3 (a)
y (b). Para el caso de isotermas que presentanadimo de turbidez, estequiometria

del complejo se determiné como la relacion TRP/REcue se observo dicho maximo.

a)

Abs 420 nr
~

b)

Abs 420 nm

relacién TRP/polimel relaciéon TRP/polimel

Figura 3.3: determinacion de la relacion TRP/polfmeuando se alcanza la
saturacion en un grafica) sigmoideo o) hiperbdlico.

3.2.2.3. Efectaela fuerzaidnicasobrela formaciéndelos complejosPE-TRP.

Se realiz6 una titulacion turbidimétrica de caddrpero con TRP 1,00 mM, en
ausencia de NaCl y en presencia de NaCl 0,25 Mleanedio. Las soluciones se
prepararon en buffer cit/TRIS 50/50 mM al pH ecwl se determiné la estequiometria
del complejo en las graficas obtenidas en el apar8a2.2.2. La metodologia de trabajo

es igual a la descripta en el mismo apartado.

3.2.2.4. Cinéticaleformaciéndelos complejosPE-TRP.
Se prepararon soluciones de polimero en buffefRiS 50/50 mM al pH en el

cual se determind la estequiometria del complejolaan isotermas de titulacion
turbidimétrica. En cada solucion se agrego unaiaécde TRP 1,00 mM y se midio
absorbancia a 420 nm a través del tiempo duranteirhtos. Luego se graficod
absorbancia a 420 nm vs. tiempo y se determinérapb al cual el sistema comenz6 a
saturarse. Ademas, cada complejo PE-TRP se ensaydifeeentes relaciones
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TRP/polimero (tabla 3.1V) para analizar el efecéola concentracion de TRP sobre la

cinética de formacion del complejo insoluble.

TABLA 3.1V
TRP 0,11 mM TRP 0,04 mM
relacion TRP/EL100 | relacion TRP/ESL00 | relacion TRP/ALG

(mol/mol) (mol/mol) (umol/g)

3,23 3,23 170

5,39 5,39 220

8,09 8,09 330

16,18 16,18 660

32,35 32,35 4000

3.2.3._Estudiode la formacién de los complejosinsolublesPE-TRP por ITC.

En la celda de muestra se coloc6 una solucién d& @;BR0 mM (0,10 mM para
el estudio del complejo ALG-TRP) preparada en bufféTRIS 50/50 mM a distintos
pHs: de estequiometria de complejo en ausenciasepcia de NaCl 1,00 M y pH 8,00.

En el inyector se colocé la solucién de polimerepprada con el mismo buffer
que la solucién de proteina. Se trabajo con sahesiale EL100 0,13 mM; ES100 0,06
mMy 0,13 mMy ALG 0,50 % P/V.

El equipo se termostatizd a 25 °C durante todxperencia. Se realizaron 54
agregados de pL de la solucion de polimero cada 5 minutos. Cagtagado dur6 10
segundos y la velocidad de agitacion fue 307 rpmegb de cada agregado, el
calorimetro midié la potencia necesaria para cosgrela variacion de temperatura a
causa de la liberacién o consumo de calor portéadaocion del polimero con la TRP.

Los blancos del experimento se realizaron colocafhdoblanco de polimero:
celda: solucion buffer; inyector: solucion de paim y 2.- blanco de TRPcelda:
solucion de TRP 0,30 mM; inyector: solucion bufidmbos permitieron determinar el
calor de disolucion del polimero y de dilucién der'RP y restarlos del calor medido.

A partir de los datos de\H (cal/mol de inyectante) vs. relacion molar
polimero/proteina se calcularon la relacion polofieRP (n/n), la constante de afinidad

intrinseca (k) (ecuacion 1.20) y las funciones tatimamicas\AH®, AS° yAG®.
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3.2.4. Estudiode la formacion de los complejosinsolublesPE-TRP por medidasde

dispersionde luz.

El tamafio de los complejos PE-TRP en diferenteslicones del medio, como
asi el de los polimeros, se estudio por medid&3L.&e
Se prepararon soluciones de TRP, polimero y comghi-TRP en buffer

Cit/TRIS 50/50 mM al pH vy las relaciones molaresstrexdas en la tabla 3.V.

TABLA 3.V
Sistema | pH del medio [(E\*AF;] [PE] Relacion TRP/PE
EL100 3,50 0,09uM
5,00 - 18,52uM -
8,00 37,03uM
ES100 3,50 0,09uM
5,50 . 18,52uM -
8,00 21,79uM
ALG 3,50 — | 030% PNV _
8,00 0,08% P/V
TRP 3,50 6,98 _ _
8,00 9,09
EL100-TRP 5,00 1 0,185uM 5,40
8,00 100 | 18,52uM | moles TRP/mol EL10(
ESL00-TRP 5,50 1 0,28uM 3 60
550 NaCl1 M| 100 | 27,78uM '
800 100 27.78uM moles TRP/mol ES100
ALG-TRP 3,50 0,50 | 2,25 mg/L 999 2
350 NaCl1M| 66,67 | 0,03% PN | <8
8,00 66,67 | 0,03% PN | M g

La temperatura de trabajo fue de 298,05097 K yisgogidad e indice de
refraccion de la solucion se estandarizaron en22B82P y 1,33200, respectivamente
para todos los sistemas. La longitud de onda dek léncidiendo sobre la muestra fue
632,80000 nm y el angulo de medida de la luz désukr fue 90°. Cada experimento
durd 300 segundos y se realizé por cuatriplicado.

Se us6 el software GENDIST (GenR 94 v. 4.0) paewvall a cabo la
transformada de Laplace invertida no regularizasiando el algoritmo REPES (del

inglés,Regularized Positive Exponential Sum Program
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Los datos de tiempo de decaimient@ ms) obtenidos permitieron calcular el
coeficiente de difusion de las particulas en lastraeutilizando la ecuacion 1.29 y, a
partir de estos valores, el radio hidrodinamico la® particulas presentes en cada

sistema aplicando la ecuacion 1.26.

3.2.5._ Andlisisconformacional dela TRP.

3.2.5.1. Espectrode absorciéoriJV-visible de TRP enausencig presenciale PE.

Se llevaron a cabo los espectros de absorcion elezimna entre 250-400 nm en
medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH de méaxima cantidde complejo insoluble
formado; en ausencia y presencia de distintas otra@ones de cada PE (tabla 3.VI).

TABLA 3.V
TRP 14 uM (EL 100; ES100) — 11 uM (ALG)
EL100 | ih E1100-3,25-542-808 - 16.21 - 32.46
(mol/mol)
Relacion ES100 )
bl (roifmol) | SN ES100 - 325 -5.42 - 8,08 - 16,21 - 32,46
ALG | o ALG - 235,30 - 333,33 - 689,66 - 3333.83
(umol/g)

A cada espectro se le realizéclarreccion por turbide4123] como se explica a
continuacion. Primero se graficé logaritmo de lsabancia vs. logaritmo de la
longitud de ondai para la porcion del espectro correspondientdas &bngitudes de
onda donde no absorbe la muestra y los valoresbderlzancia medidos se deben
Gnicamente a la turbidez. Estos datos se ajustaroma recta representada por la

siguiente ecuacion,

logAbs = m XlogAd+h 3.1

A partir de esta ecuacion se recalcularon todosvddares de absorbancia del

espectro y se los graficd vs. longitud de ondaalRiente, al espectro original se le

resto el espectro recalculado (figura 3.6).
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Figura 3.6: correccion por turbidez del espectroatesorcion de
proteinasl) Espectro original2) Espectro calculado a partir de la
absorbancia corregida3) Espectro final.

3.2.5.2. Espectrodedicroismocircularde TRP enausencigy presenciale PE.
Se prepararon soluciones de TRP j®8en buffer Pi 50 mM a pH 3,50 y pH
de formacion de los complejos EL100-TRP (5,00) y1&BTRP (5,50). Esta

experiencia no pudo realizarse con ALG debido alguauestra era muy turbia y la
sefal de voltaje aumentaba por encima de 500 mV.

A cada solucion se le agreg6é consecutivamente cadisude EL100 o ES100
37,03uM. Las relaciones molares TRP/PE de trabajo se tnaunesn la tabla 3.VII.

TABLA 3.VII
Vol. EL 100/ES100 ng acion ng acion
(k) (mol/mol) | (mol/mol)
0 -- -
5 68,50 68,50
15 33,33 33,33
25 13,51 1351

Se midié la elipticidad de la TRP en ausencia ygdude cada agregado de
polimero abarcando un rango de longitudes de oed®6d-200 nm y termostatizando a
25 °C. Se realizaron seis acumulaciones por cgukces.

Finalmente, se calculd la elipticidad mola])[y se obtuvieron los espectros de
DC para cada sistema graficandola vs. longitud d@aoa partir de los cuales se

evaluaron cambios estructurales en la TRP.
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3.2.5.3._Estudiagle|a estabilidadestructurabela TRP por medidagde calorimetria.

Se estudio la estabilidad térmica de la TRP enrmigse presencia de EL100 y
ES100 por DSC para determinar la temperatura deateslizacion (F), el AH
involucrado en la transicion y el modelo de desmdizacion térmica de la enzima.

Para este estudio se prepararon soluciones de mRBSencia y presencia de
cada uno de los polimeros en buffer cit/TRIS 50/8@. Las condiciones de trabajo se
detallan en la tabla 3.VIII.

TABLA 3.VIII
TRP0,3mM
sin PE EL100 ES100
3,00
pH detrabajo 5,00 288 ggg
8,00 ’ ’
Relacion molar TRP/PE -- 10,86
RangodeT (°C) 25-85
Velocidad de barrido (°C/h) 60
Presién detrabajo (p.s.i.) 28,00

Los datos experimentales se procesaron con el gragMicroCal Origin 7.0.
Se obtuvieron las curvas de Cp vs. temperatura geserminaron los parametros

necesarios para caracterizar la desnaturalizaérémda de la TRP.

3.2.6._ Analisisde |a actividad catalitica dela TRP.
3.2.6.1. Métodale mediciénde actividad.

La actividad catalitica de la enzima fue determgnatando eMétodo de
Gildberg y Overbanodificado [124].

Este método se basa en la capacidad que preseni&Rade hidrolizar

especificamente el sustrato cromogénico BAPNA der@o a la siguiente reaccion:
BAPNA + HLO — N,-benzoil-DL-arginina + p-nitroanilina

El seguimiento de la reaccién se realiz6 espedbofétricamente, midiendo
absorbancia a 400 nm.,(;x absorcién de la p-nitroanilina; coeficiente deireibn

molare = 18,1 mM' cm™) a través del tiempo. La reaccién se llevé a cabanedio
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buffer TRIS 100 mM pH 8,20 Ca£200 mM y se trabajo en condiciones saturantes del
sustrato durante el ensayo.
Finalmente, se grafic6 absorbancia a 400 nm vsipliey se obtuvo una recta

cuya pendiente es una medida directa de la aatividda enzima.

3.2.6.2. Analisiglela actividadde TRP enpresenciale cadaPE.
Se prepararon soluciones de TRP en buffer cit/T®RISO mM a diferentes pH y

concentraciones de cada polimero (tabla 3.1X). baperimentos se realizaron a
relacion TRP-sustrato constante y variando la i@e€RP/polimero.

Se extrajo una alicuota de 10 (EL100 y ES100) o 2QuL (ALG) de cada
solucidn, se la agreg6 en 2,00 mL de BAPNA prepah buffer TRIS 100 mM pH
8,20 CaC] 200 mM y se le midié absorbancia a 400 nm durartes@gundos.
Finalmente, se graficO absorbancia a 400 nm veipiiey se ajustaron los puntos
experimentales a la ecuacién de una recta. La petadile dicha recta es proporcional a
la actividad catalitica del enzima.

TABLA 3.1X
Condiciones de trabajo

[TRP] pH del
(mM) medio

Relaciones TRP/PE

3.25: 5,42: 8,08: 16,21: 32,46
EL100 5,00 moles TRP/mol EL100
011
3.25: 5.42: 8.08: 16,21: 32,46
ES100 5,50 moles TRP/mol ES100
170: 220: 330: 660: 4000
ALG | 0,04 3,50 umoles TRP/g ALG

3.2.6.3._Andlisigiela estabilidadde TRP atravésdel tiempopor medidasde actividad.

Se trabajé con soluciones de TRP en ausencia derPfresencia PE y con el
complejo TRP-PE precipitado (sin redisolver). Lakisiones se prepararon en buffer
Cit/TRIS 50/50 mM a un pH y relacion molar que asage la maxima cantidad de

complejo formado (tabla 3.X).
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TABLA 3.X
Condiciones de trabajo
[TRP] pH del .,
(M) medio Relacion TRP/PE
EL100 011 5,00 8,08 moles TRP/mol EL1Q0
ESI100 ' 5,50 5,35 moles TRP/mol ES1(0
ALG 0,04 3,50 222,3@moles TRP/g ALG

La metodologia de trabajo se esquematiza en leafigr.

Cada sistema se incubd a una temperatura de 23 Uistintos tiempos se

tomaron alicuotas y se les midi6é actividad de TRIFs@rbancia a 400 nm durante 90

segundos) por el Método de Gildberg y Overbo meaifo. Luego se graficod

absorbancia a 400 nm vs. tiempo y se comparo iaded enzimatica a cada tiempo de

incubacion para estudiar la estabilidad de la TRP.

El complejo PE-TRP precipitado se obtuvo de laismfe manera:

1.- se prepararon tres soluciones de TRP con aattagyo en buffer cit/TRIS 50/50

mM al pH y relaciones TRP/polimero descriptas ealida 3.X.

2.- cada solucion se dividio en 6 sistemas quaaéaron 10 minutos a 25 °C.

3.- se centrifugaron 10 minutos a 3500 rpm.

4.- se separaron precipitado y sobrenadante.

Los 6 precipitados obtenidos son los sistemas alleisi de este estudio. A

distintos tiempos de incubacion, cada precipitadcedisolvié en buffer cit/TRIS 50/50

mM pH 8,00 NaCl 1,00 M, se les tom6 una alicuotseyle midié actividad como se

explico anteriormente.
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TRP sin complejo PP
polimerc TRP/polimero TRP/polimero
‘ 0hs lhs 2hs 3hs >15 hs >20 hs

t=0,1, 2,3, >15,>20 hs

Alicuotas
100 EL100/ES100 A A A A A

20l ALG

l l Alicuota— 10l (EL100/ES100); 2Qu ALG

2,00 ml BAPNA 1/100 en buffer TRIS 100 mM pH 8,2a8C%; 200 mM

i E LY LY LY LV LY LD
I I | | | | | |

)

t=0hs

t=1hs

t=2hs

Abs 400 nm

t=3hs

t>15hs
t>20 hs

tiempo (seg)

Figura 3.7: metodologia para el estudio de la eickad a través del tiempo
para soluciones de)X TRP en ausencia de polimere) ¢omplejo insoluble
PE-TRP y ) precipitado (PP) redisuelto en buffer.

3.2.7. Precipitacionde TRP con EL100, ES100y ALG.
Se prepararon soluciones de TRP con cada uno deolimeros en buffer
Cit/TRIS 50/50 mM a pH y relaciones TRP/PE detataén la tabla 3.XI; asegurando

que el volumen final sea el mismo en cada casa Raprecipitacion de TRP con

EL100 y ES100 se probaron dos protocolos: uno aqueemplaba trabajar con una
relacion molar TRP/PE igual o superior a la estemeiria de formacion del complejo y
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calculada por titulacion turbidimétrica (protocdlpy otro en el cual se trabajé con las

mismas relaciones molares de cinética (protocalo 2)

TABLA 3.XI
Condiciones de trabajo
[TRP] pH del medio Relaciones TRP/PE
(mM)
EL100/ESL00 EL100: 5,00 | 98 moles TRP/mol EL100
Protocolo 1 ES100: 5,50| 162 moles TRP/mol ES100
0,1
EL100/ES100 EL100: 5,00 | 3,25; 5,42; 8,08; 16,21; 32,46
Protocolo 2 ES100: 5,50 moles TRP/mol PE
170; 220; 330; 660; 4000
ALG 0,04 3,50 pmoles TRP/g ALG

Los sistemas se incubaron durante 10 minutos a et@tysa ambiente y
posteriormente se procedié a centrifugarlos a 3p@0durante 10 minutos. Se separo
el sobrenadante del precipitado y este ultimo disaob/io en buffer cit/TRIS 50/50 mM
pH 8,00 NaCl 1 M. Finalmente, a cada fraccion seildié6 absorbancia a 280 nm.

