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1. RESUMEN

El presente estudio se llevé a cabo para evaluar diferentes métodos de bioseparacion
orientados a la recuperacion de exopoligalacturonasas (exo-PG) y
endopoligalacturonasas (endo-PG) contenidas en el extracto enzimatico procedente de la
fermentacion en medio semisélido de Aspergillus niger utilizando cascara de naranja para
la preparacion de los sustratos.

El producto de fermentacion fue sometido a un pretratamiento que involucré una fase de
extraccién solido—liquido utilizando solucién 0.1 M de metabisulfito de sodio vy
encontrandose mediante la implementaciéon de un disefio de experimentos unifactorial
completamente aleatorizado que la relacién producto de fermentacién — solvente que
maximizé la concentracion de proteinas y la actividad enzimatica fue 1:4. La etapa de
pretratamiento involucré ademas un proceso de centrifugacion a 4500 rpm a 4 °C durante
30 min y un proceso de microfiltracion con membrana de nitrocelulosa de 0.45 um,
reportandose factores de purificacion de 1.96 y 1.75 para la exo-PG y la endo-PG
respectivamente.

Los métodos de precipitacion por salado y por punto isoeléctrico fueron evaluados de
manera independiente, determinandose que los pellets resuspendidos en buffer acetato
0.1 My pH 4.5 presentan una mayor actividad endo-PG cuando son obtenidos al ajustar
el extracto enzimatico pretratado a un 80% de saturacion de sal, empleando solucion 4 M
de sulfato de amonio; por otro lado, se encontré que las enzimas pectinoliticas de interés
se caracterizan por presentar un rango de estabilidad a valores de pH entre 3.0 y 6.0,
intervalo por fuera del cual la actividad enzimatica disminuia hasta perderse.

Ante la sensibilidad que presentaron los métodos de cuantificacién de actividad
enzimatica cuando la proteina total de las muestras analizadas se encontraba muy diluida,
se definid utilizar sulfato de amonio en estado sélido para implementar una prueba que
acopld los dos métodos de precipitacion anteriormente mencionados, derivando en un
factor de purificacion de 1.79 y de 1.17 para la exo-PG y endo-PG respectivamente que
se explican por el efecto de concentracion que tomo lugar en la fase de resuspension de
los precipitados en el buffer acetato.

El proceso de ultrafiltracion fue implementado en el Sistema de Ultrafiltracion marca
Millipore, modelo Pellicon 2, utilizando una membrana de peso molecular de corte
(MWCO) de 30 kDa y alcanzando para la exo-PG y la endo-PG factores de purificaciéon
respectivos de 1.39y 1.14.

Por otro lado, la extraccion liquido—liquido mediante el sistema de bifases acuosas
conformado por polietilenglicol de peso molecular 4000 (13% w/w) y buffer fosfato (28%
w/w) derivo en un factor de purificacién de 1.11 para la enzima endo-PG.
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Finalmente, y con base en todos estos resultados, se sugiere una integracion de procesos
downstream que derive en factores de purificacion mayores para las enzimas
pectinoliticas de interés. La ruta de purificacion en cuestion involucra la precipitacion por
salado utilizando sulfato de amonio en estado soélido para ajustar el producto de
fermentacion pretratado a un 80% de saturacién, la resuspensiéon de los pellets en un
volumen de buffer equivalente a Y4 del volumen del extracto enzimatico inicial y, por
ultimo, el paso de la resuspension obtenida por membrana de ultrafiltracion de 30 kDa.
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2. INTRODUCCION

El empleo de enzimas en la industria ha cobrado especial importancia en las ultimas
décadas por cuanto la implementacién de procesos tales como la clarificaciéon e hidrélisis
enzimatica representa beneficios para varios de sus sectores, entre los que se cuenta el
textil, el papelero y, de manera especial, el de alimentos (Carrera, 2003). Sin embargo, la
dificultad en el acceso a diferentes tipos de enzimas como las pectinasas limita el uso de
estos procesos en las industrias de los paises en via de desarrollo (Garcia y Ramirez,
2008).

Las empresas lideres productoras de enzimas a gran escala estan distribuidas
principalmente en Europa; es el caso de Novozymes, Danisco y Chr Hansen en
Dinamarca, y DSM, Degussa y AB enzymes en Alemania, y aunque éstas cuentan con
representantes comerciales en todos los continentes, los costos de importacion del
producto aumentan el valor de los procesos en la industria de alimentos de otras regiones
(De Guzman, 2005).

En efecto, las importaciones de preparaciones para la elaboracion de bebidas en
Colombia ascendieron en el 2001 a un poco mas de US 37.500, ubicandose en la
posicion 41 de los 50 principales productos de importacién en el pais; de esta cifra, cerca
del 85% proceden de Brasil y Dinamarca, paises productores de enzimas (ALADI, 2001).
Para el afio 2007, las importaciones totales de enzimas fueron de 438.770 toneladas,
equivalentes a US 5.6 millones (BACEX, 2008), mostrando de esta forma un incremento
mas que considerable en tan solo seis afios. Hechos como éste son los que evidencian la
necesidad latente de implementar procesos para la obtencion de estos productos de tan
alto valor agregado, dejando en claro que el satisfacer la demanda interna de las enzimas
pectinoliticas y otras enzimas de interés industrial es una manera de impulsar la naciente
industria biotecnoldgica en paises como Colombia, cuyo enfoque a la produccién de tales
enzimas es aun limitado a nivel industrial.

Una de las rutas recientemente estudiadas en Colombia para la produccion de pectinasas
es a partir del A. niger via fermentacién en estado semisélido, empleando la cascara de
naranja como sustrato (Garcia y Ramirez, 2008); en este estudio se identificaron
condiciones de operacién para la produccién de estas enzimas obteniendo un extracto
enzimatico con actividad pectinolitica y otros metabolitos. Sin embargo, se sabe que en la
industria biotecnoldgica se deben involucrar procesos posteriores a la fermentacion que
posibiliten que el producto de interés sea separado y purificado; tales procesos son los
gque se conocen como procesos downstream.

Se estima que los pasos necesarios para alcanzar un grado de purificacién aceptable
involucran alrededor del 60% del costo total del proceso de obtencién de proteinas,
excluyendo los costos inherentes a la compra de materias primas (Lee, 1992). A lo
anterior se le suma el hecho de que, en la actualidad, el mercado de los bioproductos se
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ha constituido en un sector con bastante competencia en el mundo, lo cual ratifica la
importancia de seleccionar una secuencia de procesos de separacion y purificacion, ya
que una vez el proceso ha sido aprobado por las entidades regulatorias competentes, la
modificacion de sus caracteristicas implica costos considerables (Lienqueo y Asenjo,
2000). De esta manera, se evidencia la importancia del tema en estudio, el cual conduce
sus esfuerzos a la evaluacién de procesos downstream aplicados a enzimas pectinoliticas
-de alto interés para la industria de alimentos y bebidas-.

Existen dos factores principales que influyen en el desarrollo y eleccién de los procesos
de bioseparacion o aislamientos de moléculas biolégicas. En primer lugar, se encuentra el
aspecto econémico que conlleva a considerar una gama de procesos de separacién que
muestre rendimientos con respecto a la relacion de los costos operacionales y los valores
de recuperacion promedio. Un segundo pero no menos importante factor, es la necesidad
de un ambiente bio-compatible que permita la aplicacion de criterios rigurosos de
separacion sin comprometer las propiedades del producto final. En el caso de la
recuperacion enzimatica mediante precipitacion por salado y por punto isoeléctrico y
extraccién por bifases acuosas, ambos factores mencionados son de relevancia maxima
(Weatherley, 1994).

Ahora bien, una de las principales caracteristicas de la separacion de moléculas
biolégicas que las diferencian de muchos productos convencionales es la sensibilidad de
especies particulares al ambiente en el que son procesadas. Esto es especialmente cierto
en el caso de las proteinas y, en particular, de los productos enzimaticos cuya actividad y
funcionalidad son notablemente sensibles a criterios ambientales tales como pH,
temperatura y potencial idnico (Weatherley, 1994). Ello conlleva a la necesidad imperante
de implementar una técnica de bioseparacién que no ponga en riesgo la actividad
enzimatica de las pectinasas y, debido a las razones que seran expuestas a lo largo de
este estudio, las alternativas que se constituyen en el objeto del mismo derivan en
opciones viables desde el explicado punto de vista.

En el marco del presente trabajo, se ha definido como requerimiento esencial de los
métodos en estudio, ademas de los ya mencionados, la compatibilidad con procesos
continuos, lo cual viene ligado a pequefios tamafios de equipos, bajos inventarios,
estabilidad del proceso y uniformidad del producto. Esto es congruente con el hecho de
que el esquema de numerosos procesos para la purificacion de proteinas comerciales
implica una integracién de procesos que constituye una secuencia o ruta de purificacion
estandarizada con la prioridad de maximizar rendimientos (Harris y Angal, 1995).

Para los procesos de recuperacion de proteinas, los diagramas de flujo siempre incluyen
los mismos tipos de operaciones unitarias (centrifugacion, procesos con membranas —
filtracion, microfiltracién y ultrafiltracion— precipitacién, extraccion liquido-liquido)
(Lienqueo y Asenjo, 2000). El problema que debe ser resuelto entonces es la seleccion
secuencial entre las alternativas de operacion aplicables al tipo especifico de
biomoléculas en estudio que, en el enfoque de esta investigacidon, seran las pectinasas
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procedentes de la fermentacién del A. niger en sustrato semisélido con base en cascaras
de naranja, evitando la desnaturalizacién irreversible de las enzimas y enfocandose en la
conservacion de su actividad enzimatica y en la obtencion de altos rendimientos. Dicho de
otra manera, la investigacién se centra en la determinacién de la viabilidad inherente a la
implementacion a escala laboratorio de los métodos para la purificacion de enzimas de
interés industrial en términos de particién y rendimiento.

14



3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Evaluar diferentes métodos de bioseparacion orientados a la extraccién y purificacion de
enzimas pectinoliticas obtenidas por fermentacién en estado semisdlido del A. niger.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Evaluar la precipitacién como método para la purificacién de enzimas pectinoliticas
mediante la adicion de sales y el ajuste de pH.

3.2.2 Evaluar los métodos de ultrafiltracion y de extraccion liquido-liquido como
alternativas para la purificacion de pectinasas.

3.2.3 Proponer una secuencia de etapas de purificaciéon de enzimas pectinoliticas que
mejore el factor de purificacion global y el rendimiento.
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4. MARCO TEORICO Y REVISION DE ANTECEDENTES

4.1 APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PECTICAS

El uso de enzimas a nivel industrial se remonta al siglo XIX, cuando comenzaron a
producirse las primeras preparaciones de renina a partir del estbmago de terneros y de
amilasa de origen fungico. En la actualidad, la industria de alimentos emplea una amplia
gama de enzimas, tales como amilasas, celulasas, invertasas, glucanasas, enzimas
proteoliticas y enzimas pécticas, entre otras (Carrera, 2003). Las pectinasas tienen
aplicaciones en la industria de alimentos que corresponden a un 25% de las ventas
globales de enzimas grado alimenticio (Singh et al., 1999). Ellas tienen la capacidad de
degradar pectinas (polisacaridos complejos presentes en los tejidos vegetales) en
moléculas mas simples como el acido D-galacturénico (Castilho et al., 2000).

Las enzimas pécticas son empleadas industrialmente con diferentes propdsitos (Lima et
al., 2002; Demir et al., 2001):

* Extraccion, clarificacion y concentracion de jugos de frutas.

* Clarificacién de vinos.

» Extraccion de aceites esenciales, sabores y pigmentos a partir de material vegetal.

* Tratamiento de fibras en la industria textil.

* Produccion de papel.

» Fermentacién de café y té.

» Tratamiento de aguas residuales con contenido de pectina.

El empleo de las pectinasas se encuentra en pleno auge en la industria de jugos de frutas.
Existen diferentes tipos de jugos y consecuentemente procesos y tratamientos
enzimaticos variados. En la produccion de jugo de manzana, por ejemplo, las pectinasas,
ademas de mejorar el rendimiento durante las etapas de prensado vy filtracion, remueven
las particulas en suspensién para evitar la turbidez. (Lee et al., 2006; Demir et al., 2001;
Kashyap et al., 2001) Es asi como el propoésito de una clarificacion enzimatica es reducir
la viscosidad y facilitar el proceso subsecuente de filtracidén, pues en la mayoria de los
jugos de fruta, la fraccion de pectina es frecuentemente identificada como la causante de
la mayoria de las dificultades en el desempenio de la filtracién (Pilnik y Voragen, 1993).

En el jugo de naranja por ser un jugo turbio, lo que se busca también al adicionar las
enzimas pécticas es estabilizar las particulas suspendidas. La poligalacturonasa (PG) es
ideal para este caso (Lee et al., 2006; Almeida et al., 2003; Kashyap et al., 2001).

4.2 CLASIFICACION DE LAS PECTINASAS

Las enzimas pécticas pueden clasificarse en dos grupos, uno de desesterificacion y el
otro de depolimerizacién, dependiendo de su mecanismo de accidon. Dentro del grupo de
16



las enzimas de desesterificacion se encuentra la pectinestearasa, capaz de remover los
grupos metoxilo presentes en la pectina. Las enzimas depolimerizantes, a su vez, se
clasifican en poligalacturonasas y poligalacturonato liasas, las cuales atacan el acido
poligalacturénico presente en la pectina, hidrolizando los enlaces a-1,4 o cortando por [3-
eliminacion, respectivamente (Dogan y Tari, 2008; Hadj-Taieb et al., 2002).

Hacen parte del grupo de las poligalacturonasas o hidrolasas la endopoligalacturonasa
(endo-PG) que tiene una accioén aleatoria dentro de la cadena y la exopoligalacturonasa
(exo-PG) que actua en los extremos reductores de la cadena (Lima et al., 2002; Kashyap
et al.,, 2001). Asi que mientras mas actividad exista por parte de la endo-PG, mas
extremos reductores estaran disponibles para que la exo-PG actue.

4.3 LAS PECTINASAS DEL GENERO Aspergillus

Aunque muchas levaduras, algunas bacterias y una larga variedad de hongos
filamentosos son conocidos por sintetizar pectinasas, la opcion preferida por la industria
es el hongo del género Aspergillus, particularmente el A. niger, el cual es un organismo
generalmente considerado como seguro (GRAS: Generally Regarded As Safe) (Almeida
et al., 2003). Algunas propiedades bioquimicas de las enzimas del género Aspergillus son
mostradas en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades bioquimicas de poligalacturonasas del Aspergillus (Niture, 2008)

L Punto
Hongo (fuente) Forma PG | pH 6ptimo | PM (kDa) isoeléctrico
Il 3.8-43 61 -
Aspergillus niger v 3.0-46 38 -
Exo | - 82 -
Exo Il - 56 -
Aspergillus awamori I - 41 6.1
I 4.0 61 -
Aspergillus carbanarius Il 4.1 42 -
1] 4.3 47 -
Aspergillus japonicus ! 4.0 38 °.6
Il 5.0 65 3.3
Aspergillus tubingensis | Exo PG 4.2 78 3.7-4.7
Aspergillus kawachii I 20-3.0 60 3.55
Aspergillus ustus I 5.0 36 8.2
Aspergillus cinerea Exol 5.0 €5 8.0
Il 5.2 52 7.8

Son de especial interés para el presente estudio los datos de punto isoeléctrico y PM.