Luego, a la solucién cuya relacion TRP/PE se oldséavmayor cantidad de
enzima precipitada, se le determino la actividadliteca antes de centrifugar, en el
sobrenadante y en el precipitado redisuelto de raaia¢ de calcular el porcentaje de

actividad recuperado (rendimiento) en el precigitad sobrenadante a partir de la
siguiente ecuacion:

act. enz.sy/pp

% TRPSN/PP = 100 X 32

act. enz.NicIAL

3.2.8._Cromatografiade Interaccion Hidrofobica.

Se trabajo con soluciones de TRP en solucion y pREipitada con ALG y
redisuelta de acuerdo al protocolo descripto ensdaciéon 3.2.7 (el buffer de
redisolucion fue TRIS 50 mM pH 8,00 (WSO, 2,00 M). La relacion TRP/ALG

ensayada fue aquella a la que se observé la magtidad de enzima precipitada.
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Las condiciones operativas a las cuales se llevarcabo los experimentos de

HIC se presentan en la tabla 3.XII.

TABLA 3.XII
Columna Phenyl-Sepharosa
Soporte Sepharosa
Volumen de la columna 1mL
Presion maxima 0,3 MPa
Flujo de operacion 0,75 mL/min
Tipo de gradiente Lineal

Las condiciones de corrida cromatografica se reawenda tabla 3.XIII.

TABLA 3.XIII
[TRP] en solucion 2 mg/mL
redisuelta 0,9 mg/mL
Volumen de muestra | 500 pL
Volumen deelucion | 10 mL
Buffer salino B TRIS-HCI 50 mM pH 8,00 (NSO, 2,00 M

El gradiente de elucion empleado se describe tabla 3.XI1V, dondeV; y Vi se
refieren al volumen de buffer que ha pasado paolamna cuando el gradiente se ha

iniciado y finalizado, respectivamente.

TABLA 3.XIV
Volumen | % Buffer
(mL) salino
0 (Vi) 100

5 100
15 0
25(Vp) 0
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La concentracion de TRP en cada fraccion se detérmor medidas de
actividad aplicando el Método de Gildberg y Ovedsplicado en la seccion 3.2.6.1 y
por medidas de absorbancia a 280 nm utilizandocunza de calibracién preparada
para tal fin.

Ademas, se determind la concentracion de ALG panétbdo colorimétrico del
fenol-acido sulfarico [125]; el cual se basa enhidrdlisis y deshidratacion de
polisacaridos como el ALG en presencia de acidéuscab concentrado para dar
reactivos intermedios. Estos reactivos forman prtofucoloreados con el fenol que

poseen un maximo de absorcion a 490 nm.

3.2.9. Aplicacionde la precipitacion al homogenadode pancreasporcino.

3.2.9.1. Preparaciétel homogenado.

La técnica de precipitacion con EL100 y ALG seic@ph un homogenado de
pancreas porcino para el aislamiento de TRP. Eblgemado se preparé de la siguiente
manera; trabajando a lo largo de todo el procdsgaatemperatura:

1. se removié el exceso de material biologico: vempasa, tejido conjuntivo,
conductos especificos.
2. se cortd en trozos vy trituré agregando aproximadéeng,00 ml de buffer frio
por gramo de material.
se filtro para eliminar los fragmentos de mayordéam
se centrifug6 10 min a 3500 rpm.

se separo el precipitado y el sobrenadante.

o g &~ w

se llevo el pH del sobrenadante a 3,00 con HClagptacion constante. Esto no
solo permite almacenar el homogenado sino que ajemnaéste pH precipitan
sustancias contaminantes que al ser centrifugantash un precipitado y, por
ende, pueden ser separadas de la TRP que queldsobnemadante.

7. se centrifug6é 10 min a 3500 rpm.

8. se separo el precipitado y el sobrenadante, y seotd el pH de esta ultima

fraccion.
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3.2.9.2. Activaciérdel homogenado.

La etapa de activacién del homogenado es necgsaagpurificar la enzima en
su forma activa ya que la TRP se sintetiza comagéno. Ademas, este paso permite
conocer aproximadamente la concentracion de enemal homogenado y calcular
factores de purificacion y rendimientos.

Para poder activar la TRP, el medio de trabaje deb suplementado conCy
una pequefia cantidad de TRP pura (y activa) quendadene el proceso. Se prepard
una solucion de activacién conteniendo 3,20 mLuféeb TRIS 50 mM pH 8,20 Ca¢l
200 mM; 1,00 mL de homogenado yuk de TRP 1 mM pH 3,00. El tiempo de
activacion es de dos horas. Cada una hora se teoradalicuota del sistema y se
determind la actividad mediante el Método de GitgheOverbo (ver seccion 3.2.6.1),
colocando 100 pL del sistema en 2,00 mL de BAPNA.

Ademas, se preparé una solucion de TRP pura IyRP@rnubuffer TRIS 50 mM
pH 8,20 CaCGl 200 mM para controlar que su actividad catalitica contribuya
considerablemente a la actividad del homogenado.

3.2.9.3. Precipitaciode TRPconEL100.

Se aplicaron tres protocolos para precipitar lanea: dos protocolos implicaron

primero activar el homogenado y luego precipitar.eEtercero, primero se precipité la

enzima y luego se activaron el homogenado y eigitado (PP).

3.2.9.3.a) Protocolo 1:
1. activar el homogenado de pancreas porcino.
tomar 1,50 mL del homogenado activado y llevar-bpb,00 con HCI.
agregar 50 pL de EL100 0,18 mM. Incubar 10 minattesmperatura ambiente.
centrifugar 10 minutos a 3500 rpm.
Separar SN y PP. Redisolver este ultimo en buffdSTL00 mM pH 8,00.

Medir actividad catalitica de cada fraccion.

N o gk~ b

Determinar el rendimiento del método.

3.2.9.3.b) Protocolo 2:
1. activar el homogenado de pancreas porcino.
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© N o o B WD

tomar 1,50 mL del homogenado activado y llevar-bpb,00 con HCI.

agregar 50 pL de EL100 0,18 mM. Incubar 10 minattsmperatura ambiente.
llevar el pH a 3,00 con HCI.

centrifugar 10 minutos a 3500 rpm.

Separar SN y PP. Redisolver este ultimo en buffdSTL00 mM pH 8,00.
Medir actividad catalitica de cada fraccion.

Determinar el rendimiento del método.

3.2.9.3.c) Protocolo 3:

1.

preparar una solucién de homogenado sin activit &0 agregando 1,00 mL
de homogenado en 3,20 mL de buffer cit/TRIS 50/50 pi 5,00.

2. agregar 150 pL de EL100 0,18 mM. Incubar 10 minattamperatura ambiente.

3. centrifugar 1,50 mL del sistema, 10 minutos a 3H00.

separar SN y PP. Redisolver este ultimo en bufRISTLO0 mM pH 8,00 Cagl
200 mM.

agregar 2 pL de TRP 1 mM pH 3,00 al PP y a la ssmude homogenado
preparada en el item 1.

medir la actividad catalitica de TRP a través @ehpo de la misma manera que
se explico en el punto 3.2.9.2.

Determinar el rendimiento del método.

3.2.9.4, Precipitaciéode TRPconALG.

Se aplico un Unico protocolo para precipitar laiga con dos variantes: activar

antes de precipitar y precipitar antes de actizbprotocolo que requiere activar luego

de precipitar consta de las siguientes etapas:

1.

preparar una solucibn de homogenado a pH 3,50 agegl,00 mL de
homogenado en 3,20 mL de buffer cit/TRIS 50/50 n#A3p50

2. agregar 50 pL de ALG 0,3 %P/V. Incubar 10 minutdsnaperatura ambiente.

3. centrifugar 1,50 mL 10 minutos a 3500 rpm.
4. separar SN y PP. Redisolver este ultimo en buffISTLO0 mM pH 8,00 Cagl

200 mM.
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5. agregar 2 pL de TRP 1 mM pH 3,00 y 35 mg de gaCPP y a la solucion de
homogenado preparada en el item 1.

6. medir la actividad catalitica de TRP a través @ehpo de la misma manera que
se explicé en el punto 3.2.9.2.

7. Determinar el rendimiento del método.

En el protocolo que implica activar antes de ymiéani, el buffer usado en el paso
1 debe ser suplementado con G#0I0 mM y se debe seguir el protocolo de activacion
del homogenado descripto en la seccion 3.2.9.htnae que el buffer empleado para la
redisolucion del PP no es necesario que contend@z,.CAdemas, las medidas de
actividad realizadas en el paso 6 son puntualesa(ti@vés del tiempo) ya que el

homogenado se activo en el paso 1.

3.2.10._Manejode los datosexperimentales.

Los experimentos se llevaron a cabo por duplicattipicado segun el caso y
el analisis de los datos experimentales se realitidando el program&igma Plot

version 10.0 para Windows, que emplea el algorithaoquardt-Levenberg [126].
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4.1.1. Estudiode la solubilidad de los PE.
4.1.1.1. Efectael pH sobrela solubilidaddelos PE.

Las curvas de solubilidad obtenidas para EL10&¥® a distintas concentraciones se
muestran en la figuras 4.1a) y b), respectivam&geabservé que ambos PE se encuentran en
su forma soluble a pHs basicos lo cual se evidezawida ausencia de turbidez en el sistema.

Esto concuerda con lo esperado para PE anioniosghtes al pH.

)

1,0
0,8 1
0,6 1

0,4 4

Abs 420 nm

0,2 1

0,0 - B

0,6 A e

0,5 |

044

0,3 |

Abs 420 nm

024
0,1
0,0 A ! S W }

pH
Figura 4.1: Curvas de solubilidad de los P& EL100 y(b) ES100 a

tres concentraciones): (¢) 3,70; ¢) 6,67 y €) 12,59. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM. Temperatura 25 °C.
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El rango de insolubilidad del EL100 comenzé a pBD4nientras que el del ES100 a
pH 4,50 y la turbidez se mantuvo constante hastepal a 2,00.

La forma de las curvas de solubilidad, semejantena sigmoidea, evidencia un
mecanismo molecular en el cual es necesario gqueEcaace una concentracion critica de
moléculas neutralizadas por los protones del méasocuales comienzan a unirse por medio
de interacciones hidrofobicas para dar agregadsmubles. La variacion de la concentracion
de polimero no altero la forma de las curvas debsiadad.

La figura 4.2 muestra las curvas de solubilidaceoiotas para el ALG a distintas
concentraciones. De la misma manera que ocurriéet&L100 y ES100, el ALG presento
una curva semejante a una sigmoidea; con un ramgusdlubilidad que abarco pHs inferiores
a 2,50. La variacion de la concentracion del PEelesistema tampoco tuvo efecto sobre la

forma de la curva de solubilidad.

1,0
08
0,6
04 1

|\

0,0 1

Abs 420 nm

pH

Figura 4.2: Curvas de solubilidad del polimero AaGres
concentraciones (%P/V)#)0,14; ¢) 0,22 y £) 0,32. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM. Temperatura 25 °C.

La diferencia observada en los pHs a los cualda P& comienza a insolubilizarse se

debe a los diferentes pKa de los grupos anionagables que presentan cada uno.
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4.1.1.2. Efectalela fuerzaidnicasobrelascurvasde solubilidaddelos PE.
La figura 4.3 muestra las curvas de solubilidad Elel00 y ES100 obtenidos a

diferentes fuerzas iénicas y la figura 4.4 mudsisacurvas correspondientes al ALG.

“Ta

0,3 1 °

0,2 1

Abs 420 nm

0,1 1

0,0 1

0,20

0,15 4

Abs 420 nm
o
S

0,05 4

0,00

pH

Figura 4.3 Curvas de solubilidad de los P& EL100 1,12«M y (b) ES100
1,12uM a diferentes [NaCl]: ) 0 M; (*) 0,25 M y €) 1,00 M. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM. Temperatura 25 °C.
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12

1,01

0,8 1

0,6

04

Abs 420 nm

0,2 1

0,0 1

pH

Figura 4.4: Curvas de solubilidad del polimero ADR2 %P/V a
diferentes [NaCl]: ¢§) 0 M; (*) 0,25 M; (+) 0,50 M y+{ 1,00 M. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM. Temperatura 25 °C.

La presencia de NaCl en cada sistema no alterootenaf y el rango de
solubilidad/insolubilidad de las curvas de solwaiti aunque si se observé un aumento de la
turbidez al aumentar la fuerza ionica. Oaoria de Timasheffindica que el NaCl
(principalmente el ion N se excluiria preferencialmente de la superfigido$ PE debido a
las interacciones favorables entre los iones ynfedéculas de agua. Esto induciria la
hidratacién preferencial de las moléculas de P&yréciendo la precipitacion de las mismas

(salting ou y el consecuente aumento de la turbidez.

turbidez.
4.1.2.1. Efectael pH sobrela formaciéndelos complejosPE-TRP.
4.1.2.1.a) pH inicial = 8,00
Las curvas de solubilidad de los complejos ELIORRKRES100-TRP se muestran en

la figuras 4.5a) y b), respectivamente. El cordi®ITRP no presenté turbidez en todo el rango
de pH. En ambos casos, el sistema presento turbigeis acidos superior al control de PE, lo

cual evidenciaria la formacion del complejo instduBE-TRP. Al aumentar la concentracion
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de TRP también aumentd la turbidez probablemertauga del aumento en el nimero de

particulas de complejo insoluble o la formaciérpddiculas de mayor tamafio.

2,0

154

Abs 420 nm

0,5

0,0 A

2,0 1

15 A

Abs 420 nm

0,5 1

0,0 1

1,0

(@)

1,0 4

pH

Figura 4.5: Curvas de solubilidad de los complgjasEL100-TRP yb) ES100-TRP
desde pH 8,00 a 2,00 a diferentes relaciones TRRAREmMol): (¢) sin TRP;+ 2,40;
(*) 4,81y ¢) 12,00. Medio buffer cit/ TRIS 50/50 mM. Temperai2f °C.

El complejo EL100-TRP siempre presentd valores wudbidez mayores que el
complejo ES100-TRP, siendo iguales la concentrad@®PRE y la turbidez de cada sistema en

ausencia de enzima. Este puede ser un indicio desquguales condiciones se forman mas
moléculas de complejo EL100-TRP que de ES100-TR®léculas de mayor tamario.
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La curva de solubilidad del complejo EL100-TRP prdé la misma forma y un rango
de insolubilidad semejante a la curva del PE. Bhglejo comenzo6 a precipitar a pH 4,50 y
luego la turbidez se mantuvo constante en todargja de insolubilidad. Este es el pH critico
denominad@H® de la figura 1.3 presentada en la Introduccidacei®n 1.3.1 y corresponde
al pH al cual ocurre la separacion de fases.

El sistema preparado con una relacion TRP/EL108aliguL2,00 desarrollé valores de
turbidez superiores al limite de deteccion del gojui

La curva de solubilidad del complejo ES100-TRP mdosin rango de insolubilidad
desde pH 5,00pH®) hacia pHs &cidos; con un pico entre pH 3,00 Y B0e se acentud al
aumentar la concentracion de TRP en el sistema.

Por otro lado, el ALG presentd curvas de solubilidauy diferentes a los Eudrddit

los cuales se presentan en la figura 4.6.
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Figura 4.6: Curvas de solubilidad del complejo AI®P desde pH 8,00 a
1,00 a diferentes relaciones TRP/polimamn¢l/g): (¢) sin TRP;{) 19,71;
(*) 25,21 y ) 31,51. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM. Tempe@@s °C.

Se puede observar que a medida que aumenté lantawén de TRP en el sistema
también lo hizo la turbidez. Las curvas de soldhili obtenidas para el complejo difieren de la
curva del ALG y pueden distinguirse dos regionefdelubilidad. En la primera regién, que
abarca desde pH 2,50 a 5,5iH®), la turbidez del sistema se deberia Unicamentz a

precipitacion del complejo ALG-TRP. Por debajo 250 también comienza a precipitar el
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polimero libre y la turbidez del sistema seria ahara contribucion de ambas especies. Esta
segunda region es similar a la curva de solubilaEldALG en ausencia de enzima.