17




4.4 PURIFICACION DE ENZIMAS POR METODOS DE PRECIPITACION

Las diferencias en comportamientos de solubilidad han sido usadas por mas de 50 afios
para la separacién de proteinas (Weatherley, 1994). Actualmente, la precipitacion es
usualmente utilizada como un paso de separacion durante las primeras etapas de un
proceso de purificacién, y normalmente es seguida por otro tipo de separaciones, como la
cromatografia. La precipitacion puede ser utilizada también como método de
concentracion de proteinas como paso previo a un proceso de purificacion (Harris y
Angal, 1995).

Lo anterior se debe a que a pesar de que los procesos de precipitacidon pueden ser
aplicados de manera facil y reproducible, el disefio de estos no es tan sencillo, ya que no
existe aun una teoria predictiva para analizar las posibles relaciones que existen entre los
meétodos, y consecuentemente el disefio de estos procesos continuara como un ejercicio
empirico que necesita largas horas de mediciones en el laboratorio (Weatherley, 1994)

La precipitacion de proteinas es obtenida por la adicion de sales, inducida por el cambio
de pH o potencial ibénico, o por adicion de solventes -ya sean organicos, inertes o
polimeros-. Los precipitados pueden ser recuperados por filtracion o centrifugacion, por
lavado o por resuspension en un buffer adecuado (Harris y Angal, 1995).

4.4.1 Precipitacion por punto isoeléctrico

Uno de los métodos mas faciles para la precipitacion de proteinas se lleva a cabo
ajustando el pH de la solucién a uno cercano o igual al punto isoeléctrico de la proteina de
interés; este proceso es llamado también precipitacién isoeléctrica. La superficie de las
proteinas estad cubierta por grupos cargados positiva y negativamente; cuando esta
cargada negativamente, se dice que esta por encima del punto isoeléctrico, y de manera
contraria, cuando la superficie estd cargada positivamente, la proteina se encuentra por
debajo del punto isoeléctrico (Harrison et al, 2003).

En ambos casos, las moléculas cargadas de manera igual a la superficie son repelidas
por la proteina. Sin embargo, cuando se alcanza el punto isoeléctrico, las cargas positivas
y negativas presentes en la superficie se neutralizan unas con otras y la repulsion
electrostatica con otras moléculas no ocurre, dando lugar a la atraccion entre las
moléculas de proteina disueltas y formando asi un precipitado (Harris y Angal, 1995). Es
importante tener en cuenta que valores extremos de pH pueden favorecer la
desnaturalizacion de la proteina.

Existen dos ventajas en este método cuando se emplean acidos para causar la
precipitacién: los acidos minerales son de bajo costo y muchos de ellos (fosfdrico,
clorhidrico, sulfurico) son aceptables en proteinas de la industria de alimentos (Harrison et
al, 2003).
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Diferentes investigadores se han enfocado en la determinacion del punto isoeléctrico de
proteinas de interés. Sin embargo, para el caso de las poligalacturonasas, el enfoque se
justifica mas por propdsitos de caracterizacion que de purificacion, como es el caso de la
poligalacturonasa del Streptomyces lydicus, donde se reporta un punto isoeléctrico de 3.1
para la proteina (Jacob et al., 2008). En contraste, Rao y colaboradores (1996) reportan el
valor de 8.2 como punto isoeléctrico de la poligalacturonasa del Aspegillus ustus.

Los anteriores son los dos casos extremos de todos los estudios encontrados en la
revision de la literatura para poligalacturonasas, y en ambos casos el procedimiento de
determinacion del punto isoeléctrico implicd barridos de pH dentro del rango 3.0 -9.0, en
consonancia con la restriccion mencionada de los pH extremos. En particular, la
metodologia reportada por Jacob y colaboradores (2008) involucra la pre-incubacién de la
enzima en diferentes buffers a una temperatura de 50°C y la posterior mediciéon de su
actividad residual después de 90 minutos.

Sin embargo, si es posible encontrar reportes donde la precipitacion por efectos de pH
sea utilizada en la recuperacion de variedad de proteinas en general. Perfiles de
solubilidad son entonces encontrados en trabajos como el de Zaman y colaboradores
(1999), quienes se enfocaban en la recuperacion de lisozimas a partir de extracto de
canola inicialmente a pH basico, sometiendo dicho extracto a pH’s entre 4.0 y 9.0; valores
de pH que favorecen la precipitacion de diferentes tipos de lisozimas son alli reportados.
Metodologias similares son implementadas para la precipitacion de hidrolasas del Lupinus
mutabilis (Anduaga et al., 1999) y de la proteina insecticida del Bacillus thuringiensis
subsp. tenebrionis producida en Escherichia coli recombinante (Gustafson et al., 1999)
reportando precipitaciones a pH 7.0 — 7.5 y a pH 9.0, respectivamente.

4.4.2 Precipitacion por salado o “salting-out”

La precipitacién por adicién de sales neutras tiene sus origenes en 1859, cuando Denis
realizdé un trabajo para la separaciéon de proteinas de la sangre (Weatherley, 1994). La
proteina no es desnaturalizada y la actividad enzimatica es recuperada mediante la
resuspension del pellet; adicionalmente, las sales pueden estabilizar las proteinas contra
la desnaturalizacion, la protedlisis o la contaminaciéon bacteriana, caracteristicas que
hacen de este método una alternativa facil y confiable para la separacion de proteinas
(Harris y Angal, 1995).

La causa de la precipitacion por salado difiere a la causada por el ajuste del pH, lo que
lleva a que estas técnicas sean usadas una tras otra con el fin de maximizar la
purificacién de las proteinas deseadas. El salting-out depende de la naturaleza hidrofébica
de la superficie de la proteina. Los grupos hidrofébicos predominan en el interior de ésta,
pero algunos se localizan en diferentes regiones de la superficie; el agua es puesta en
contacto con la superficie, haciendo que estas regiones no queden expuestas; cuando la
sal es agregada, el agua solvata los iones de la sal, y mientras la concentracién de sal se
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incrementa, el agua es removida de los alrededores de la proteina, eventualmente
exponiendo las regiones hidrofobicas. Dichas regiones en las proteinas pueden
interactuar mutuamente o con las de otras moléculas, resultando en una aglomeracion.
De esta forma las proteinas con regiones hidrofébicas mas abundantes formaran
agregados y se precipitaran mas rapidamente que aquellas con pocas regiones
resultando un fraccionamiento (Harris y Angal, 1995).