El comportamiento de los tres sistemas puede expécteniendo en cuenta el estado
de carga de cada molécula. A pH 8,00 la TRP prasemd baja densidad de cargas positivas
mientras que los PE, una elevada cantidad de caegeativas. La densidad de carga de la
enzima no es lo suficientemente elevada como pamaotidar la formacion del complejo
insoluble PE-TRP. A medida que el pH desciendeal8d2D; la densidad de carga positiva de
la TRP aumenta mientras que la densidad de caggtive de cada polimero disminuye. El
primer efecto provocaria un aumento en el nimeydarhano de las particulas de complejo
insoluble y el segundo, una disminucion de los ro&n$in embargo, la ganancia en nimero
de cargas de la enzima predomina por sobre lagzéddi cargas de los polimeros y por ende,
el resultado final es un aumento de turbidez. Bdeete que la densidad de carga de la TRP
es un factor importante para la formacion de losalejos insolubles, ya que la enzima
presenta una “baja” cantidad de cargas positivasiersuperficie (16, mayoritariamente
residuos de arginina) por molécula mientras quePlBgpueden presentar mas de 500 cargas

negativas por molécula.

4.1.2.1.b) pH inicial = 3,50

Las figuras 4.7 y 4.8 muestran las curvas de dwmlall obtenidas para los tres
complejos PE-TRP cuando el barrido de pH se realizdos direcciones: desde pH 3,50 hacia
pHs acidos y desde pH 3,50 hasta pH 8,00. El cotérd@RP no presenté turbidez en todo el
rango de pH.

Se puede observar que la forma las curvas cambgidarablemente en relacion a los
presentados en la seccion 4.1.2.1.a). Es importlastacar que los tres sistemas eran turbios a
este pH.

En los tres casos se observo la presencia deconaptodas las relaciones TRP/PE

ensayadas.
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Figura 4.7: Curvas de solubilidad de los compldgj@sEL100-TRP yb) ES100-TRP
desde pH 3,50 a diferentes relaciones TRP/polirfram/mol): (¢) sin TRP;) 2,40;
(*) 4,81y ¢) 12,00. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM. Temperaf °C.

Cuando el medio se alcalinizo, la turbidez delesmst aumentd hasta alcanzar su
maximo a pH 3,50-4,00 para el complejo EL100-TRRE50 para el complejo ES100-TRP. A
partir de pH 5,00-6,00 la turbidez de los sistemizminuyd hasta valores iguales a cero,
indicando que el complejo insoluble desapareci@inonte. Nuevamente se pone en

manifiesto la importancia de la densidad de caegia @nzima por sobre la de cada PE.
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Al acidificar el medio desde pH 3,50; se observa disminucion en la turbidez del sistema.
Este efecto probablemente se deba a una reducci@h @imero de particulas de complejo
insoluble: las moléculas de PE libre comienzanrdgresus cargas y precipitar; haciendo que
la concentracion de PE soluble disminuya. Esto geizeque el equilibrio de formacion del
complejo insoluble se desplace hacia la disociadéncomplejo, lo cual conllevaria a un
descenso del numero de particulas de complejoubleolSin embargo, el valor de turbidez no
iguala al correspondiente al polimero solo, inditague aun existiria complejo insoluble
formado.

El complejo ALG-TRP presenta el maximo de turbidgzH 3,00-3,50 y, al igual que
los complejos EL100-TRP y ES100-TRP, la turbidezagarecio al alcalinizar el medio desde
pH 5,50 hasta 8,00.
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Figura 4.8: Curvas de solubilidad del complejo ADIBGP desde pH 3,50 a
diferentes relaciones TRP/polimegor(ol/g): (¢) sin TRP;{) 19,71, ¢) 25,21
y (¢) 31,51. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM. Tempe@a6 °C.

El efecto de la acidificacion del medio para etacalel ALG es un poco mas
complicado de analizar ya que este PE aun no jiieeipH 3,50. Ademas, por debajo de pH
3,00 la estructura de la TRP comienza a abrirseregpdo zonas que antes se encontraban

ocultas. Esto claramente modifica la interaccidmeela enzima y los tres PE.
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4.1.2.2. Efectalela concentraciomle TRP sobrela formaciondelos complejosPE-TRP.
Las curvas de titulacion del EL100 se muestramasrfiguras 4.9; 4.10 y 4.11. Para

realizar estos experimentos se seleccionaron las geHlas curvas de solubilidad de cada

complejo PE-TRP que presentaron la mayor turbidez.
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Figura 4.9: Curva de titulacion de EL100 0,481 con TRP 1,00 mM.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 4,00. Temperab&C.
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Figura 4.10: Curva de titulacion de EL100 0,48 con TRP 1,00 mM.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 4,50. TemperabaC.
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Figura 4.11: Curva de titulacion de EL100 0,48 con TRP 1,00 mM.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00. Temperab2C.

Se puede observar que a los tres pHs ensayaduspidez del sistema aumentd al
incrementarse la concentracion de TRP. Todas lasagureflejan un comportamiento
hiperbdlico y presentan una region de saturaciéeleciones TRP/EL100 altas en la cual la
turbidez se mantiene constante a pesar del agretgadazima. Esto indicaria que el sistema
se ha saturado y que por lo tanto no hay formabddnuevas particulas de complejo insoluble.

Ademas, se puede observar que al aumentar el phtanismo de formacién de cada
complejo se modificd. Esto se evidencia por laiafar, a bajas relaciones molares TRP/PE,
de una region en la cual la turbidez se mantierzana a cero a pesar del agregado de TRP al
sistema.

La maxima turbidez en la regidén de saturacion gevaba pH 5,00; al igual que la
maxima estequiometria de complejo (ver tabla Edjo evidenciaria que la mayor cantidad de
complejo insoluble o las particulas de mayor tansditorman a este pH y que cada particula
de este complejo contiene la mayor cantidad de culzlé de TRP. A este pH, la formacion
del complejo insoluble empezd a una relacion mbRIP/EL100 igual a 10,81 moles TRP/mol
EL100.

Las curvas de titulacion de ES100 mostradas éiguea 4.12 presentaron una forma
similar a las curvas de EL100, con una region tieaaon que posee la maxima turbidez y la

maéaxima estequiometria de complejo a pH 5,50 (\daté.l).
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Figura 4.12: Curvas de titulacion de ES100 044 con TRP 1,00 mM.
Medio buffer cit/ TRIS 50/50 mM pk) 6,00 y ) 5,50. Temperatura 25 °C.

También se observé una region de turbidez cercamaioaa bajas relaciones molares.

La formacion del complejo insoluble comenzo6 a wiacién molar TRP/ES100 igual a 16,22

moles TRP/mol ES100.

Las curvas de titulacion del ALG se muestran diiglara 4.13. Estas curvas presentan

un maximo de turbidez a bajas relaciones TRP/AL& medida que la concentracion de TRP

en el

sistema aumento,

la turbidez disminuyé hastantenerse constante.

Este

comportamiento se deberia a un fenomeno denomiadaracion de Ostwalgor el cual se
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forman particulas de mayor tamafio a expensas dendaspequefias. Probablemente, las
moléculas de TRP que se agregan en cada alicuotealieen las cargas negativas de las
particulas de complejo insoluble lo que permitigiae se agreguen para dar particulas
macroscopicas. El efecto de la disminucién en l#idad de entes dispersantes de la luz
predomina por sobre el aumento del tamafio de lesnas. Este fendmeno de maduracion
podria no observarse en los complejos EudtaliRP ya que todas las moléculas de estos PE

poseen el mismo PM y las particulas formadas tandodas el mismo tamafio.
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Figura 4.13: Curvas de titulacion de ALG 0,004 %Rbn TRP 1,00 mM.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pk) 3,00 y ) 3,50. Temperatura 25 °C.

La méxima turbidez se observo a pH 3,50 indicangoel mayor nimero de particulas
de complejo insoluble o las particulas de mayomfirse forman a este pH. Sin embargo, la
estequiometria del complejo no vario.

Los valores de estequiometria TRP/PE calculadoa fwar complejos EL100-TRP,
ES100-TRP y ALG-TRP se muestran en la tabla 4.1.
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TABLA 4.1

Estequiometria del complejo PE-TRP

pH
(n%/lr?gn (nislllr?gl) ALG (umolig)

3,00 -- -- 200
3,50 -- -- 200
4,00 19 -- --
4,50 35 -- --
5,00 98 74 --
5,50 -- 167 --

4.1.2.3. Efectalela fuerzaidnicasobrela formaciéndelos complejosPE-TRP.

Las figuras 4.14, 4.15 y 4.16 presentan las cutteaitulacion obtenidas para los tres

PE, realizadas en ausencia de NaCl y en preseacinalconcentracion igual a 0,25 M.
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Figura 4.14: Curvas de titulacion obtenidas para mmplejos EL100-TRP a
diferentes [NaCl]: (*) 0 M y+) 0,25 M. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00.

Temperatura 25 °C.
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Figura 4.15: Curvas de titulacion obtenidas paracemplejo ES100-TRP a
diferentes [NacCl]: (¢) 0 M y«) 0,25 M. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50.
Temperatura 25 °C.
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Figura 4.16: Curvas de titulacion obtenida paraceimplejo ALG-TRP a
diferentes [NacCl]: (¢) 0 M y+) 0,25 M. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM
pH 3,50. Temperatura 25 °C.

Se puede observar que en presencia de NaCl, ladearldel sistema decrece

drasticamente; alcanzando un valor igual a cera phcaso del ALG. Esto indicaria que las
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interacciones que predominan en la formacion dehpdejo insoluble son de naturaleza
electrostatica.

Para el caso del EL100 y ES100, la turbidez détmsia no desaparece totalmente lo
gue evidenciaria la presencia de interaccionegfdblicas ademas de las electrostéticas.

Estos resultados permiten, no solo inferir la redéza de las interacciones que rigen la
formacion del complejo insoluble, sino ademas cencondiciones que afectan la estabilidad
y/o solubilidad del mismo. Esta informacion es nmportante en el caso que fuese necesario
redisolver el complejo insoluble, separar la TRPpt#imero y reciclar este ultimo para un

nuevo uso.

4.1.2.4. Cinéticaleformaciondelos complejosPE-TRP.

Las cinéticas de formacion de los complejos indekilobon EL100, ES100 y ALG se
presentan en las figuras 4.17, 4.18 y 4.19, respp@cente. Ademas, en cada una se agregoé un
gréfico de barra que muestra la maxima turbidearalada a cada relacion TRP/PE.

Los tres complejos presentaron una cinética dedoidn rapida, con un tiempo de
aproximadamente 50 segundos para obtener la maxiamiidad de complejo. Esta
caracteristica del mecanismo de formacion de losptEjos es muy importante ya que en
cualquier proceso en el cual se manipule mateiadddico o cualquier proceso factible de ser
usado a escala industrial, el tiempo es un factbca.
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Figura 4.17: Cinética de formacion del complejo BDITRP a diferentes relaciones
TRP/EL100 (mol/mol):¢§ 3,23; ¢) 5,53; ¢) 8,08; ¢) 16,18 y (*) 32,41. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.18: Cinética de formacion del complejo BSTRP a diferentes relaciones
TRP/ES100 (mol/mol)*X 3,23; ¢) 5,53; () 8,08; ¢) 16,18 y () 32,41. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50. Temperatura 25 °C.

Los complejos EL100-TRP y ES100-TRP presentan lgim@turbidez a relaciones
molares iguales a 8,08 y 5,53; respectivamenteelAciones molares por debajo de la
maxima, el sistema no se encuentra saturado dedadaja concentracion de TRP; mientras
que en presencia de un exceso de TRP, el PE noaaidopna configuracion espacial 6ptima
para la formacion del complejo insoluble. En corap#m con los experimentos de titulacion,
el agregado de TRP en alicuotas favoreceria ebme@tamiento de las cadenas del PE para
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optimizar las interacciones entre éste y la enzPaa.ello la estequiometria determinada para
estos complejos por titulacion turbidimétrica sesigstancialmente superior. La relacion
optima se confirmaria con los experimentos de II6€,cuales exponen inequivocamente el
numero de moléculas de TRP que se unen a una et PE.

El complejo ALG-TRP mostré un mecanismo de formadistinto a aquel observado
para los complejos Eudra@ifRP: al aumentar la concentracién de TRP en eiartachbién

aumento la turbidez; o sea la cantidad o el tandafioomplejo insoluble ALG-TRP.
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Figura 4.19: Cinética de formacion del complejo AIBP a diferentes relaciones
TRP/ALG gmol/g): () 170; ¢) 220; ¢) 330; ) 660 y () 4000. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 3,50. Temperatura 25 °C.
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La diferencia en los mecanismos de formacion dehpiejo ALG-TRP y los
complejos Eudradit TRP radica probablemente en la elevada densidathidms negativas
gue posee el ALG: al saturarse las moléculas ddaP@ensidad de carga que presentan las
particulas de complejo insoluble seria éptima pmnateraccion entre las mismas.

Ademés, es importante destacar que el mecanismordecion de los complejos
Eudragif-TRP es diferente cuando la TRP se agregé al siseenalicuotas consecutivas o en
una unica etapa: en el primer caso el sistematgggaientras que en el segundo, se observo
un pico de turbidez.

Por otro lado, el mecanismo de formacion del cojopiesoluble ALG-TRP no se

modificé con el proceso de mezclado de las solgson
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4.2.1. Estudiode la formacion de los complejosinsolublesPE-TRP por medidasde ITC.

4.2.1.1. Formaciédel complejoinsolublePE-TRP.

Las figuras 4.20 y 4.21 muestran los datos de pi@ers. tiempo obtenidos para los
sistemas EL100-TRP a pH 5,00 y ES100-TRP a pH Sé&dpectivamente. Estos pHs se
seleccionaron de los experimentos de barrido dg ptdlacion turbidimétrica y corresponden
a la mayor cantidad de complejo insoluble formaaw §eccion 4.1.2). El calor liberado por la

dilucion de la TRP es despreciable (datos no naatia
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Figura 4.20: Gréficos de potencia vs. tiempaoajditulacion de TRP 0,3 mM
con EL100 0,13 mMB) Quisoide EL100 0,13 mM. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 5,00. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.21: Graficos de potencia vs. tiempoadditulacion de TRP 0,3 mM
con ES100 0,13 mM y 0,06 mNb)Qqisol. de ES100 0,13 mM y 0,06 mM.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50. TemperasC.

Las isotermas de titulacion correspondientes sgeptan en las figuras 4.22 y 4.23.
Estos graficos surgen de la integracion del arezada pico en la curva de potencia vs. tiempo
para obtener el calor intercambiado en cada ingacgia partir de éste, &H por mol de

inyectante (ver Introduccion — seccion 1.7.4.1).
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Figura 4.22: Titulacion isotérmica de TRP 0,3 mMdl100 0,13 mM. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00. Temperatura 25 °C

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

H (cal/mol inyectante)

A

=
o
o
o
S

T T T T T T T
0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
mol ES100/mol TRP

Figura 4.23: Titulacion isotérmica de TRP 0,3 mMd&S100 0,13 mM y
0,06 mM. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,5nperatura 25 °C.

Se puede observar que los datos experimentalesnblesasistemas ajustan a una
sigmoidea indicando que la interaccion entre laneaz/ cada uno de los PE para formar el
complejo insoluble seguiria un modelo de interatcié un Unico tipo de sitios independientes
y equivalentes. Esto implica que las moléculas BR® Tnhteraccionan con las de PE siempre

con la misma afinidad (igual constante de afinigaidroscopica) y que la union de una
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molécula TRP no afecta la afinidad de otra molédeldRP por un sitio de unién vecino en el
PE.

A bajas relaciones molares PE/TRP, las isotermraseptan valores daH°® de
aproximadamente 50.000 y 60.000 cal por mol de Rlisminuyen hasta valores cercanos a
cero a medida que se agrega polimero al sisten®AHd positivos indican que el sistema
necesita absorber calor del medio para que el Eaotione con la enzima.

Los valores deAH° cercanos a cero y constantes indicarian queastdnsga se ha
saturado, es decir que las moléculas de PE qugregaa al sistema en cada inyeccion no
interaccionan con la TRP libre. Este mismo compaigato fue observado en las curvas de
titulacion de la seccion 4.1.2.2 en las cualesgdude alcanzar la etapa de saturacion, se
observaron valores constantes de turbidez indicgugono se forman nuevas particulas de
complejo insoluble.

Los parametros obtenidos a partir del ajuste ddadtss experimentales se muestran en

las tablas 4.11 'y 4.111.

TABLA 4.11
Parametrosdelainteraccion a pH 5,00 de TRP y EL 100
n/n (relacién molar) [mol EL100/mol TRP] | 0,0657 +2 108
k (constante de afinidad) [M™] 9,810 +7 10
AHe (cal/mol) 6,21 14 +31C¢
A (cal/mol/K) 240
AGP° (cal/mol) - 9.598
TABLA 4.1l
Parametrosdelainteraccion a pH 5,50 de TRP y ES100
n/n (relacién molar) [mol ES100/mol TRP] | 0,0794 +9 108
k (constante de afinidad) [M™] 1,14 16 + 4 10
AHe (cal/mol) 54210 +51C¢
A (cal/mol/K) 210
AGP° (cal/mol) - 8.307

Para el caso del EL100, se puede observar que [Esutas de TRP interaccionan con

alta afinidad con cada molécula de PE; mientras gpam el ES100, 12 moléculas
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interaccionan con alta afinidad. Es importante a8t que estos valores son sensiblemente
inferiores a los obtenidos por turbidimetria (vecson 4.1.2.2). Sin embargo, los valores de
relacion molar EL100/TRP y ES100/TRP obtenidosIp@ si se condicen con los obtenidos
en las medidas de cinética (ver seccion 4.1.2dando la enzima y los PE se mezclan
directamente en una Unica etapa, la relacion neolarcual se observa la méxima turbidez se
relaciona directamente con la cantidad de molécd&asTRP unidas a cada molécula de
polimero. Esto sugeriria que la turbidez desawtallan los experimentos de titulacion no se
debe a la formacién del complejo insoluble EudfaiRP sino que los agregados de enzima
al sistema alteran la solubilidad de cada PE.

La calorimetria da evidencia inequivoca de quetexisteraccion especifica entre
ambas especies y por ende se puede afirmar padeestea el nimero promedio de moléculas
de enzima que se unen a una molécula de PE.

La interaccién entre los PE Eudr&git la TRP es conducida entrépicamente como se
puede deducir de los valoresAld® y AS° (ambos positivos). Un valor dél° positivo indica
gue la interaccién es endotérmica. Un valoA&® positivo indica un aumento del desorden
del sistema, debido a la liberacion de moléculaaglea estructurada alrededor de regiones
hidrofébicas, que supera al ordenamiento debida anién de la TRP con el PE. Estos
resultados son congruentes con la presencia ditemaccion hidrofébica en la formacién de
estos complejos insolubles, aunque no se puedeartiesda presencia de interacciones
electrostaticas ya que este proceso es altameptndiente del pH y la fuerza ionica (ver
seccion 4.1.2).

Los AG° negativos indican que la reaccion se encueesplazada hacia la formacion
del complejo insoluble.

El sistema ALG-TRP a pH 3,50 presentd un compadato distinto al observado en
los sistemas preparados con Eudfagit

Los gréficos de potencia vs. tiempo obtenidos gestnan en la figura 4.24.
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Figura 4.24: Graficos de potencia vs. tiempoajditulacion de TRP 0,3 mM
con ALG 0,50 %P/V B) Quisol. de ALG 0,50 %P/V. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 3,50. Temperatura 25 °C.

La isoterma de titulacion obtenida se presenta égura 4.25.
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Figura 4.25: Titulacién isotérmica de TRP 0,1 mMasaLG 0,50 %P/V. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50. Temperatura 2¢

Se puede observar que el sistema con ALG presestaidhilitudes con los sistemas
con EL100 y ES100: los datos experimentales ajustamna sigmoidea y los valores
(absolutos) deAH°® disminuyen hasta alcanzar valores constantesgusu en este caso
distintos de cero. La primera caracteristica indjga la interaccion entre la enzima y el ALG
seguiria un modelo de un tipo de sitios indepenéierny equivalentes. La segunda
caracteristica muestra que el sistema se satugatia ¢gie una relacion molar igual a 4,31 g
ALG/mmol TRP (232 pmoles TRP/g ALG) y las moléculds ALG que se inyectan al
sistema no interaccionan con las moléculas de TRP.

Es importante destacar que este resultado es @ntgraon el observado en titulacion
turbidimétrica y cinética (ver secciones 4.1.22%.2.4) que muestran un maximo de turbidez
a 200umoles TRP/g ALG. A partir de este valor comenzatiproceso de Maduracion de
Ostwald y el calor determinado en la region deraatGn se corresponderia con la formacion
de los agregados macroscoépicos. Sin embargo, l@mscanegativas de las particulas de
complejo insoluble ALG-TRP no serian neutralizagas la tripsina sino por los protones
agregados junto con la misma.

De esta manera, se evidencio que el proceso ddadezte las soluciones de TRP y

ALG no afecté el mecanismo de formacion del conapilegoluble.
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La principal diferencia entre este sistema y agsetion Eudragdft radica en que la
interaccion entre la enzima y el ALG presenta \edadeAH® negativos, indicando que la
formacion del complejo ALG-TRP tiene asociada leedacion de calor al medio. Ademas, el
valor deAS° también negativo muestra que el desorden denssdisminuye debido a la
union del PE y la enzima para formar el complefwinble.

Los parametros de la interaccion se presentantable4.1V.

TABLA 4.1V
Parametrosdelainteraccion apH 3,50deTRPy ALG
n/n (relacion molar) [g ALG/mmol TRP] 4,31 + 0,05
k (constante de afinidad) [M™] 2,816 +41d¢
AHC (cal/g) - 2970 £ 50
A2 (callg/K) - 26
AGP (cal/g) - 4722

Los valores deAH° y AS° negativos indican que la interaccién entre ALGRP es
conducida entalpicamente y confirman la naturaleg@mmente electrostatica de la misma.
Esto es congruente con los experimentos presentadtzs seccion 4.1.2 que reflejan la gran
influencia que ejercen el pH y la fuerza iénicaredh formacion del complejo.

El AG° negativo indica que la reaccion se encuentrplaiesda hacia la formacion del

complejo insoluble.

4.2.1.2. Efectaela fuerzaidénicasobrela formaciéndel complejoinsoluble.

Los experimentos de ITC fueron realizados en p@aede NaCl 1,00 M para
corroborar la naturaleza electrostéatica de laact@én PE-TRP observada en los diagramas de
fase y en las isotermas de titulacion turbidimétde la seccién 4.1.2. Debido a la marcada
dependencia que existe entre la formacion del ceimpisoluble PE/TRP y el pH y la fuerza
iGnica, resulta previsible se esperaria que lagm@a de sal en elevadas concentraciones
interfiera con la interaccion entre ambas espetibfiendo la formacion del complejo.

Las figuras 4.26 y 4.27 muestran los graficosaternxia vs. tiempo obtenidos para los
sistemas EL100-TRP a pH 5,00 y ES100-TRP a pH Brb(resencia de NaCl 1,00 M,

respectivamente.
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Figura 4.26: Gréficos de potencia vs. tiempoajditulacion de TRP 0,3 mM
con EL100 0,13 mM ) Qqisor. de EL100 0,13 mM. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 5,00 NaCl 1,00 M. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.27: Gréficos de potencia vs. tiempoajditulacion de TRP 0,3 mM
con ES100 0,13 mM by) Quisor, de ES100 0,13 mM y 0,06 mM. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50 NaCl 1,00 M. Temperas&C.

Las isotermas de titulacion obtenidas en preseteidlaCl 1,00 M para los sistemas
EL100-TRP y ES100-TRP se presentan en las figussa) y b), respectivamente.
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Figura 4.28: Titulacion isotérmica de TRP 0,3 mMh¢a) EL100 0,13 mM y
(b) ES100 0,13 mM. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mMa)}b,00 y(b) 5,50
NacCl 1,00 M. Temperatura 25 °C.

Puede apreciarse que ambos sistemas mostrarormantaulineal de los valores de
AH con respecto a la relacion molar PE/TRP. La auigate saturacion y punto de inflexion
indica que la enzima no interacciona con los PlBdo&e encuentran en presencia de elevada

fuerza ionica, en comparacion con los mismos ewp@rios realizados en ausencia de NaCl.
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Los resultados concuerdan con los observados dituiones turbidimétricas de la
seccion 4.1.2.2 y confirman la presencia de intoaes electrostaticas entre la TRP y cada
polimero.

Por otro lado, los valores deH calculados son negativos y disminuyen en valor
absoluto a medida que la concentracion de PE aistma aumenta. Esto indica que el
agregado de PE al sistema conlleva la liberaciocatte hacia el medio debido a su dilucidon
en la celda. Esto sugiere que las interacciona®fditicas entre las moléculas de polimero
disminuyen y por ende un mayor nimero de moléagasgua se estructuran alrededor de las
zonas hidrofébicas del PE. Esto aumenta las intenaes entre las moléculas de agua lo que
deviene en la liberacion de calor. A medida queolacentracion de PE en la celda aumenta
por los sucesivos agregados, las interaccionesfbillicas entre las moléculas de polimero
aumentan, provocando el consumo de calor del méditm genera una disminucién en el
valor absoluto dehH.

Los AH observados para el ES100 son mayores en valoluabsjue el EL100 debido
a que la hidrofobicidad del esqueleto hidrocarbongdel primero es mayor y por lo tanto, un
mayor namero de moléculas de agua se estructuededbr de las moléculas de PE.

Para el caso del sistema ALG-TRP, contrariameihdeqgae se observé en los sistemas
EL100-TRP y ES100-TRP, los valores Al se mantienen constantes y cercanos a cero por
cada agregado de PE al sistema (figura 4.30). iaaf@igmoidea de la isoterma mostrada en
la figura 4.25 (en ausencia de sal) desaparecalouansistema a pH 3,50 es suplementado
con NaCl 1,00 M. Se puede concluir entonces queresencia de una elevada fuerza iénica
no existe interaccion entre la TRP y el ALG y pode, se inhibe la formacion del complejo
insoluble. Estos resultados son congruentes corpilesentados en la seccion 4.2.1.1 y
confirman la naturaleza netamente electrostatida aeraccion entre ambas especies.

Los gréficos de potencia vs. tiempo obtenidos sestnan en la figura 4.29
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Figura 4.29: Graficos de potencia vs. tiempo détldacion de TRP 0,1 mM con
ALG 0,50 %P/V ¥) Quisol. de ALG 0,50 %P/V. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM
pH 3,50. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.30: Titulacién isotérmica de TRP 0,1 mMasLG 0,50 %P/V. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50 NaCl 1,00 M. Tempera@b&C.

4.2.1.3. Medidbuffer cit/TRIS 50/50mM pH 8,00.
El estudio de la interaccién entre los PE y la T&RBH 8,00 tiene como objetivo

analizar la formacion del complejo entre ambas @specuando la proteina presenta una baja
densidad de carga positiva ya que el pH del megliensuentra cercano a su pl. Esta nueva
condicién de trabajo permitiria comprobar la forfdaade un complejo soluble PE-TRP.

Los graficos de potencia vs. tiempo obtenidos fEaistemas EL100-TRP y ES100-
TRP a pH 8,00 se presentan en las figuras 4.3322 despectivamente.
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Figura 4.31: Graficos de potencia vs. tiempoajditulacion de TRP 0,3 mM
con EL100 0,13 mMB) Qqisor. de EL100 0,13 mM. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 8,00. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.32: Gréficos de potencia vs. tiempaoajditulacion de TRP 0,3 mM
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Las isotermas de titulacion obtenidas a pH 8,0 pas sistemas EL100-TRP y
ES100-TRP se muestran en la figura 4.33.
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Figura 4.33: Titulacidn isotérmica de TRP 0,3 mMh¢a) EL100 0,13 mM {b)
ES100 0,13 mM. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM g 8Temperatura 25 °C.

Ambos sistemas presentan valoreq\#kpositivos que inicialmente aumentan y luego
comienzan a disminuir a medida que la relacion RB/Taumenta. Evidentemente, si no
existiese interaccion entre el polimero y la enzil@sisotermas de la figura 4.33 deberian ser

similares a las de las figuras 4.28a) y b). Sinangdy, tampoco es sencillo aplicar un modelo
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de interaccion para explicar los datos experimesatabtenidos en estas condiciones de
trabajo.

Aparentemente, ocurriria un proceso en dos etapata primera, que corresponde a
una baja concentracion de polimero en el sistegmsanbléculas de TRP se unirian a las de PE
por medio de interacciones electrostaticas e hithiods hasta alcanzar una relacion molar
PE/TRP igual a 0,007 para el sistema con EL10@¥Dpara el sistema con ES100. La baja
densidad de carga positiva presente en la sugedeila enzima disminuye las interacciones
electrostaticas atractivas con cada PE y repulsisasotras moléculas de TRP; favoreciendo
indirectamente la presencia de las interacciondsofdibicas que resultan en los elevados
valores deAH medidos. En esta primera etapa se formarian @ospsolubles saturados en
moléculas de TRP. A partir de este punto, las nutdédc de PE agregadas al sistema
interaccionan con las particulas de complejo selhidrofébicamente y/o electrostaticamente.
El resultado final son particulas de complejo coa menor relacion TRP/PE.

El sistema ALG-TRP evidencié un comportamientoliogte distinto a los sistemas
preparados con EudraBitLos graficos de potencia vs. tiempo y la isotedeaitulacién se

presentan en la figura 4.34 y 4.35, respectivamente
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Figura 4.34: Graficos de potencia vs. tiempo détldacion de TRP 0,1 mM
con ALG 0,50 %P/V B) Quiso. de ALG 0,50 %P/V. Medio buffer cit/TRIS
50/50 mM pH 8,00. Temperatura 25 °C.
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Figura 4.35: Titulacion isotérmica de TRP 0,1 mMhaslLG 0,50 %P/V.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00. TemperaseC.

Se puede observar que al trabajar a pH 8,He$e mantiene constante (y cercano a
cero) por cada agregado de PE al sistema. Estcaigdie la TRP y el ALG no interaccionan a
pH 8,00 debido a la disminucién de la densidad algec positiva de la TRP (pl ~ 11).
Ademas, se pone en manifiesto la naturaleza netaredettrostética de las interacciones que
rigen la formacién del complejo ALG-TRP ya que waaiacion en el pH del medio inhibe
totalmente la interaccidon entre ambas especies.

La diferencia entre este sistema y aquellos preparaon los polimeros Eudrabit
radica en que éstos estan constituidos por sutlidesdgue permiten la formacion de
interacciones hidrofébicas con la TRP; mientras gué&LG, como se ha evidenciado en
varios experimentos sélo es capaz de interaccielemtrostaticamente con la enzima. Al
disminuir la densidad de carga positiva en la digierde la TRP se debilitan las interacciones

electrostaticas con el ALG y por lo tanto no exiimplejo soluble a pH 8,00.

dispersionde luz.

Los estudios de DLS permiten analizar la formadéros complejos PE-TRP en base
a cambios en los valores de radio hidrodinAmigodBterminados para las particulas en

solucion. Esta informacién, junto con la obtenida galorimetria y turbidimetria, da pruebas
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contundentes de la formacion de complejos tantolubtes como solubles. Es importante

destacar que en los experimentos realizados a pfedgitacion (5,00 para EL100; 5,50 para
ES100 y 3,50 para ALG) se trabajaron a concentnasiale PE y enzima muy diluidas en

relacion a los experimentos de titulacion turbidimeé y cinética (ver Materiales y Métodos —

secciones 3.2.2.2, 3.2.2.4 y 3.2.4). Esto aseguedasolucion de trabajo no sea turbia lo cual
resulta un inconveniente para esta técnica basaldadéspersion de luz.

La figura 4.36 muestra los valores dedRtenidos para los sistemas con EL100.