Se ha mostrado que la mejor sal para la precipitacion de proteinas es el sulfato de amonio
[(NH4)2SOy4]. Su solubilidad es muy alta (aproximadamente 4 M en agua pura) y varia muy
poco en el rango de temperaturas de 0 a 30°C. La densidad de una solucién saturada de
(NH,4),SO, es 1.235 g/cm®, con una diferencia suficiente a la densidad de los agregados
de proteinas (1.29 g/cm® aproximadamente), posibilitando de esta manera una
diferenciacion de fases después de una centrifugacion. Otra ventaja de emplear
(NH4).SO,4 es que los precipitados de la proteina son a menudo muy estables durante
anos en soluciones de sal 2 a 3 M; de hecho, muchas enzimas comerciales son
normalmente vendidas en soluciones de (NH;),SO, de alta molaridad. La Unica
desventaja de la sal es que no debe ser utilizada por encima de un pH de 8.0 debido a la
accién buffer del amoniaco. El citrato de sodio es muy soluble y constituye una buena
alternativa cuando la precipitacién se necesita realizar a un pH por encima de 8.0
(Harrison et al., 2003).

El hecho de que en la literatura se reporte ampliamente el uso de (NH4).SO,4 en la
precipitacion de proteinas (Singh et al.,, 1999; Fang et al., 2008; Ninawe et al., 2008)
evidencia la veracidad de las lineas anteriores; los porcentajes de saturacion reportados
varian de acuerdo a la hidrofobicidad de las enzimas de interés, encontrandose valores
entre el 20y 70%.

En la totalidad de los casos encontrados, el proceso de precipitacién por salado es
acoplado con otros métodos de concentracién de proteinas, como es el caso del protocolo
implementado por Singh y colaboradores (1999), quienes utilizan la precipitaciéon por
salado como etapa preliminar del proceso downstream para la recuperacion de pectinasas
del A. carbonarius y como paso previo a la ultrafiltracién, haciendo referencia a un rango
muy amplio en el porcentaje de saturacion de la sal (0 — 95%) pero sin reportar un valor
definido para la precipitacién de las poligalacturonasas.

El acoplamiento de la precipitacion con (NH;).SO, y la ultrafiltracion se constituye también
en la estrategia de Fang y colaboradores (2008) para la purificacion y caracterizacién de
una xilanasa del A. carneus M34, mientras que la purificacion de la xilanasa extracelular
del S. cyaneus SN32 (Ninawe et al., 2008) se vale del proceso acoplado precipitacion —
cromatografia de intercambio iénico para alcanzar un rendimiento global del 43%. Para
estas otras enzimas el rango reportado en porcentajes de saturacién esta entre el 20 y el
50%.
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4.5 PURIFICACION DE ENZIMAS POR ULTRAFILTRACION

En la ultrafiltracion, el agua y otras pequefias moléculas son pasadas a través de una
membrana semi-permeable mediante una fuerza transmembranal tal como Ia
centrifugacién o las altas presiones (Harris y Angal, 1995). La superficie de estas
membranas contienen poros de diametros lo suficientemente pequefos como para
distinguir los tamanos y formas de las moléculas disueltas; aquellas por encima de un
rango de tamarfo determinado son retenidas, mientras que aquellas por debajo de dicho
rango pasan a través de la membrana junto con el flujo de solvente permeado (Schratter,
1996).

Las membranas para ultrafiltracion son caracterizadas de acuerdo al peso molecular de
los solutos a retener: el peso molecular de corte de la membrana (MWCO —molecular
weight cutoff-) es el parametro de operacion mas mencionado en la teoria de
ultrafiltracion y se define como el peso molecular de solutos globulares hipotéticos
(proteinas) que seran en un 90% retenidos por la membrana en cuestiéon (Harris y Angal,
1995).

Sin embargo, puesto que la relacion retenido:permeado no es solo una funcién del
tamano fisico sino también de la forma y caracteristicas eléctricas de la molécula, el
MWCO no pasa de ser un indicador que se encuentra basado en solutos modelo.
Moléculas lineales como polisacaridos tenderan a ser permeados por la misma membrana
que retendra moléculas globulares del mismo peso molecular, razén por la cual se plantea
como regla escoger una membrana cuyo MWCO sea alrededor de la mitad del valor del
peso molecular de la proteina a concentrar, de manera tal que se genere un balance entre
altas recuperaciones de proteina y minimos tiempos de filtracion (Schratter, 1996).

Genéricamente hablando, el tamafio de poro en membranas de ultrafiltracion es
considerablemente mas pequefio que en las membranas de microfiltracion, y el area de
poro por unidad de superficie también es menor. Como consecuencia, el flujo que se
maneja en una membrana de ultrafiltracion es generalmente mucho mas pequefio que el
de las membranas de microfiltracién (Weatherley, 1994). Los didmetros de poro para
ultrafiltracion se encuentran entre 1y 20 nm (Harris y Angal, 1995).

Las técnicas de separacion con membranas son particularmente dirigidas a la extraccion
o purificacién parcial de biomoléculas de alto valor agregado solubles en agua, dado que
no involucran agentes quimicos y no generan desnaturalizacién térmica (Jaouen et al,
1999). Entre las aplicaciones en las que las membranas de ultrafiltracién son utilizadas se
cuentan la concentracién de enzimas, antibiéticos, anticuerpos y leche, la recuperacién de
células vegetales y la desalinizacion de la sangre, por lo que son usadas ampliamente en
industrias de alimentos, farmacéuticas y de lacteos (Weatherley, 1994).
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La ultrafiltracion es una de las técnicas reportadas en la literatura para la purificacién de
proteinas a través de metodos acoplados. Para el caso de enzimas pécticas, se reportan
muchos estudios, entre ellos la purificacion de poligalacturonasas mediante ultrafiltracion
— cromatografia de intercambio idnico (Jacob et al., 2008), la optimizacion de procesos
downstream para la recuperacion de pectinasas del A. carbonarius mediante precipitacion
— ultrafiltracion (Singh et al., 1999) y el acoplamiento de sistemas de bifases acuosas con
ultrafiltraciéon para la purificacion de amiloglucosidasa (Tanuja et al., 2000) alcanzando
factores de purificaciéon y rendimientos globales de hasta 9.4 y 91% respectivamente.

4.6 SISTEMAS DE BIFASES ACUOSAS

Los sistemas de bifases acuosas (en inglés designados como ATPS —aqueous two-phase
systems—) se definen como aquellos que aprovechan la inmiscibilidad entre las soluciones
acuosas de dos polimeros de cadena larga o de un polimero de cadena larga y una sal
formada por enlace i6nico (Harris y Angal, 1995).

Cada una de las dos fases formadas es rica en uno de los compuestos que originalmente
se encontraban en las soluciones acuosas. En la preparacion de los sistemas de bifases
son utilizados polimeros hidrofilicos; el polietilenglicol (PEG) es tal vez el compuesto mas
comunmente encontrado en este contexto (Weatherley, 1994). La inmiscibilidad es
explicada por impedimento estérico, es decir, por la imposibilidad de que las cadenas de
los polimeros involucrados coexistan (Harris y Angal, 1995).

La presencia significativa de agua en cada una de las fases en equilibrio que se generan
es, entre otras, la razén por la cual estos sistemas son empleados en bioseparaciones,
generalmente proteicas. El agua, presente en concentraciones de alrededor del 85-90%
en cada una de las bifases inmiscibles, ofrece un ambiente factible para los procesos de
aislamiento de proteinas, por cuanto es requerimiento importante para el mantenimiento
de la actividad enzimatica (Weatherley, 1994). Otros factores como la baja tensién
superficial en la interfase del sistema y el efecto estabilizante que pueden tener los
polimeros, derivan en la proteccion de las proteinas y en el impedimento de su
desnaturalizacion y disminucion de su actividad biologica en general (Harris y Angal,
1995).

En comun con muchos procesos de extraccion con solvente, el sistema de bifases
acuosas es una técnica flexible de separacion que permite un alto grado de control de las
condiciones de extraccion y recuperacion mediante el control del ambiente quimico;
algunos parametros importantes son el peso molecular del polimero, el pH, la
concentracién de sales, la temperatura y la composicion relativa de cada compuesto para
lograr el equilibrio y la formacion de las fases. La posibilidad de variar el peso molecular
del polimero es también importante en relacién al control de la densidad y viscosidad de
las fases, lo cual es muy relevante en los procesos de extraccion liquido-liquido para una
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eficiente disgregacion de fases (Weatherley, 1994). El peso molecular del polimero y la
viscosidad de las fases son variables directamente proporcionales (Forciniti, 2000).

El comportamiento de los sistemas bifasicos en lo que a miscibilidad se refiere puede ser
representado mediante los diagramas de fases empleados en una extraccién liquido-
liquido. En términos generales, los puntos de operacion deben estar ubicados en las
composiciones intermedias del sistema bifasico que se encuentre reportado en la
literatura, con el objeto de garantizar que la diferencia de densidades de las fases
formadas posibilite que la separaciéon de las mismas sea rapida y efectiva (Weatherley,
1994).

Segun Tanuja y colaboradores (2000), pocos son los reportes disponibles en la literatura
sobre sistemas de extraccion por bifases acuosas para la recuperacién y purificacién de
enzimas con el acoplamiento de otras técnicas de filtracién, y ninguno de ellos aplica para
las enzimas producidas via fermentacion en sustrato semisdlido. De hecho, la
fermentacion en medio semisdlido (designada como SLSF -Slurry State Fermentation-) ha
sido raramente estudiada (Garcia y Ramirez, 2008), encontrandose en la literatura solo
los reportes de De Gregorio y colaboradores (2002) y de Niture y Pant (2004), quienes
trabajaron respectivamente con A. niger en un medio con pulpa de desecho de un
proceso de extraccion de jugo de limén y con Fusarium moniliforme NCIM 1276 en un
medio semisdlido con germen de trigo y pulpa de naranja.

Sin embargo, en términos generales, algunas aplicaciones exitosas de la extraccion de
enzimas mediante sistemas de bifases acuosas si han sido demostradas (Kula et al.,
1984; Boland et al., 1991). El sistema polietilenglicol — maltodextrina, por ejemplo, se
perfila como alternativa factible en la extraccién de amiloglucosidasa, de acuerdo con los
estudios publicados de Tanuja y colaboradores (2000), ademas de mostrar el enfoque de
los sistemas de extraccién por bifases acuosas a escala industrial (Szlag et al. 1988).
Estos investigadores estudiaron el efecto de la adicion de diferentes sales en buffer (NaCl,
Na,HPO,, Na,SO,, KH,PO,) a la fase superior de los sistemas bifasicos —fase rica en
PEG, hacia la cual “migraba” la enzima en estudio—, obteniendo incrementos
considerables en el factor de purificacién cuando se trabajaba con buffer fosfato de
potasio. El estudio se apoya en el hecho de que el polietilenglicol y la maltodextrina son
sustancias no toxicas y han sido aceptadas para aplicaciones en industrias farmacéuticas
y de alimentos (Kula, 1990; Kula et al., 1982).

Por su parte, Lima y colaboradores (2002) utilizaron directamente el sistema
polietilenglicol — buffer fosfato de potasio, evaluando diferentes pesos moleculares del
polimero y obteniendo un rendimiento maximo en la recuperacion de
exopoligalacturonasas del 89.5% al trabajar con PEG-400, mientras que el mayor
rendimiento en la recuperacion de endopoligalacturonasas fue del 53.5% y se obtuvo al
trabajar con PEG-10000, dando a notar la necesidad de recurrir a pesos moleculares
extremos para incrementar la recuperacion de poligalacturonasas especificas.
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Complementariamente, los estudios de Pereira y colaboradores (2003) se enfocan en la
extraccién de endo-poligalacturonasa obtenida de la fermentacion de K. marxianus en
medio liquido mediante un sistema de bifases acuosas acoplado con una metodologia
para el reciclo de uno de los polimeros utilizados, un polimero termoseparable definido
como un copolimero aleatorio de 6xido de etileno y éxido de propileno, manteniendo
después de sus ensayos mas del 95% de la actividad inicial de la enzima.

Se observa entonces que, a pesar de que el enfoque de los estudios anteriores es el
tratamiento de enzimas, en ningun caso se proponen sistemas o protocolos alternativos
para la extraccion y purificacién de enzimas provenientes de fermentaciones en medios
semisolidos, como es el caso de las pectinasas contenidas en el extracto enzimatico de la
fermentacion de A. niger.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 OBTENCION Y PRETRATAMIENTO DEL EXTRACTO ENZIMATICO

El proceso de fermentacion desarrollado por Garcia y Ramirez (2008) fue implementado
para la obtencién del extracto enzimatico, utilizando A. niger (cepa donada por el Centro
de Estudios e Investigacion en Biotecnologia —CIBIOT— de la Universidad Pontificia
Bolivariana de Medellin) en sustrato semisolido con cascaras de naranja (Citrus sinensis).

La fermentacion se realizé empleando cascara de naranja de la variedad Valencia
ajustando el contenido de pectina a 10 g/L y a un pH inicial de 5.0; la agitacioén fue de 220
rom y el proceso tardé cuatro dias.

Este estudio planteaba que el producto de la fermentacién fuera luego sometido a una
etapa de extracciéon sélido—liquido empleando solucion de metabisulfito de sodio (SMS)
0.1 M en una relacion producto de fermentacién — solvente de 1:10. Sin embargo, con el
objetivo de aumentar la concentracién y actividad enzimatica, se definié adelantar una
serie de ensayos preliminares para identificar el efecto de diferentes relaciones de
extraccion variando la relacion mencionada, con el objeto de encontrar aquella que
maximizara el arrastre de las enzimas de interés. Para estos ensayos la temperatura de
operacion en la fase de extraccion fue entre 28 y 30°C, manteniendo la mezcla bajo
agitacion constante durante 15 minutos (Singh et al., 1999).

Como procesos complementarios a la metodologia planteada en el citado estudio y una
vez sometido a la etapa de extraccion, el extracto se llevé a centrifugacion a 4500 rpm
durante 30 min y finalmente a filtracién con membrana de nitrocelulosa de 0.45 um. De
esta manera se obtuvo el extracto enzimatico que fue sometido a los procedimientos
explicados a continuacion.

5.2 METODOS DE PRECIPITACION

Inicialmente, se evaluaron los métodos de precipitaciéon por salado y por punto isoeléctrico
de manera independiente con el objeto de determinar el efecto de la concentracion de
(NH4)2.SO, y del potencial de hidrégeno en la precipitacion de las proteinas con miras a la
posterior implementaciéon de un ensayo que involucra el acople de ambas metodologias.
Los ensayos que evaluaron los métodos por separado se efectuaron por triplicado,
mientras que el ensayo que los acopla fue implementado por duplicado.

5.2.1 Precipitacién por salado

Se tomaron 5 mL de extracto enzimatico y se ajustaron a una concentracion de (NH4).SO4
variable en un rango entre el 10 y el 80% de saturacién, con incrementos de 5 unidades
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de porcentaje y empleando una solucion saturada de sal (4 M). Las muestras resultantes
se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 min; los sobrenadantes fueron separados
mediante micropipetas y los pellets (producto precipitado) fueron resuspendidos en 5 mL
de solucién buffer acetato 0.1 M y pH 4.5. Finalmente, se procedio a realizar las pruebas
pertinentes de determinacion de actividad enzimatica tanto a los sobrenadantes como a
los pellets resuspendidos, de acuerdo a la metodologia explicada en el apartado 5.5.