1400

1000 4

Rh (nm)

0 I\ T 272

1 2 3

Sistema
Figura 4.36: R medio de las particulas en sistemas con EL{DOEL100 pH
5,00; (2) EL100 pH 8,00(3) EL100-TRP pH 5,00 4) EL100-TRP pH 8,00.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM. Temperatura 25 °C.

Se puede observar que en presencia de TRP |psddRerminados siempre
disminuyeron, indicando que la interaccion de lazirea con el EL100 genera una
compactacion de las particulas del sistema. Ofechs a tener en cuenta es la presencia de
una poblacion de particulas de tamafio 3,5-12 nhoesistemas 1, 2 y 4 que podrian estar
relacionadas con diferentes orientaciones del EL2@O0 solucion el cual exhibe una
configuracion espacial similar a una barra. Estmos no seran tenidos en cuenta para el
andlisis de los resultados.

El sistema 1 presentd un, Rual a 145 nm que corresponde al tamafio de Kisylas
de EL100 en solucién a pH 5,00. Cuando el PE YRR e incubaron a este pH (sistema 3), el
Rh disminuy6 a 30 nm. Este radio corresponderia miptejo soluble EL100-TRP. A pH 8,00
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también se evidencid una disminucion dglde@sde 1000 nm (sistema 2) a 380 nm al incubar
el EL100 con TRP (sistema 4). Este ultimo adem&segmté una segunda poblacion de
particulas con Rh igual a 680 nm que podria cooredgr al EL100, si se tiene en cuenta que
el error del R del sistema 2 es considerable con respecto algqui@nDe esta manera, el
complejo soluble EL100-TRP a pH 8,00 tendria up iBual a 380 nm; un valor
aproximadamente 12 veces mayor al del complejo &,08. Estos resultados corroborarian
los observados por ITC en las secciones 4.2.1.12y1.8. Asumiendo que el complejo
insoluble se forma Unicamente por agregacion dehtpbgjo soluble y que por ende, la
estequiometria de uno es igual a la del otro; elptejo soluble a pH 8,00 contendria 9,5
veces mas moléculas de TRP que el complejo scduple 5,00. Evidentemente, el tamafio del
complejo esté relacionado con la cantidad de mtd@éae TRP que lo conforman.

La figura 4.37 muestra los valores dedRtenidos para los sistemas con ES100.
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Figura 4.37: R medio de las particulas en sistemas con ESEQES100 pH 5,50;
(2) ES100 pH 8,00(3) ES100-TRP pH 5,5@4) ES100-TRP pH 5,50 NaCl 1,00 M y

(5) ES100-TRP pH 8,00. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mémperatura 25 °C.

Se puede observar que las particulas de ES100 sistema 1 y en el sistema 2
presentan Rdiferentes: a pH 5,50 se observa una uUnica pdblacon un R de 250 nm;
mientras que a pH 8,00 aparecen dos poblacionefkdguales a 120 nm y 155 nm.

Cuando el PE y la enzima se incuban a pH 5,5t (s& 3); el Robservado disminuye

a un valor igual a 15 nm, en comparacion con el0OBS4l mismo pH. Esto evidencia la
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formacién del complejo ES100-TRP y es congruente los experimentos de titulacién
turbidimétrica (ver seccion 4.1.2.2) e ITC (vergén 4.2.1.1).

Al preparar el sistema 3 en presencia de NaCl W, @fistema 4) se observo que @l R
fue igual al obtenido para el sistema 1. Esto endiicque el ES100 y la TRP no interaccionan
en presencia de una elevada fuerza ionica, lo seatondice con los resultados de las
titulaciones turbidimétricas e ITC en presencidNd€l.

El sistema preparado ES100-TRP a pH 8,00 (sisEgmeesento dos poblaciones de R
al igual que el sistema 2, aunque solo uno de jaRcidié en ambos: el de 120 nm. El otro
Rh igual a 85 nm puede atribuirse al complejo sollB100-TRP y confirmaria los datos
observados en los experimentos de ITC a pH 8,00s@cxion 4.2.1.3).

Estos resultados se condicen con los observadoB §o el complejo ES100-TRP a
pH 8,00 present6 un Rh y una cantidad de moléddasRP 5,5 veces mayor que el complejo
soluble a pH 5,50 (asumiendo que posee la misregugstnetria que el complejo insoluble).

En comparacion con el complejo EL100-TRP; el cajplES100-TRP siempre
presentd un tamafio menor. Esto podria debersdmals@imero de moléculas de enzima que
forman parte de cada complejo sino también al gdedagregacion de cada uno.

Los resultados obtenidos para el complejo ALG-BRPresentan en la figura 4.38.
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Figura 4.38: R medio de las particulas en sistemas con AUGALG pH 3,50;
(2) ALG pH 8,004(3) ALG-TRP pH 3,50(4) ALG-TRP pH 3,50 NaCl 1,00 M y
(5) ALG-TRP pH 8,00. Medio buffer cit/TRIS 50/50 memperatura 25 °C.
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En este caso también se puede observar que ldsufzesr de ALG presentan dos
poblaciones Rdiferentes a pH 3,50 (sistema 1) y 8,00 (sistejnaehtradas en 920 nmy 470
nm, respectivamente.

El sistema 3, preparado con ALG y TRP a pH 3,50stnd una Unica poblacion de
particulas con unRde aproximadamente 185 nm. Este radio se le g&ibuas particulas de
complejo formadas y al igual que ocurria en logesiss preparados con ES100, presentan un
mayor grado de compactacion que las particulaslde & mismo pH en ausencia de enzima
(sistema 1).

Al preparar el sistema 3 en presencia de NaCl MG& observé un aumento de| R
calculado aunque no igual6 al determinado en &rae 1 (contrariamente a lo ocurrido con el
ES100). Esto podria deberse a que en presenciadala fuerza idnica la conformacion del
ALG no sea la misma que en su ausencia. Los ioaépddrian apantallar las cargas del PE
confiriéndole al mismo una mayor flexibilidad y uf@ma similar a una esfera, lo que
conllevaria a tiempos de decaimientos menores lagida a la forma de barra que podria
adoptar el ALG a pH 3,50. Estos menores tiempogdetmimiento se reflejan luego en
menores R Teniendo en cuenta que los resultados obtenidtmseexperimentos de titulacion
turbidimétrica e ITC en presencia de NaCl indicae gl complejo ALG-TRP no se forma en
presencia de elevada fuerza idnica, gldBterminado en el sistema 3 seria el del PE en est
condicion.

El sistema preparado con ALG y TRP a pH 8,00 dsist 5) presentd una Unica
poblacion de particulas con up 8milar al observado en el sistema 2, correspoielial PE
en ausencia de enzima. Esto indica que el ALG yR# no interaccionan a pH 8,00;
contrariamente a lo observado para el ES100 qirgesacciona con la enzima para dar un
complejo soluble. Estos datos se condicen conbdesrgados por ITC (ver seccion 4.2.1.3) y
corroboran la presencia de interacciones hidro&&bientre el PE y la enzima para la

formacion del complejo soluble.
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4.3.1._Andlisisconformacionalde la TRP.

4.3.1.1. Espectrade absorciorJV-vis de TRPenausencig presenciale cadaPE.

Las figuras 4.39 y 4.40 muestran los espectrogbdercion de la TRP en ausencia y
presencia de EL100 y ES100, respectivamente.
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Figura 4.39: Espectros de absorcion de TRP 14 uNeehausencia y presencia de
EL100 a distintas relaciones molares:)(3,25; (-) 5,42; ) 8,08; () 16,21y {) 32,46.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00. TemperabaC.
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Figura 4.40: Espectros de absorcion de TRP 14 uNeehausencia y presencia de
ES100 a distintas relaciones molares) @3,25; () 5,42; ) 8,08; () 16,21 y {) 32,46.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00. TemperabaC.

107



4. Resultados y Discusién
Seccion 3 Estudio de la estabilidad de TRP

En ambos casos se observa que la presencia del R&difico la posicion del pico de
absorcion (ubicado a 279 nm), correspondiente atimwa de absorcion de los residuos
aromaéticos de la proteina. Esto indica que la paeale estos polimeros no altera el entorno
cercano a los triptéfanos, siendo éste un indiei@stabilidad de la estructura terciaria de la
enzima.

El espectro de absorcién de TRP en presencia @& & muestra en la figura 4.41. Se

puede observar que la posicion del pico de absormdée modifico en presencia de ALG.
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Figura 4.41: Espectros de absorcion de TRP 11 pNtehausencia y
presencia de ALG a distintas relaciones TRP/ALGdlgy (—) 235,30; ()
333,33; () 689,66 y ) 3333,33. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00.

Temperatura 25 °C.

4.3.1.2. Espectragedicroismocircularde TRPenausencia presenciale PE.

La figura 4.42a) y b) muestra los espectros deiimo circular de la TRP en ausencia
y presencia de EL100 a pH 5,00 y ES100 a pH 5,50.
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Figura 4.42: Espectros de DC en el UV lejano de TRI® UM en (ee*) ausencia y
presencia de&) EL100 yb) ES100 a diferentes relaciones molares TRP/P68,50;
(—) 33,33y {) 13,51. Medio buffer Pi 50 mM p#) 5,00 yb) 5,50. Temperatura 25 °C.

Todos los espectros presentan dos bandas de DQGivasga 208 nm y 220 nm

correspondientes a las estructurag-tiemina ya-hélices.
Cuando la enzima interacciona con el EL100 se pobdervar una disminucion de la

banda a 208 nm lo que evidenciaria una pérdidagbaes estructura secundafigplegada.
Por otro lado, la presencia del ES100 no modificgspectro de la TRP indicando que

la interaccion de la enzima con el PE no alteresswctura secundaria.

109



4. Resultados y Discusién
Seccion 3 Estudio de la estabilidad de TRP

4.3.1.3. Estudidela estabilidadestructurade la TRP por medidasde calorimetria.

La DSC permite analizar la estabilidad térmicalal@RP en medios, en ausencia y
presencia de cada PE. Para sistemas complejos (osntue se estudian en esta tesis) que
presentan un gran numero de interacciones entreroteina y un PE; el parametro de mayor
interés es el J ya que estad directamente relacionado con la &dtbide la estructura
proteica. Los demas parametros comoAe&l., carecen de validez y pueden llevar a
conclusiones erréneas debido a que los estadoslésialel sistema, en ausencia y presencia
de cada PE, difieren considerablemente entre si.

Ademas, a medida que la enzima se desnaturadizestablecen nuevas interacciones
(y otras desaparecen) entre la TRP y cada PE Md#iwio el analisis de los datos
experimentales.

La figura 4.43, 4.44 y 4.45 presenta las curvagadmaturalizacion de TRP obtenidas a
diferentes pHs y los respectivos ajustes realizadosleconvolucion de los picos.

Cp (cal/mol/°C)
B 8 8

;

o
n
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Figura 4.43: Curvas de desnaturalizacion de TRROGB. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 3,00 experimental; €-) ajuste;
(--) T55y () T62.
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Figura 4.44: Curvas de desnaturalizacion de TRROGBM. Medio

buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00 experimental; €-) ajuste;
(--) T43; (-) T52y {(-) T63.
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Figura 4.45: Curvas de desnaturalizacion de TRROGyBJ. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 8,00 experimental; ) ajuste;
(--) T43y ¢) T52.

Se puede observar que tanto la forma de la curme &l area debajo de la misma

(AHc) se modifican al cambiar el pH. Ademas, a cada gpdrecen y desaparecen
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transiciones, lo cual indica claramente que el meoa de desnaturalizacion de la TRP es
diferente en cada medio; consecuencia del cambriacagral que sufre la enzima.

Los parametros obtenidos se muestran en la tatdla 4.

TABLA 4.V
Sistema Tm (°C) AHq (kcal/mol)
TRP pH 3,00 55,28 40,02
TRP pH 5,00 44,00 45,01
TRP pH 8,00 43,82 67,36

Los resultados muestran que la TRP presenta lameayabilidad térmica a pH 3,00. A
pH 5,00 y 8,00 posee la mismg @unque eAH¢y aumenta y por ende debe aportarse mas
energia al sistema para promover la desnaturabizats la TRP.

Los parametros obtenidos por deconvolucion dedags experimentales se muestran
en la tabla 4.VI.

TABLA 4.V
Sistema Transicién Tm (°C) AHq (kcal/mal)
T55 552201 350201
TRP pH 3,00 T63 61.9+05 50+01
T43 430201 162217
TRP pH 5,00 T52 51.5+0.2 25.7+2.5
T63 62.7+0.4 38+0.9
T43 435101 555108
TRP pH 8,00 T52 51.4+0.1 132408

Se puede observar que la TRP presenta dos tramescaopH 3,00 indicando que dos
dominios se desnaturalizan independientemente ghoth. Cuando la enzima se incuba a
pH 5,00 la transicion cuatro desaparece y apar@ggmuevas transiciones a 43,06 °C y 51,56
°C. La transiciorf63 se mantiene pero presentaAhi., levemente menor.

A pH 8,00 la TRP muestra las transicioid8 y T52 observadas a pH 5,00 pero con
AH¢, diferentes; mientras que la transicion @3 desaparece totalmente. La ausencia de este

dominio podria estar relacionada con la activadéia TRP a este pH.
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Por otro lado, la ausencia del dominio que seatassiza a 55°C podria ser la causa
de la desestabilizacion de la estructura protejod & 00 y 8,00 en comparacion con pH 3,00
(ver tabla 4.V).

Al incubar la TRP en presencia de EL100, el mecanisle desnaturalizacion de la
enzima se modifico tanto a pH 5,00 como a pH 8,@8.curvas de desnaturalizacion de TRP

y los T, Y AHc4 Obtenidos se muestran en la figura 4.46 y erbla # VII, respectivamente.
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Figura 4.46: Curvas de desnaturalizacion de TRROGBM en presencia de

EL100 (mol TRP/mol EL100 = 10,86). Medio buffefldRlS 50/50 mM pkg)
5,00 y(b) 8,00. () experimental; {-) ajuste;(-) T4l y (-) T46.
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TABLA 4.VI|
Sigtema Tw (°C) | AHea (Kcal/mol)
EL 100-TRP a
oH 5,00 54,51 79,41
oH 8,00 43,38 19,02

Los resultados indican que la estabilidad térmiedadTRP aumenta al interaccionar
con el EL100 a pH 5,00; lo cual se evidencia pauwshento en 10 °C del,ldeterminado en
ausencia del PE. A pH 8,00 la estabilidad de langamzo se modifica por la presencia del
EL100. Ademas, loaH., obtenidos en ausencia y presencia del PE soredits entre si
(ver tabla 4.V).

Los datos de la deconvolucion de las curvas expataes de la figura 4.46 se
muestran en la tabla 4.VIII.

TABLA 4.VII|
Sistema Y o AHcaI AHv‘Hoff
EL100-TRP | Transicion | Tm(°C) | caimol) | (keal/mol)
pH 5,00 T54 545+02 | 820+0.1 816+01
800 T41 416+01| 09+01 880+0.1

pH S, T46 459+01 | 102+0.1 81,6+0,2

Se puede observar que el mecanismo de desnatar@tizde la TRP en presencia de
EL100 es distinto a cada pH. Ademas, la presenelapdlimero también modifica el
mecanismo de desnaturalizacion de la TRP: a pH &D@usencia de EL100, la enzima
exhibe tres transiciones mientras que en presa@i®E solo muestra una transicion con
AHyy similar aAHcq. Esta conducta es compatible con un modelo ddiletuide dos estados
y evidencia que solo existen dos macroestadosfis@imramente poblados: el estado nativo
(N), con una estructura plegada y el estado desnaadalo desplegad®).

A pH 8,00 en presencia de EL100, la enzima prestwgdransiciones diferentes a las
presentadas a en ausencia del PE; aunque esteata e$tabilidad térmica global de la TRP.

Las curvas obtenidas para el sistema ES100-TRRAusstran en la figura 4.47. La

tabla 4.1X presenta los parametros obtenidos pstejde dichas curvas.
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Figura 4.47: Curvas de desnaturalizacion de TRROGyBV en presencia de
ES100 (mol TRP/mol ES100 = 10,86). Medio bufféfBitS 50/50 mM pkk)
5,50 y(b) 8,00. () experimental; () ajuste; ¢-) T42; () T49(50); ¢-) T49(52);

(--) T56(52) y {-) T63.