Se prepar6é una muestra correspondiente al blanco para cada valor dentro del barrido de
porcentaje de saturacidon en estudio, adicionando los voliumenes requeridos de solucion
de (NH;).S0O4 4 M a 5 mL de solucion de metabisulfito de sodio 0.1 M. Todos los blancos
son analizados mediante las pruebas que se aplican a los sobrenadantes y a los pellets
resuspendidos.

5.2.2 Precipitacion por punto isoeléctrico

El pH de 10 mL de extracto se varia dentro del rango 2 - 10, haciendo un barrido con
incrementos de 0.5 unidades de pH. Estos experimentos se desarrollaron a una
temperatura de 20 °C (temperatura promedio del laboratorio) utilizando soluciones de HCI
y NaOH, ambas a una concentracién 1 M. Luego de centrifugar las muestras a 4500 rpm
durante 15 min, se realizaron las pruebas de actividad enzimatica tanto a los
sobrenadantes como a los pellets resuspendidos en 10 mL de buffer acetato.

Los blancos para cada una de estas muestras fueron preparados ajustando solucion de
metabisulfito de sodio 0.1 M a los pH’s indicados. Los blancos también fueron analizados
con las pruebas correspondientes.

5.2.3 Acople salado-pH

Con esta denominacion se designa al ensayo que involucra el tratamiento del extracto
enzimatico con una integracion de las metodologias explicadas en 5.2.1y 5.2.2.

Utilizando (NH4).SO4 (s6lido) grado reactivo se llevd 1 L de extracto enzimatico al
porcentaje de saturaciéon que derivd en una mayor actividad enzimatica de los pellets
resuspendidos, previo analisis de resultados de la metodologia explicada en 5.2.1. La
solucion fue centrifugada a 4500 rpm durante 15 min y los pellets obtenidos fueron
recolectados y resuspendidos en 250 mL de buffer acetato, formando asi una nueva
solucion concentrada cuatro veces que constituyd el extracto para realizar el barrido de
pH, como fue explicado en 5.2.2.

La preparacion de los blancos de este ensayo involucra el ajuste de solucion buffer
acetato a los pH’s del barrido en estudio.
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5.3 ULTRAFILTRACION

La ultrafiltracion se llevo a cabo en el Sistema de Ultrafiltracion marca Millipore, modelo
Pellicon 2, equipo que presta servicio en los laboratorios de la Universidad EAFIT. El
MCWO de la membrana empleada fue de 30 kDa, en consonancia con las caracteristicas
de las enzimas pectinoliticas relacionadas en la tabla 1 y con los parametros de seleccion
de membrana explicados en el apartado 4.5

El ensayo, efectuado por duplicado, involucré la realizacién de las pruebas de
cuantificacién explicadas en el apartado 5.5 a las corrientes de retenidos y permeados
resultantes de la realimentacion del retenido por tres veces consecutivas. Se partié de 3 L
de extracto enzimatico que fueron alimentados al equipo, obteniendo al final del proceso
sendas corrientes de retenido y permeado de las cuales se tomaron las muestras
respectivas; posteriormente, el retenido fue realimentado al proceso para efectuar el
segundo de cuatro pasos por el equipo, siendo siempre el alimento la corriente de
retenido obtenida en el paso inmediatamente anterior. Se procuré mantener una caida de
presién constante y alrededor de 12 psi en todas las pruebas.

5.4 SISTEMAS BIFASICOS

Se plantean sistemas bifasicos polimero-sal utilizando polietilenglicol de peso molecular
4000 y buffer fosfato. La metodologia seguida para la preparacién de las bifases fue
congruente con las indicaciones de Forciniti (2000); dicha técnica incluye la preparacién
de una solucion stock del polimero en el extracto enzimatico que posteriormente se
mezcla en proporciones definidas con el buffer fosfato (preparado también en el extracto
enzimatico) de manera tal que se posibilite la formacion de bifases acuosas, lo cual se
evidencia después de llevar los sistemas a centrifugacion a 3200 rpm durante 10 min.

Para la preparacion de los sistemas bifasicos se seleccionaron algunos puntos
intermedios del diagrama de fases para el polimero y la sal involucrados (Harris y Angal,
1995). La tabla 2 hace referencia a las composiciones de las mezclas trabajadas,
mostrando tres sistemas que fueron evaluados por triplicado.

Tabla 2. Preparacion de los sistemas de bifases acuosas PEG-4000 y buffer fosfato.

Sistema | % w/w PEG-4000 | % w/w buffer fosfato | % w/w extracto enzimatico
1 11 30 59
2 12 29 59
3 13 28 59

Estas composiciones se seleccionaron debido a que con composiciones menores de PEG
no se alcanzaban a formar las bifases; con composiciones mayores, la viscosidad
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complicaba la manipulacién de las muestras para la implementacion de las pruebas de
actividad enzimatica.

Las muestras correspondientes al blanco de referencia fueron preparadas para cada uno
de los tres sistemas reemplazando el extracto enzimatico por solucién de metabisulfito de
sodio 0.1 M a la hora de preparar el stock de PEG-4000 y el buffer fosfato. La fase
superior e inferior de cada sistema (incluyendo su blanco) que fueron obtenidas después
de la centrifugacion, fueron separadas y sometidas a las pruebas de cuantificaciéon
explicadas en el apartado 5.5.

5.5 TECNICAS DE CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

5.5.1 Exopoligalacturonasa (exo-PG)

La cuantificacién de exo-PG se realizé colorimétricamente a una longitud de onda de 540
nm en un espectrofotémetro UV Visible Helios de Thermo Electron Corporation. Se
tomaron 250 pL de la muestra problema y se le adicionaron 250 uL de una solucién de
pectina al 1% en buffer acetato 0.1 M y pH 4.5. Las muestras se llevaron a bafio
serolégico a 45 °C durante 30 minutos y luego se procedid con la cuantificacién de la
liberacion de azucares reductores a través del método del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS)
(Miller, 1959).

Una unidad de actividad exo-PG (U-exo) fue definida como la concentracion de
equivalentes en glucosa liberados por minuto en el proceso de hidrélisis de la pectina por
accién de cada mg/L de proteina total presente, bajo las condiciones de reaccién
especificadas. (Debing et al., 2006).

5.5.2 Endopoligalacturonasa (endo-PG)

Se tomaron 2.5 mL de la muestra problema y se mezclaron con 7.5 mL de 1% (w/v) de
pectina en buffer acetato 0.1 M, pH de 4.5 en un tubo de ensayo. La solucion fue llevada a
bafo serolégico a 45°C durante 10 minutos; luego se detuvo la reaccién enfriando durante
2 minutos y alcanzando una temperatura de 24°C, para posteriormente medir la
viscosidad haciendo uso del viscosimetro de Ostwald. El blanco o la muestra de
referencia para realizar las comparaciones fue la solucion obtenida al mezclar el buffer
acetato con la solucion de pectina.

Una unidad de actividad endo-PG (U-endo) fue definida como la cantidad de proteina total

que reduce la viscosidad de la solucién de pectina en un 50% por minuto bajo las

condiciones mencionadas (Debing et al., 2006). Bajo esta definicidn, se interpreta que

entre mas pequeio sea el valor de U-endo, menor cantidad de enzima se requiere para

disminuir en mayor grado la viscosidad de la pectina, lo que se traduce en una mayor
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actividad enzimatica ejercida por las endopoligalacturonasas presentes en la muestra en
analisis. Esta es la razon por la que, para este caso, la variable respuesta se da en
términos de 1/U, de manera tal que se facilite el procesamiento y visualizaciéon de los
datos experimentales.

5.6 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El método de Bradford (Bradford, 1976) fue implementado para la estimacion cuantitativa
de la concentracién de proteina. Esta técnica es mas simple, rapida y sensible que el
método de Lowry. Ademas, en comparacion con éste ultimo, Bradford implica menor
interferencia cuando se trabaja con reactantes comunes y componentes no proteicos de
muestras bioldgicas (Kruger, 2002).

5.7 CUANTIFICACION DEL FACTOR DE PURIFICACION

La medida de la concentracion del extracto enzimatico en cada proceso de bioseparacion
esta dada por el factor de purificaciéon (PF por sus siglas en inglés, Purification Fold). El
factor PF es cuantificado mediante la relacion de la actividad enzimatica obtenida en el
proceso de separacion efectuado respecto a la actividad al iniciar dicho proceso.

Los valores PF de los ensayos preliminares fueron calculados por la relacion de las
actividades enzimaticas medidas en U, unidad que lleva implicita la medida de la proteina.
De otro lado, los PF de los procesos downstream evaluados se calculé con base en una
relacion de las actividades enzimaticas medidas como la reduccién en la viscosidad (%) y
liberacion de equivalentes en glucosa (mg/L), para endo-PG y exo-PG, respectivamente.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO DE EXPERIMENTOS

Se plantearon tres disefos de experimentos unifactoriales completamente aleatorios
(DCA). El primero de ellos tomé lugar con el objeto de evaluar la relacion producto de
fermentacion — solvente que maximizara el arrastre de las enzimas de interés durante la
etapa de pretratamiento del extracto enzimatico, siendo entonces el factor la mencionada
relacion y trabajando con seis niveles. Los factores de los otros dos disefios de
experimentos corresponden a las variables que fueron manipuladas en rangos definidos
durante la implementacion de los procesos downstream. En la tabla 3 se ilustran los
niveles para cada factor analizado.
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Tabla 3. Factores, niveles y variables respuesta de los disefios de experimentos.

DCA Factor Variable N de Niveles
respuesta niveles
1 Relacion U-exo 6 1:1 1:2 1:4
producto:solvente (1/U)-endo 1:6 1:8 1:10
mg/L eq- 10 15 20
glucosa 25 30 35
% saturacion de liberados
2 (NH.),SO, 15 40 45 50
% reduccion 55 60 65
viscosidad 70 75 80
mglL eq- 2.0 25 3.0
glucosa 3.5 4.0 4.5
liberados 50 55 6.0
3 pH 17
6.5 7.0 7.5
% reduccion 8.0 85 9.0
viscosidad . : :
9.5 10.0 -

Previo a realizar los respectivos analisis de medias, se comprobd la homogeneidad de
varianzas, la independencia de los errores y la distribucién normal de las variables
respuesta mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Verificadas tales condiciones, se
procedioé a responder las respectivas pruebas de hipotesis con base en los resultados de
la tabla ANOVA con un nivel de confianza del 95%. Si las variables presentaban
distribucion normal se realizaba un analisis de medias con el procedimiento de las
menores diferencias significativas de Fisher (LSD); de lo contrario, se realizaba una
prueba no paramétrica con el método de Kruskal Wallis. El software estadistico que fue

empleado fue Statgraphics Plus 5.1°.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 TRATAMIENTO PRELIMINAR DEL PRODUCTO DE FERMENTACION

Las fermentaciones implementadas a lo largo del proyecto fueron llevadas a cabo
siguiendo el disefio metodoldgico planteado en el apartado 5.1 para la obtencién del
extracto enzimatico. El producto de las primeras fermentaciones fue sometido al ensayo
preliminar que se explica en el numeral 6.1.1 con el objeto de definir las condiciones de la
primera etapa de pretratamiento (fase de extraccidbn con SMS); teniendo estas
condiciones definidas, el producto de las demas fermentaciones fue sometido a la fase de
pretratamiento completa involucrando, ademas de la extraccién con SMS, procesos de
centrifugacién (4500 rpm durante 30 min) y de microfiltracion (membrana de nitrocelulosa
de 0.45 um). Se dispuso, de esta manera, de cuatro productos de fermentacion pretratado
para la posterior evaluacion de los procesos downstream.

6.1.1 Extraccion con metabisulfito de sodio (SMS)

De acuerdo con la metodologia explicada en el apartado 5.1, se probaron seis diferentes
relaciones de producto de fermentacion — solvente evaluando la actividad enzimatica exo-
PG y endo-PG para cada una de ellas, efectuando tales ensayos por triplicado y
alimentando al software estadistico las variables respuesta U-exo y (1/U)-endo.

Con el objetivo de comprobar la distribucién normal de las variables U-exo y (1/U)-endo,
se realizo la prueba de Shapiro—Wilks con 95% de confiabilidad. Se encontré que ambas
variables se distribuyen normalmente con p-valores calculados de 0.1467 y 0.3314
respectivamente, por lo que se realizd entonces el analisis estadistico mediante un
analisis de varianza ANOVA unifactorial (anexo A), indicando que la relacién producto de
fermentacion — solvente tiene un efecto estadisticamente significativo sobre el arrastre de
las enzimas con actividad exo-PG y con actividad endo-PG, con p-valores respectivos de
0.0017 y 0.0001.

El método utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las menores
diferencias significativas de Fisher (LSD), el cual indica con una confiabilidad del 95% que
la relacion 1:4 deriva en una mayor actividad exo-PG del extracto enzimatico, mientras
que la actividad endo-PG se ve favorecida por la relacién 1:6. Con el objeto de evitar
incurrir en factores de dilucion que dificulten la cuantificacion de la actividad de las
enzimas a través de los protocolos indicados en el disefio metodoldgico, se define trabajar
en una relacion producto de fermentacién — solvente de 1:4.
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6.1.2 Centrifugacion y microfiltracion

La tabla 4 muestra los promedio de los datos tomados por triplicado de los indicadores de
actividad exo-PG y endo-PG que caracterizan al extracto enzimatico procedente de la
fase de extraccion con metabisulfito de sodio (relacion producto de fermentacion —
solvente = 1:4) y al obtenido después de los procesos complementarios de centrifugacion
(4500 rpm durante 30 min) y microfiltracién (membrana de nitrocelulosa de 0.45 um).
Estos procesos fueron implementados para cada uno de los cuatro extractos enzimaticos
sometidos a la extraccion con SMS que fueron obtenidos en las fermentaciones llevadas a
cabo durante el proyecto, por lo cual los datos compilados en la tabla son, a su vez, un
promedio de los datos calculados para cada una de estos cuatro extractos.

Tabla 4. Valores promedio de los indicadores de actividad enzimatica evaluados a los extractos
enzimaticos en las diferentes fases del pretratamiento

Proceso al que es sometido Actividad exo-PG Actividad endo-PG
el extracto enzimatico mg/L eg-glu liberados U PF | % Reduccion | 1/U | PF
Extraccion con SMS 972.73 39.77 | 1.00 67.36 0.62 | 1.00
Centrifugacion 982.32 76.54 | 2.20 66.75 1.02 | 1.89
Microfiltracion 1008.40 70.24 | 1.96 70.48 1.02 | 1.75

El incremento en los parametros de actividad enzimatica asociado a la implementacién del
proceso de centrifugacion, se explica por la remocién de gran cantidad de residuos como
esporas y otros materiales insolubles procedentes del medio de cultivo que toma lugar en
dicho proceso. A pesar de que este incremento no se hace notable en el extracto filtrado
(ultima fase del pretratamiento), una apreciacién cualitativa indica que la microfiltracién
conduce también a la remocion de otros sdlidos suspendidos procedentes del medio de
cultivo que por su densidad no se sedimentaron en la centrifugacion y que, durante la
evaluacién de procesos downstream, podrian derivar en un deterioro de la membrana
polimérica utilizada para el método de ultrafiltracion (la mas delicada).