TABLA 4.1
Sistema Tw (°C) | AHen (kcal/mol)
ES100-TRP
oH 5,50 48,69 37,73
oH 8,00 46,58 103,61
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Los resultados indican que a pH 5,50 y pH 8,000 estabiliza la estructura de la
enzima contra la desnaturalizacion térmica. Elwvedi AH, obtenido en presencia del PE a
pH 5,00 es menor que en su ausencia. A pH 8,0@let delAH., obtenido en presencia de
ES100 es mayor que en su ausencia.

Los parametros obtenidos por deconvolucion dedasuestran en la tabla 4.X.

TABLA 4.X
Sistema . o
ES100-TRP Transicion Tm (°C) AH¢ (kcal/mol)
T42 424+01 71208
T49(52) | 48,8+0.1 17.6+2.2
PH 5,50 T56(52) | 55,8 +0,3 115+18
T63 63.6+0.1 17+03
T50 50603 65236
pH 8,00 T42 43.0+02 405 +35

A pH 5,00 en ausencia de los PE, la TRP preseesodiominios que se desnaturalizan
independientemente uno del otro (ver tabla 4.\it) pkesencia de ES100, la transiciiBR se
divide en dos transiciones, Ta&9(52)y la T56(52)con menores valores déHc,, indicando
que el ES100 interacciona con este dominio alterasud estabilidad y su mecanismo de
desnaturalizacion. Es importante destacar que, elellas nuevas transiciones se encuentran a
3 °C del correspondiente a la transici®2 Ademas, la suma de Iad ., es similar alhHgy
de la transiciort52 Las transicione$42y T63 mostraron una disminucion de los valores de
AHcq pero sin cambio en elI Esto sugiere que el ES100 no afecta la estabiliéiamica de
estos dominios.

A pH 8,00 y en presencia de ES100, la curva deatiesalizacion de TRP mostro
transiciones con los mismos, jue en ausencia del PE; aunque con diferexitkg lo que
demostraria que el ES100 no altera la estabiliéadita de estos dominios.

4.3.2. Analisisde la actividad catalitica de TRP.
4.3.2.1. Andlisiglela actividadde TRP en presenciale cadaPE.
Las figuras 4.48, 4.49 y 4.50 muestran la activiciztalitica de la enzima para distintas

relaciones TRP/PE cuando forma parte de los coowplesolubles con cada EL100-TRP,
ES100-TRP y ALG-TRP, respectivamente.
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Figura 4.48: Actividad enzimética en presencia dd @ a diferentes
relaciones TRP/EL100. Medio buffer cit/TRIS 50/3@ pH 5,00.
Temperatura 25 °C.
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Figura 4.49: Actividad enzimética en presencia &180 a diferentes
relaciones TRP/ES100. Medio buffer cit/TRIS 50/% ph 5,50.
Temperatura 25 °C.
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Figura 4.50: Actividad enzimética en presencia d&€s/a diferentes relaciones
TRP/ALG. Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50.
Temperatura 25 °C.

Las graficas muestran que la actividad catalitica varia significativamente en
presencia de distintas concentraciones de PE tespeda enzima sola. Aunque la interaccion
con cada polimero afecta el mecanismo de desnaagiéin de TRP y modifica los espectros
de DC en el sistema TRP-EL100; estos experimentiisan que el sitio activo de la misma
no se ve afectado; lo cual es muy importante yatodi&s las aplicaciones que se hacen de la

TRP (y de muchas otras enzimas) requieren que stnga inalterada su actividad catalitica.

4.3.2.2. Andlisiglela actividadde TRP atravésdel tiempo.

Los experimentos de estabilidad enzimatica a srad@ tiempo para los sistemas
preparados con EL100 y ES100 se muestran en lafiggl y 4.52.
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Figura 4.51: Porcentaje de actividad enzimaticeeratla a través del tiempo.
() TRP 0,11 mM; § EL100-TRP en suspensiony PP redisuelto. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00. Temperatura 25 °C
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Figura 4.52: Porcentaje de actividad enzimaticeeretla a través del tiempo.
(*) TRP 0,11 mM; {§ ES100-TRP en suspension)yHRP redisuelto. Medio
buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50. Temperatura 25 °C

En ambos casos se puede observar que la activadaldtica de la TRP disminuyé en

las primeras horas de estudio, luego aumentd & paras 15 horas y finalmente volvié a
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disminuir. Este comportamiento, que también seteqpira el caso del ALG, es caracteristico
de todas las proteasas.

Para el caso del EL100, se observo que la activaddalitica de TRP medida en
presencia del PE es siempre mayor que en su aas@&wimportante destacar que a las 17
horas, la actividad enzimética en presencia de &leB01,5 veces mayor que aquella obtenida
su ausencia. La maxima activacion y estabilizadéta enzima se obtuvo cuando la misma se
incubd en el complejo insoluble precipitado; recapdose a las 17 horas el 100% de la
actividad inicial y a las 21 horas, el 36 %.

Para el caso del ES100, también se observé quedancia del polimero protege a la
estructura proteica de la autodegradacion debidaeael porcentaje de actividad catalitica
recuperada fue mayor que en ausencia de ES1004&kianen activacion se observo cuando la
TRP se incub6 en el precipitado, recuperandoseu 8e la actividad inicial. Sin embargo,
la mayor estabilizacion a través del tiempo se \abincubando la enzima en solucién, en
presencia del PE.

Los resultados obtenidos para el sistema ALG-T&Rpraesentan en la figura 4.53.
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Figura 4.53: Porcentaje de actividad enziméticeerétla a través del tiempo.
() TRP 0,04 mM;() ALG-TRP en suspension <y PP redisuelto. Medio buffer
Cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50. Temperatura 25 °C.

Se puede observar que la presencia del ALG no ikxfala actividad catalitica a

través del tiempo. Cuando las medidas se realizemorel complejo insoluble sin precipitar,
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se observé que, a pesar de la agitacion, las plasidecantaban y adherian al fondo del tubo
de ensayo sin posibilidad de resuspenderlas, loegpkca la drastica caida de la actividad
enzimatica a través del tiempo. Sin embargo, lakacion de la enzima en el complejo
insoluble precipitado tampoco aumento la estatlidiala misma.

Estos resultados pueden deberse a que el expevirsentaliza a pH 3,50 al cual la
TRP se encuentra inactiva (aunque con su estruittdimensional muy estabilizada). A este
pH se encuentra inhibido el proceso de autodigesiiOpio de las proteasas contra el cual
protegerian los polimeros EL100 y ES100.
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4.4.1. Precipitacionde TRP con EL100, ES100y ALG.

La figura 4.54 muestra el porcentaje de TRP reagze en el precipitado y en el
sobrenadante cuando se la precipité con EL100 YW&&1una relacion molar TRP/PE igual a
200 moles TRP/mol EL100 y 167 moles TRP/mol ES100.
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Figura 4.54: Recupero de TRP en PP y SN ep&I(100 y ) ES100.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH) 6,00 y €) 5,50. Temperatura 25 °C.

Como se puede observar, el protocolo no es etepava precipitar TRP ya que casi la
totalidad de la enzima se obtuvo en el sobrenaddfdeo demuestra que la turbidez
desarrollada durante los experimentos de titulaoidrse debe a la formacion del complejo
insoluble Eudragft-TRP.

Las figuras 4.55 y 4.56 muestran el porcentaj@ RE recuperada en el precipitado y
en el sobrenadante cuando se la precipitd con EylLE&B5100 aplicando el protocolo 2,

respectivamente. Los rendimientos se calcularaartar ple medidas de absorbancia a 280 nm.
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Figura 4.55: Recupero de TRP APy 1 SN con EL100.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,00. Temperas&C.
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Figura 4.56: Recupero de TRP HPy1 SN con ES100.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 5,50. Temperas&C.

Se puede observar que la mejor relacion molar pa@pitar TRP con EL100 es 5,42
moles TRP/mol EL100 mientras que para la preciigtacon ES100, el mejor rendimiento se
obtiene a 8,08 moles TRP/mol ES100. Estos reswudtadn congruentes con los obtenidos en

los experimentos de cinética (ver seccion 4.1.24)cuales evidenciaron la méaxima cantidad
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de complejo insoluble formado a las mismas relaganolares a las que se obtuvo la maxima
cantidad de enzima precipitada. Es esperable queamtidad de TRP precipitada sea
proporcional a la cantidad de complejo insolubkeniado.

Por otro lado, el porcentaje de TRP recuperadal étPecon EL100 (76,23 %) fue
mayor que con ES100 (46,44 %). Esto indica querielgso es mejor precipitante ya que
trabajando a las mismas concentraciones y relaziom@ares, la precipitacion con EL100
proporciond mejores resultados. Esto se deberiee &IgEL100 posee una mayor densidad de
carga negativa y por ende, una mayor cantidad décolas de TRP interaccionan con el PE.

Finalmente, como se esperaba, el porcentaje depféthpitada aplicando el protocolo
2 es superior que aplicando el protocolo 1. Adenzdsnedida que la relacion molar
TRP/Eudragit aumentaba, la cantidad de enzima que se precifiminuia. Ambas
observaciones confirman que durante la titulacidrbidimétrica no se forma complejo
insoluble y que la turbidez estaria relacionadalaansolubilizacién de los PEs.

Los resultados de la precipitacion de TRP con Ae@siestran en la figura 4.57.

100 +

% de TRP recuperado

4000 660 330 220
pmoles TRP/g ALG

Figura 4.57: Recupero de TRIEEZE] PPy 5N con ALG.
Medio buffer cit/TRIS 50/50 mM pH 3,50. Tempera@6&C.

Se puede observar que el maximo recupero de laarem el PP se consiguié a una
relacion TRP/ALG igual a 220 pumoles TRP/g ALG (®%). A mayores relaciones se
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obtuvieron porcentajes de enzima precipitada mendsto se condice con lo observado en
los experimentos de cinética de la seccion 4.1.2.4

Los rendimientos obtenidos en cada experimentoccamdique el ALG es el mejor
precipitante de TRP de los tres polimeros ensaydtkise se debe a que el ALG es el que
posee la mayor densidad de cargas negativas; segoicel EL100 y el ES100.

Es importante destacar que las relaciones molgtsas TRP/EL100 y TRP/ES100
ensayadas son muy inferiores a las calculadas ipudacion turbidimétrica (ver seccion
4.1.2.2); es decir que se trabaja con exceso denPielacion a estas ultimas. Sin embargo,
resultan ser muy semejantes a aquellas obtenidasT@o (ver seccion 4.2.1.1). En estos
sistemas se puede comprobar que: a la maximadelawlar PE/TRP (determinada por ITC)
se obtiene la maxima turbidez (obtenida en cingtcgue significa que se forma la maxima
cantidad de complejo insoluble, lo que conlleva méxima cantidad de TRP precipitada.

Por otro lado, la relacién optima TRP/ALG de préeon se asemeja a aquella
calculada tanto por cinética como por titulacidmidimétrica e ITC. Se puede concluir que el
efecto que genera la Maduracién de Ostwald es ayjmoilucente para el rendimiento de la
precipitacion.

El maximo rendimiento de la precipitacion de TRIR cada PE calculado a partir de la

actividad catalitica de la enzima se resume eamblia t4.XI.

TABLA 4.XI
Sistema Rendimiento PP (%)
EL100-TRP 72,42 + 6,42
ES100-TRP 40,76 £ 2,71
ALG-TRP 97,18 £ 2,26

Se puede observar que los porcentajes obtenidodifiemen sustancialmente de
aquellos determinados por absorbancia a 280 nm. dssimportante para demostrar que el
método de precipitacion de esta enzima no afeciatieidad catalitica de la misma debido a
que se trabaja a pHs en las cuales la TRP noiga §&t.G) o es poco activa (Eudrafjity no
se requieren largos tiempos de incubacion. Tod@s e®ndiciones en su conjunto, sumado

al efecto protector de los PE, evitan la autodegri@dh propia de las proteasas.
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Como se esperaba, el ALG volvid a mostrar la meggacidad precipitante de TRP

entre los tres polimeros ensayados.

4.4.2. Cromatografiade Interaccién Hidrofobica.

La HIC puede actuar como una etapa posterior eeldgtacion con PE para aumentar
la pureza del producto final y si es posible separRE de la enzima.

Los estudios con HIC se realizaron con TRP comlestiaausencia y presencia de
ALG con el objetivo de evidenciar cambios en efipde elucion de la enzima y de separar la
TRP de este PE.

La figura 4.58 muestra la curva de calibracion dsosbancia a 490 nm vs.

concentracion de ALG.
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Figura 4.58: Curva de calibracion de ALG realizada
con el método del fenol- acido sulfurico.

Se observé que, en el rango de trabajo, ambadlexiae relacionan linealmente de
acuerdo a la ecuacidhbs 490 nm = 43,402 (% P/PY [ALG] - 5,636*10° la cual ajusta a
los datos experimentales con tfre 0,9924 Esta curva permitié determinar la concentracion
de ALG en diferentes fracciones luego de la corcidenatogréfica.

Los perfiles de elucién obtenidos para la TRP pula TRP precipitada con ALG y

redisuelta se muestran en la figura 4.59 y 4.&paetivamente.
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Figura 4.59: Perfil de elucion de TRP 2 mg/mL:(®sarbancia a 280 nm;
(*) act. enz. y« gradiente de buffer B por medidas de conductancia.
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Figura 4.60: Perfil de elucion de TRP 0,9 mg/mLqgypéada y
redisuelta:(+) absorbancia a 280 nm) &ct. enz. ye] gradiente
de buffer B por medidas de conductancia.

Se puede observar que, tanto la TRP en soluciéo t@mRP precipitada y redisuelta
en buffer B, eluyeron en la fraccion 15, que cqoesle a 15 mL de volumen de elucion;
siendo el ancho de cada pico 6,17 mL y 5,63 mlgaetsvamente. Esto indica que el perfil de

elucion de la TRP no se modifica por la presenelaAdG.
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La tabla 4.XII presenta las concentraciones de Ab@&nidas para distintas fracciones.

TABLA 4.XII
. [ALG] dosada

Sistema Abs490 nm (%PIP)
ALG 0,017 % P/P 0,653 0,015
Precipitado redisuelto 0,214 0,005
Sobrenadante 0,382 0,009
Fraccion recolectada
(13, 14, 15y 16) 0,001-0,003 --

Se puede observar que al precipitar la enzima cb,Ael PE se encuentra
mayoritariamente en el sobrenadante. Aunque lovgudgaderamente se debe destacar es que
luego de pasar el precipitado redisuelto por laroola cromatografica, la TRP eluye libre del
polimero, lo que se evidencia con los valores d@rlancia a 490 nm obtenidos al aplicar el
método colorimétrico del fenol-acido sulfarico (Wglateriales y Métodos — seccion 3.2.8)
para las fracciones 13, 14, 15 y 16 (corresponeleat fracciones en las cuales eluye la
enzima).

Asi, se confirma que la HIC es una técnica Gtibpplicar luego de una precipitacion
con ALG ya que permitiria mejorar la pureza de laestra y separar la TRP del PE. La
aplicacion de la HIC depende del grado de purezeepdido para el producto final de acuerdo
a los requerimientos de la industria: el uso de TRR el tratamiento de cuero o como
componente de un detergente enzimatico implicanebten producto con un alto contenido
de TRP e incluso de otras proteasas (como la qupsita) que complementarian a la
actividad de TRP en el producto final. En esto®sda precipitacion del complejo insoluble

ALG-TRP podria ser el Unico paso extractivo nedesar

4.4.3._Aplicaciénde la precipitacién al homogenadode pancreasbovino.
Para poder estudiar la precipitacion de TRP drpdetun homogenado es necesario

activar a la enzima ya que la misma se sintdtizaivo como zimogeno. La figura 4.61
muestra el perfil de activacion del homogenado mEtico preparado como se explica en

Materiales y Métodos — seccion 3.2.9.2.
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Figura 4.61: Actividad catalitica de TRP e fiomogenado y ) control.
Medio buffer TRIS 100 mM pH 8,20 Ca00 mM. Temperatura 25 °C.

4.4.3.1. Precipitaciode TRPconEL100.

Los tres protocolos aplicados al homogenado diezadimientos diferentes, como se
puede observar en la tabla 4.XIIl. El rendimient dobrenadante obtenido aplicando el
protocolo 2 no se determind debido a que la adtiwade esta fraccion podria ser muy lenta a
causa de la baja concentracion de TRP presente.

Se debe recordar que para los protocolos 1 yhHbmlogenado se activo previo a la
precipitacion.

TABLA 4.XIlI
Por centaje de TRP en cada fraccion
Protocolo Precipitado Sobrenadante
1 no se formo precipitado
2 46 +1 56 +5
3 82 +10 n/d

Cuando se empleo el protocolo 1 no se observ@imacion de un precipitado
probablemente debido a la elevada fuerza idnicangelio de activacion de TRP dada por la
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presencia del CagP00 mM. Esto inhibi6 la formacion del complejo BIOITRP al interferir
con la interaccion electrostatica entre el PEgnama.

Entonces se vari6 el protocolo 1 agregando urmaeta acidificacion del sistema hasta
pH 3,00 antes de centrifugar (protocolo 2). El pelio EL100 precipita a este pH aun en
presencia de elevada fuerza idnica y se espenagidurante este proceso retenga a la enzima
en el interior de las particulas. Efectivamente,petcentaje de TRP recuperada en el
precipitado fue de 45 % aunque resultod inferiookdkenido por mezcla directa de TRP pura 'y
EL100 a pH 5,00 (ver seccion 4.4.1).

Finalmente se empled el protocolo 3, el cual eslai al protocolo 1 con la diferencia
de que inicialmente se trabajé con homogenadocsivea (para evitar la presencia de CACl
En esta oportunidad si se observo la formacionréeptado y se obtuvo un rendimiento del

82 £+ 10 %, comparable al obtenido trabajando camiama pura (72 %).

4.4.3.2. Precipitaciode TRPconALG.

Al aplicar el método de precipitacion de TRP adhicion de homogenado se observo

que la presencia de ALG interfiri6 con la activactel PP redisuelto (paso 5) al secuestrar el
Cc&* del medio, el cual es necesario para la activilazrimatica. Entonces, se optd por

precipitar y luego activar sélo el SN. El calcul cendimiento en el PP se realiz6 a partir del
calculo del rendimiento en el SN y el balance deaxtke TRP en el sistema.

Al agregar ALG a la solucién de homogenado siivacte evidencio la aparicion de
un precipitado que se deberia a la formacion delpdejo insoluble ALG-TRP.

La activacion del SN mostré que, durante las asgue durd esta etapa, la actividad
catalitica de la TRP se mantuvo constante alredaeldr,0 + 0,1 U/L. Este valor corresponde
principalmente a la actividad de la TRP agregadNapara iniciar la activacion del zimégeno
pancreatico e indicaria que la concentracion demenzn esta fraccion es muy baja. El
rendimiento del PP seria del 99 % + 3 enzima td&lhomogenado. Sin embargo, seria
indispensable medir la actividad enzimatica delpBRa corroborar el porcentaje de TRP en
esta fraccion. Utilizar una columna cromatogratieaHIC seria util para separar la TRP vy el

ALG vy evitar que este Ultimo interfiera con la gatiiéon de la enzima.
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Los estudios de solubilidad de los PE mostraronlgsienismos son insolubles
pH acido y solubles a pH basico (equilibrio 1). lBhgo de solubilidad/insolubilid:
depende del pKa de | grupos ionizables presentes en cada uno pero n@u

concentracion.

equilibrio 1:
- + —_— —_—
PE(aq) + Hiag) = PE(ag) = PEs)

El aumento de la fuerza i6nica no modificé la cudesolubilidad de cada F
aungue se observo un aumento de la turbidez regién de insolubilidad (efecto llama
salting out).

. =
PEaqy + Haqy = PE(aqy = PE(s

La figura5.1 presenta un esquema a nivel molecular delibqailL.
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Figura 5.1: esquema cla precipitacion de los PE por acidificacicdel medio.
(—) PEy© ) carga negativa lassubunidades de los F

(i)
S i
SN

Asimismo, los estudios de solubilidad de los sisterRI-TRP mostraron que
acidificacion del medio provoca la formacion detngdejo insoluble entre ambas espet
debido al aum&o en la densidad de cargas positivas que prekept&ima. Para el ca
del sistema ALGFRP, a pH acidos se observo una turbidez que sedalta adicion de |
turbidez debida a la formacion del complejo instdulp de la turbidez debida a
precipiacion del PE. En los sistemas Eudi®-TRP no se observé este efe
probablemente debido que el complejo insolubleies en PE y en consecuencia,
concentracion de PE libre en solucion es despriec

Cuando se trabajé con un sistema inicial tuy realizando los barridos hacia |
acido y basico, el mecanismo de formacién del cejophsoluble cambié drasticamen

observandose un maximo de turbidez a pHs interra;
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Por otro lado, los experimentos de ITC y DLS maestriague existe un comple
soluble EL100FRP y ES10-TRP a pH 8,00; aunque no se evidencio la presatali
complejo soluble ALGFRP. Esto no descarta la existencia de un comptdjdole ALC-
TRP sino que indica que la densidad de carga pasde la enzima aun no es
suficientemete elevada como para interaccionar con el PE. Emsemmencia, ¢
mecanismo de formacién del complejo insoluble psméhucién del pH presentado en

equilibrio 2 essatisfactorii para los tres complejos PE-TRP.

equilibrio 2:
p— — (P_m)_
PE(, .+ TRP®* + (m + n)H,,) = PEL ™™ + TRPE*

= [PE — TRP](aq) = [PE — TRP] )

El esquema molecular de este equilibrio se muestta figura 5.z

Figura 5.2: mecanismo de formacioén de los complejG-TRF por
acidificacion del medii (—) PE; (©) carga negativa (las
subunidades de los PI ( %®) TRP cargada positivamen

El efecto observado cuando el barrido de pH séztehhcia pH acido y basico

explica teniendo en cuenta varios equiliben el sistema:

equilibrios 3a y b:

. p_ —_
| pH: PE( 4y + D Hiaqy = PEs 3a
[PE — TRP](s) = PE(,., + TRP®* 3b

[PE — TRP](s) + p Hiygy = PE(s) + TRP®*
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Cuando el pH del sistema disminuye equilibrio 3a (0 equilibrio 1) se despla:
hacia la precipitacion del PE, lo que provoca kmiiucion de la concentracién de
soluble. Esto afecta aquilibrio 3b, desplazandolo hacia la disociaciéon del comg
insoluble PEFTRP y la consecuente disminucion dd¢urbidez. Para el caso del barrido
pH desde 8,00 a 2,00; el equilibrio 3a podria sspreciado debido a que la concentra
de PE libre en solucién seria desprecic

Cuando el pH del sistema aumenta se experimentdesplazamiento de I«
equilibrios planteados emuilibrio 2: la disminucion en la concentracion de protonds
medio provoca una disminucién en la densidad dgasapositivas de la TRP y
disolucién del complejo F-TRP.

La figura 5.3 muestra el esquema molecular dellibgoi 3.

Figura 5.3:mecanismo de interaccion de los PE con TRP predei
en el equilibrio .. —) PE; (® ) carga negativa de Iasibunidades d
los PEy @°®) TRP cargada positivamente.

Estos experimentos evidenciaroncontribucion electrostatica en la formacion
complejo insoluble PEHRP. Ademas ponen en manifiesto la importanciandehero de
cargas positivas en la superficie de la proteiag,cuales actuarian como puentes
enlazar particulas de complejo sde que darian lugar al complejo insoluble debid
incremento de su tamafo.

Los experimentos de titulacion turbidimétrica masin que el pH 6ptimo ¢
precipitacion para los complejos EL-TRP y ESI100FRP es 5,00 y 5,5
respectivamente; con valores dstequiometd de complejo iguales a 98 moléc
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TRP/molécula EL100 y 167 moléculas TRP/molécula BBS1Estos valores son
significativamente superiores a los valores deci@eamolar 6ptima determinados por
cinética e ITC y sin embargo, los experimentos r@eipitacion mostraron que trabajando
a relaciones molares iguales o superiores a lgustaetria del complejo, el precipitado
no contenia TRP. Esto indicaria que la turbidezgre en el sistema no se deberia a la
formacién del complejo insoluble TRP-EudrigiEste efecto puede explicarse teniendo en
cuenta el equilibrio 3 y los resultados de ITC. kaperimentos de calorimetria mostraron
que 15 moléculas de TRP se unen a una moléculaLii@OEpara formar el complejo
insoluble EL100-TRP y que 13 moléculas de TRP & ununa molécula de ES100 para
formar el complejo ES100-TRP. A partir de este yadbsistema se satura y no se forman
nuevas particulas de complejo. Al mismo tiempo,dasras de titulacion de EL100 y
ES100, presentaron una region de baja turbidea hest relacion molar TRP/PE igual a
10,81 y 16,22; respectivamente. Estos valores selicen con los de relacidon molar
determinados por ITC; por ende, esta region coored a la formaciéon del complejo
insoluble (la turbidez es baja debido a que los yPEa enzima se encuentran en
concentraciones muy diluidas). A partir de esteowyala TRP agregada al sistema no
interacciona con los PE. Sin embargo, se debe denasique la solucion de TRP que se
agrega se encuentra a pH 3,00 y que por ende tarsbi@stan agregando protones al
sistema. Estos protones interaccionarian con lagogr carboxilato de cada PE,
neutralizando las cargas de los mismos y provocandwecipitacion. El efecto total es la
disociacién del complejo Eudra@ifRP y la aparicion de turbidez asociada a la
insolubilizacion del PE.

El sistema ALG-TRP presentd la maxima turbidez a BI$0; con una
estequiometria del complejo igual a 200 pmoles §RRIG. Este valor se corresponde
con los experimentos de cinética e ITC: la elevdalssidad de carga negativa que presenta
este PE evitaria que la interaccién entre los pest@gregados y los grupos carboxilato del
polimero afecte la formacion del complejo. Mas aipartir de 200 umoles TRP/g ALG,
el efecto de neutralizacion de las cargas negapeasagregado de protones al sistema
provoca la agregacion de las particulas de compis@uble.

Por otro lado, los experimentos de DLS realizguhrs los sistemas ES100-TRP y
ALG-TRP la existencia de complejos solubles al p#l ptecipitacion, demostrandose

nuevamente que la formacion de este complejo estapa intermedia necesaria para la
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formacion del complejo insoluble. En estos casbgstado de agregacion del compl
depende de la concentracion de TRP en solu

equilibrio 4:
Eul,,y + TRP®* 2 [Eu — TRP](4q) = [Eu — TRP] ()

equilibrio 5:
ALG(’;‘q) + TRP®* 2 [ALG — TRP](qq) = [ALG — TRP] s,

floculacion

— [ALG — TRP] (s;floc.)

Los equilibrios 4 y 5 se esquematizan en la figu4.

Figura 5.4:mecanismo de formacion de los complejo-TRPpor agregadc
secuencial de TRP al sistema con PE. El ultimo pradica la etapa di
floculacionde las particulas de complejo A-TRP. ¢—) PE; ( 9 carga
negativa de lasubunidades de los PE @®) TRP cargada positivamen

La ultima etapale agregacion observada en la titulacion del AL@emeria a u
fendmeno denominado Maduracion de Ostwald el ayadrse un crecimiento del tama
de las particulas de complejo insoluble mas graagegpensas de las mas pequ

Los estudios cinéticcrealizados a pH 6ptimo de formacion del complejoluisie
(pH 5,00 para el complejgL10C-TRP; 5,50 para el ES10RP y 3,50 para el AL-TRP)
mostraron quéa maxima cantidad de complejo insoluble se alcaépmlamente, antes
los 50 segundos de inculién de cada sistema.

La relacion TRP/PE a la cual se observé la maximbidez se condice con
relacion determinada por ITC. Por debajo de edlarvia concentracion de TRP esta
defecto y el sistema no se encuentra saturadcer®ima de este \or, para los sistem:
EudragitTRP, los protones agregados en la alicuota de liecidn de TRP inhibe |

formacion del complejo insoluble. Este efecto nolsservo para el sistema A-TRP.
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La figura 5.5 muestra un esquema de los fenémenes ogurrencuando las

soluciones de TRP y Eudre® se mezclan en una Gnica etapa.
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Figura 5.5:mecanismo de formacién de los complejo-TRPpor mezcle
directa de TRP y PE. El extremo derecho del diagraorresponde a lo
sistemas Eudradit TRP.(—) PE; (© ) carga negativa de lassubunidades de Ic

PE y (° ) TRP cargada positivamente.

Los experimentos de ITC mostraron que los polim&ids00 y ES100 forman L
complejo insoluble con la TRP a pH 5,00 y 5,50 pedio de interaccioneelectrostaticas
e hidrofébicas. Las primeras son las responsatdesabrcamiento entre las moléct
mientras que las segundas actuan a corta distapeiaden llegar a ser predominantes
unidon entre ambas especies presenta una elevadtam@nde finidad y es conducid
entropicamente por la liberacion de moléculas deagtructurada al mec

La figura 5.6 muestra un esquema de cémo actudasnfuerzas atractive

electrostaticas e hidrofobicas entre las moléaldasnzima y Pl
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Figura 5.6: representacion de los compleinsolubles PEFRP. +—)
PE; (©) carga negativa de las subunidades de los( %) TRP cargad:
positivamente;+) moléculas de (O; (*) moléculas de D estructurade
y (—) zonas hidrofébica

Por otro lado, el estudio de la interaccidon entt&sA/ TRP a pH 3,50 evidenc
gue ambas especies interaccionan con una elevaddante de afinidad por medio
fuerzas netamente electrostaticas. La union esucistal entalpicamente por la liberaci
de calor al medio. La figura 5.6 también es repredpmialel proceso de formacién ¢
complejo insoluble TRALG teniendo en cuenta que las zonas hidrofébicasse
encuentran en las cadenas de est

La formacion de los tres complejos se ajustd a wdelo de interaccion de
anico tipo de sitios independientes y equivalenitscomplejo EL10+TRP presenta 15
moléculasde TRP por mol dPE; el complejo ES100RP, 13 molécul: de TRP por
moléculade PE y el complejo AL-TRP, aproximadamente 230 pmolee TRP por
gramo de PE. Estos valorson similares a los gupresentaron maxima turbidez en
estudios de cinética e indica que la maxima catiacomplejo insoluble formado (o
particulas de mayor tamafio) se obtienen a la é#latRP/PE Optima terminada por
ITC.

La presencia de elevada fuerza idnica inhibié fan&xién de los tres complej
insolubles PEFRP al interferir con las interacciones electrost&t entre la enzima y ca
polimero. Al trabajar a pH 8,00 la TRP no interand con elALG. Sin embargo, s
observé la formacion del complejo soluble EL-TRP y ES100FRP a través de L
mecanismo que abarcaria dos etapas: una de fomnmdelbcomplejo soluble con
elevado numero de moléculas de Tseguida de la adi@an de moléculas de | para dar

particuladde mayor tamaficon menor grado de saturacion (figura 5.7).
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Figura 5.7 representacion de los complejsolubles PE-TRP——) PE; (©)
carga negativa de las subunidades de lo: ( %) TRP cargad:
positivament; (¢) moléculas de LO estructuradey (—) zonas hidrofobica

Estos resultados confirman la existencia de un &gmpoluble que actuaria en
etapa previa a la formacién del complejo insolubke presencia de zonas hidrofdbicas
la estructura de IoBE seria de suma importancia para la formaciorcatalplejo soluble
ya que la interaccion hidrofébica entre ambas espeseria la predominante al ve
disminuida la densidad de carga positiva de la &RRusa del pl

La formacion de los complejos -TRP también se estudid por DL
determinandose el Rle las particulas en solucion a diferentes conaésodel medic
Estos experimentos corroboraron los resultipreviamentebservados en IT

Se evidencio la existencia del complejo sollEL100-TRP a pH 5,00ES100-TRP
a pH 5,50 y ALGTRP a pH 3,50. También se corroboré la formacidrcdeplejo soluble
EL100-TRP y ES100-RP a pH 8,00 Ic cuales resultaroser de mayor tamafc los
observados a pH 5,005/5C; respectivamente. El ALG no foi® un complejo soluble cc
la TRP a pH 8,00El aumento de la fuerza i6nica dado por el Ninhibio la formacior
del complejo ES100-TRR pH 5,50 y ALG-TRP a pH 3,5EL EL100 probablement
hubiese presentado el mismo comportami

EL complejo EL10-TRP present6 unRnayor al del complejo ES1-TRP, tanto
a pH 5,00/5,50 como a pH 8,00. Esto estaria reladio con la cantidad de moléculas
TRP gue forman parte del complejo y con el gradagitegacion del misrr

Los estudios de estaidad de la TRP mostraron quee estructuresecundaria y/o
terciaria de laenzima se altera al interaccionar con cada PE. i&hm tiempo, lo:
experimentos de DSC indron que el EL100 mejora considerablemente la dstadl

térmica de la TRP a pH 5,00 mientras que S100 estabiliza levemente la estruct
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proteica a ambos pH. Esta diferencia podria debarde resistencia estructural que
adquiere la enzima cuando interacciona electroatatinte con los PE. A pH 5,00 se
favorecen estas interacciones entre la TRP y eD&ldbservandose el maximo aumento
en la estabilidad térmica de la TRP.

Sin embargo, a pesar de los cambios estructugalesufre la TRP, su actividad
catalitica no se perjudica en presencia de cadaM&s. aun, cuando los estudios de
actividad se realizaron a través del tiempo, lofinmyos Eudragit aumentaron la
estabilidad de la enzima, probablemente debidopaidieccion contra la autodegradacion
caracteristica de todas las proteasas. Por otro, led ALG no presentd un efecto
estabilizador de la actividad debido a que al pHodeacion del complejo insoluble (pH
3,50) la TRP se encuentra en una forma inactiva ipery estable.

Finalmente, los experimentos de precipitacion naosir que los tres sistemas PE-
TRP presentaron la maxima cantidad de TRP predgitarelaciones TRP/PE intermedias
a las ensayadas; evidenciandose que un defectoes@®re PE disminuye la cantidad de
enzima en el precipitado. El EL100 permite preaipitn 72 % de la TRP presente en el
sistema mientras que el ES100, un 41 %.

El ALG es el PE con mejor capacidad precipitante T&RP, obteniéndose
aproximadamente un 97 % de la enzima en el pradpitLa HIC consiguié separar
fisicamente la enzima del ALG, observandose auadotal del ALG en las fracciones en
las cuales eluy6 la TRP. Esto puede ser de vitpbrtancia dependiendo de la industria
que requiera el uso de la enzima. Ademas, la positi de reutilizar el ALG resulta
atractiva ya que disminuiria los costos de purifi@a y/o inmovilizacion de la TRP.

El conocimiento recopilado de cada experimentocteéglo se utilizO para
diagramar una metodologia de precipitacion de Té&tPlas polimeros EL100.

Los estudios realizados con el homogenado pamwedgmostraron la importancia
del mecanismo de formacion del complejo PE-TRP doae desea precipitar TRP con
EL100: los tres protocolos utilizados presentammdimientos muy distintos entre si.

La presencia de CaCinhibié la formacién del complejo insoluble EL1T&P
debido a la elevada fuerza ionica que proporciostd sal al medio. Sin embargo, al
acidificar la mezcla homogenado-EL100 hasta pH 3@@rmo un precipitado con un 45
% del total de la enzima presente en el homogertasi@robable que la enzima se una
débilmente al EL100 mediante interacciones hidricld) formando inicialmente un

complejo soluble y quedando retenida luego enquagis de EL100 insoluble.
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Por otro lado, en ausencia de Casllse observo la formacién de un precipitado
que contenia aproximadamente el 82 % del totaladenkima. Este precipitado seria
complejo insoluble EL100-TRP formado por interaoei® electrostaticas e hidrofobicas
entre ambas especies.

Al precipitar TRP a partir del homogenado de péasrporcino con ALG se
observo que la presencia del PE inhibe la activadél tripsinbgeno al interaccionar
fuertemente con el €4 Se observé la aparicién de un precipitado queef®ria a la
formacion del complejo insoluble ALG-TRP. La acti@a del SN evidencié una baja
concentracion de TRP en esta fraccion al no obssvan aumento de la actividad
catalitica durante las 3 horas de activacion. Btlirmiento del PP, calculado a partir del
balance de masa de TRP en el sistema, es iguala RQ HIC seria una técnica apropiada

para separar el ALG y la TRP y evitar que el PErfidgra con su actividad.
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En la actualidad, las enzimas cumplen un rol nmoartante en la industria ya sea
como parte de un proceso industrial 0 como comgenéa un producto. Su uso se ha
incrementado con el paso del tiempo debido a latajgs que ofrecen con respecto a los
compuestos quimicos que reemplazan: mayor velocidadaccion, mayor especificidad y
menor impacto negativo sobre el medioambiente. &meigl, estas caracteristicas dan
como resultado procesos mas eficientes y produlgamayor calidad, lo cual conlleva a
una disminucion de los costos. Sin embargo, eldesenzimas también implica operar en
condiciones que no afecten su estructura proteazdividad catalitica.

Por otro lado, a medida que la demanda de enzpuoagarte de la industria
aumentaba, se desarrollaron y/o mejoraron métodoprdduccion y aislamiento que,
idealmente, combinen alta productividad y seledtidi sencillez, rapidez y bajos costos.

Un método que relne estas tres Uultimas caraatesses la precipitacion de
complejos insolubles PE-proteina. En general, e&todo permite aislar una enzima de
interés a partir de su fuente natural o un cultiviorobiano con un elevado rendimiento,
ademas de concentrarla y estabilizarla. En algoasss puede ser el Gnico paso requerido
para purificar una enzima. En otros, puede actoarocprimer paso extractivo seguido de
una 0 mas técnicas cromatograficas. Esto depenidetds estdndares de pureza que se
requieran para el producto final: en la industaarfacéutica es preferible un producto de
elevada pureza aunque se deba sacrificar la cdntiiéenida; mientras que en el
procesamiento de materias primas como el cuero pagél puede ser mas importante
obtener una elevada cantidad de enzima con bajezguDe cualquier manera, los
“contaminantes” de una enzima podrian ser otragn&szcon actividad catalitica similar o
complementaria lo cual podria ser beneficioso aunopara el proceso industrial en si
mismo.

Los complejos insolubles PE-proteina se formancpgalmente por interaccion
electrostatica entre un PE y una proteina y poeedependen del pH, la fuerza idnica, la
temperatura y la concentracion de ambas espe@d®rinacion de un complejo insoluble
puede transcurrir por diversos mecanismos en lagesuse postula la presencia de un
complejo soluble PE-proteina como etapa intermeédiimalmente, varias moléculas de
proteina se unen con alta afinidad a una molécaléPH, de acuerdo a los residuos
aminoacidicos que exponga y a la naturaleza degidopos funcionales del PE. Sin
embargo, a pesar de la gran cantidad de estudibzados en esta area, el mecanismo de

formacion de los complejos insolubles PE-proteiimarao ha sido esclarecido.
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En el presente trabajo se estudio la formaciércataplejos insolubles entre la
enzima tripsina y tres PE aniénicos: Eudfadit-100, Eudragit S-100 y alginato.
Inicialmente se realizaron estudios de solubiligdadinéticos de los PEs y de cada
complejo PE-TRP para evaluar las condiciones dadoion del complejo insoluble por
medidas de turbidez. Esta informacion se utilizppara caracterizar la interaccion PE-
TRP vy las particulas en el sistema por ITC y DL8eras, se analizd la estructura de la
enzima y su actividad catalitica para conocer ettefde la presencia de los PE sobre la
estabilidad de la TRP. Este estudio es muy imptatgara validar la formacion de
complejos insolubles PE-TRP como técnica de aiglatnj estabilizacion e inmovilizacion
de esta enzima. Por otro lado, la aplicacion de @RI industria implica que el proceso
de formacion del complejo no desestabilice la etiira proteica y/o afecte negativamente
su actividad catalitica. Asi, para validar el usolas complejos insolubles PE-TRP en la
industria se emplearon técnicas de espectroscopi@idJy DC, DSC y medidas de
actividad enzimatica en diferentes condiciones

A partir de los datos experimentales y del arghiginucioso de los mismos se han
extraido las siguientes conclusiones:

1. la TRP interacciona de manera 6ptima con el EL10H &,00; el ES100 a pH 5,50
y el ALG a pH 3,50 formando complejos insolubles.

2. el complejo EL100-TRP contiene 15 moléculas de TP mol de EL100; el
complejo ES100-TRP contiene 13 moléculas de TRP mpor de ES100 vy el
complejo ALG-TRP contiene 230 umoles de TRP pomgrde ALG.

3. la formacidon de cada complejo transcurre a traeésra etapa de formacioén de un
complejo soluble que depende de la relacion TRRE/EE la concentracion de las
especies en solucion.

4. la formacion del complejo soluble también depeneéelal densidad de carga
positiva de la TRP y de la posibilidad de que lazirma interaccione
hidrofébicamente con el PE. En este aspecto, el AbGorma complejo soluble
con la TRP a pH 8,00.

5. el EL100 y el ES100 forman un complejo soluble ¢t@nTRP a pH 8,00 que
contiene 143 moléculas de TRP por mol de EL100 yn@leculas de TRP por mol
de ES100.
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6. la baja densidad de carga positiva permite un magercamiento de las moléculas
de TRP y por ende, acomodar un mayor nimero decalakde enzima sobre una
cadena de PE.

7. los complejos solubles EL100-TRP y ES100-TRP a (¥ 8on de mayor tamafo
gue a pH 5,00 y 5,50; respectivamente.

8. la solubilidad de cada complejo depende sensiblerai pH, la fuerza idnica y la
relacion TRP/PE. Estos parametros afectan la dethsld carga de los complejos
solubles, favoreciendo su agregacion o repulsion.

9. los complejos EudragitTRP se forman mediante interacciones electroagite
hidrofébicas. El complejo ALG-TRP se forma mediaimteracciones netamente
electrostaticas.

10.la cinética de formacion de cada complejo es rapaddeniéndose la mayor
cantidad de complejo formado en menos de 50 segumido incubacion a
temperatura ambiente.

11.la interaccién de la TRP con los Eudr8gfavorece su estabilidad estructural
térmica y a través del tiempo. No se determinétefestabilizador del ALG.

12.1a interaccion de la TRP con cada PE no alteratvdad catalitica.

13.el ALG pudo separarse de la TRP por aumento deidezé idnica y posterior
tratamiento con una columna de HIC.

14.el precipitado del complejo ALG-TRP contiene un%7de la enzima total en el
sistema. El precipitado del complejo EL100-TRP =@ un 72 % y el precipitado
del complejo ES100-TRP contiene un 41 %.

15.el EL100 permitié precipitar TRP a partir de un log®nado de pancreas porcino
aplicando dos protocolos diferentes: el nimero € iquplicaba la formacion del
complejo soluble y posterior precipitacion del REel nimero 3 que implicaba la
precipitacion del complejo insoluble.

16.la aplicacion del protocolo 2 permiti6 precipitar 46 % de la TRP en el
homogenado de pancreas; mientras que la aplicat@brprotocolo 3 permitid
precipitar el 82 %.

17.el ALG permitio precipitar el 99 % de la TRP totéal el homogenado de pancreas.
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6.1. APLICACIONES DE LOS COMPLEJOS INSOLUBLES EL100-TRP, ES100-
TRP Y ALG-TRP.

6.1.1._Concentraciory estabilizacionde TRP.

Los tres PE forman complejos insolubles con la GB® permitirian concentrarla y
estabilizarla. En rigor, la concentracion es un@ctaristica intrinseca a la precipitacion
por formacion de complejos insolubles ya que elgaB contiene la enzima de interés
idealmente podria redisolverse en cualquier volusiempre y cuando se apliquen las
condiciones Optimas de pH y/o fuerza i6nica. Ere especto, reducir el volumen de
trabajo puede ser beneficioso si, por ejemplordaipitacion de TRP se aplica como paso
previo a una etapa cromatografica durante la pacdfon de la misma.

Por otro lado, la estabilizacion de enzimas depetedla interaccion de éstas con el
PE y de las condiciones en las cuales se llevéa leaformacion del complejo insoluble.
Los complejos EL100-TRP; ES100-TRP y ALG-TRP senfan en condiciones de pH,
temperatura y fuerza iénica que no perjudican fiaietsira ni la actividad catalitica de esta
enzima. Esto es muy importante ya que el objetival fes aprovechar las capacidades
proteoliticas de la TRP para distintos fines. Adgmia posibilidad de mejorar la
resistencia térmica de la enzima y su estabiliddthweés del tiempo sin necesidad de
aplicar técnicas de ingenieria genética y proteantecofrece a estos complejos insolubles
PE-TRP una gran ventaja debido a la rapidez y smapton la que se forman. En este
aspecto, el EL100 incremento sustancialmente &b#isiad térmica de la TRP.

Incluso, el PP (sin redisolver) puede liofilizang® mezclarse con compuestos

estabilizantes de manera tal de optimizar el almaoénto y la vida util de la enzima.

6.1.2. Purificaciénde TRP.
El ALG es el mejor precipitante de TRP permitiemeouperar en el PP el 99 % de

la enzima total en el homogenado de pancreas. Aglesaacomprobd que puede separarse
de la TRP por HIC.

El EL100 también presento una buena capacidadpgeate de TRP, permitiendo
recuperar el 82 % de la enzima del homogenado mierges en el PP por precipitacion del
complejo insoluble a pH 5,00. En la aplicacion deeePE se destaca la posibilidad de
precipitar TRP a través de un protocolo que imdictormacion del complejo soluble en
presencia elevada fuerza idnica y posterior inslidalsion del EL100. El rendimiento de
TRP en el PP es igual a 46 %.
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Asi, se demuestra que el conocimiento del mecanigmas condiciones de
formacion de los complejos PE-TRP es fundamented pantrolar las caracteristicas

fisicoquimicas del PP.

6.1.3._Inmovilizacionde TRP.

El complejo insoluble ALG-TRP puede adsorbersaesoina superficie sélida para
inmovilizar la enzima o redisolverse para genetardiciones que permitan luego formar
sistemas con TRP inmovilizada, como hidrogeles feras. Estos sistemas pueden
funcionar como biocatalizadores industriales o cotomponente de cremas para el
tratamiento de edemas y heridas.

El complejo insoluble EL100-TRP puede utilizarsargp fabricar suplementos
digestivos que favorezcan la degradacion y absom#los alimentos. También se puede
usar para producir cremas para el tratamiento denasl y heridas. En todos los casos, el
complejo insoluble deberia mezclarse con aditivaa plastificantes y por lo tanto seria
importante llevar a cabo los respectivos estudisimbdidad estructural y actividad
catalitica de la TRP en este nuevo medio.

Dos protocolos pueden aplicarse para precipitaP Té®n EL100, los cuales
presentan distintos mecanismos de formacion del PBrcentaje de TRP precipitada.
Ambos PP poseen propiedades fisicoquimicas dilesepntpor ende, permitirian obtener
diferentes perfiles de liberacion de la TRP: veladi porcentaje de TRP liberada, etc.

Ademas, si los PE son inmovilizados sobre un sepmilido esférico o plano (por
ejemplo, fabricado con poliestireno) previo a lanfacion del complejo insoluble (o
soluble) se puede obtener una gran variedad décydag recubiertas con TRP con
diferentes caracteristicas.

Es importante destacar que las interaccionesvadrde las cuales la TRP se une al
ALG y al EL100 son reversibles y no se requierais de reactivos téxicos (como la
carbadiimida) para promover la union. Ademas, lauetira de la enzima no se ve
afectada por el proceso de formacion del complggoluble. Mas adn, se observo que el
EL100 mejora considerablemente la estabilidad tarde la TRP y la protege del proceso
de autodegradacion.

Por supuesto que, para un estudio mas precisoidmbvilizacion de TRP, se debe
caracterizar también la cinética de reaccion denlema unida al soporte a través de los

parametros Max Y Km; entre otras cosas.
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