De alli que tanto el proceso de centrifugacion como el de microfiltracidon se consideren
métodos de concentracién primaria y hayan sido incluidos en la metodologia final de
obtencion del extracto enzimatico a tratar mediante los procesos downstream.

6.2 EVALUACION DEL METODO DE PRECIPITACION POR SALADO

Las muestras de sobrenadantes y pellets resuspendidos que fueron obtenidas a través de
la implementacién de la metodologia explicada en el numeral 5.2.1 fueron analizadas con
el objeto de cuantificar su actividad enzimatica caracteristica de acuerdo con los
indicadores de reduccién en la viscosidad (%) y liberaciéon de equivalentes en glucosa
(mg/L), para endo-PG y exo-PG, respectivamente.
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La figura 1 muestra el comportamiento de la actividad endo-PG en los diferentes valores
del porcentaje de saturacion con solucion de sulfato de amonio.

Figura 1. Actividad enzimatica endo-PG en sobrenadantes y pellets obtenidos al realizar salting-
out a diferentes concentraciones de (NH,;),SO,.
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Se muestra que Ila presencia de Ila sal induce a la precipitacion de
endopoligalacturonasas, revelandose ademas que la actividad endo-PG en los
precipitados se ve favorecida por valores altos en el porcentaje de saturacion. Sin
embargo, el valor mas alto en el porcentaje de reduccion de la viscosidad de la solucion
de pectina (35.58% de reduccién a un 80% de saturacién) es menor a la actividad de los
extractos que se reporta en la tabla 4; incluso es menor al cuantificado para el producto
de fermentacion pretratado que fue empleado para la elaboracién de esta prueba, al cual
se le asociaba un porcentaje de reduccion inicial del 65%.

Esta pérdida de la actividad endo-PG podria ser explicada porque hubo un periodo de
almacenamiento entre el momento de la obtencidon y pretratamiento del extracto
enzimatico y el momento en que se iniciaron los ensayos de precipitacion por salado. Ello
pudo derivar en un proceso de desnaturalizacion parcial de las proteinas haciendo que la
actividad endo-PG se redujera en un 15% aproximadamente. De otro lado, la
concentracién de proteina total fue de por si muy reducida para el extracto inicial —valor
promedio de 15 mg/L— y al implementar una metodologia que involucraba aumentar
progresivamente los factores de dilucion (se utilizaba solucion 4 M de (NH;),SO, para
realizar el barrido de porcentajes de saturacién), la cuantificacion de la actividad
enzimatica pudo verse comprometida. Ello es coherente con el hecho de que entre mas
diluida se encuentre la enzima, mas se dificulta el hacer una cuantificaciéon precisa de su
actividad debido a la sensibilidad de los métodos.
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Adicionalmente, es importante senalar que al resuspender un pellet de proteina no
siempre se alcanza a recuperar toda la actividad enzimatica inicial, debido a que parte de
esa enzima precipitada puede haber perdido parcial o totalmente su capacidad de
renaturalizarse por los dafios que se hayan dado en su estructura, por tanto la actividad
no se recupera al 100%.

A pesar de los puntos anteriores, la tendencia creciente resulta ser clara, sugiriendo
ademas la alta presencia de aminoacidos hidrofilicos en la estructura primaria de las
endopoligalacturonasas, lo cual explicaria la necesidad de recurrir a porcentajes altos de
saturacion para conseguir su precipitacion (Harris y Angal, 1995). Es importante recalcar
que, aunque se evidencia que los pellets resuspendidos en solucién buffer no alcanzan la
actividad enzimatica del extracto inicial, el método toma importancia por el hecho que los
volumenes de trabajo podrian reducirse considerablemente.

Cuando Singh y colaboradores (1999) trabajaban en el proceso downstream para la
recuperaciéon de pectinasas obtenidas en la fermentacién del Aspergillus carbonarius, se
reporté un rango muy amplio de porcentajes de saturacion con (NH4).SO, (0- 90%)
sugiriendo que incluso los porcentajes altos de saturacion contenidos en ese intervalo son
utilizados para precipitar algunas pectinasas; el PF asociado a este proceso es de 1.3,
después de cuantificar las actividades enzimaticas de las muestras, previamente
sometidas a un proceso de didlisis (desalinizacion). El intervalo se estrecha cuando
Schnitzhofer y colaboradores (2007) dicen que los mejores efectos de purificacion de dos
poligalacturonasas procedentes de la fermentacion con Sclerotium rolfsii son alcanzados
al 50-95% de saturacion con la misma sal, llegando a reducir la cantidad de impurezas al
42%.

Ahora bien, segun la prueba de Shapiro-Wilks, los valores de porcentaje de reduccién
reportados para los pellets resuspendidos no provienen de una funcion de probabilidades
con distribucién normal (p-valor = 0.0002), razén por la cual se implementa una prueba no
paramétrica con el método de Kruskal Wallis (anexo B), planteando con un 95% de
confiabilidad que el porcentaje de saturacion tiene un efecto estadisticamente significativo
sobre el porcentaje de reduccidon de viscosidad, con un p-valor de 0.0159 (< 0.05). El
posterior analisis de medianas a través del grafico de cajas y bigotes indica que un
porcentaje de saturacién del 80% favorece en mayor grado la precipitacion de enzimas,
en concordancia con los comportamientos observados en la figura 1.

La prueba para la determinacion de la actividad exo-PG también fue implementada a
pellets resuspendidos y sobrenadantes. Sin embargo, dadas las condiciones descritas en
parrafos anteriores, la cuantificacion de la concentracién de equivalentes en glucosa
liberados derivé en valores cercanos a cero. Este hecho da fe de la sensibilidad inherente
a la metodologia de cuantificacion de actividad exo-PG cuando se trabaja con muestras
cuya proteina total se encuentra muy diluida (Debing et al., 2006) y sugiere que las
exopoligalacturonasas tienden a reducir su actividad con el transcurrir del tiempo
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(almacenamiento) y con el incremento de los factores de dilucion, en un grado mayor que
las endopoligalacturonasas.

6.3 EVALUACION DEL METODO DE PRECIPITACION POR PUNTO ISOELECTRICO

Al efectuar el barrido de pH en el extracto enzimatico pretratado no se observé generacién
de pellets en practicamente la totalidad del barrido. Sélo al someter el extracto a los pH'’s
mas basicos (10.5, 11.0, 11.5 y 12.0) se observé cualitativamente la formaciéon de un
precipitado, hecho que contrastaba con la literatura, donde se afirma que las diferentes
formas de poligalacturonasas producidas por el Aspergillus niger muestran puntos
isoeléctricos acidos entre 3.2 y 4.9 (Kester y Visser, 1990; Waksman et al., 1991).

La implementacion de las pruebas de actividad enzimatica a los pellets obtenidos a pH'’s
basicos derivan en valores extremadamente bajos de concentracién de equivalentes en
glucosa liberados y de porcentajes de reduccion de viscosidad (alrededor de 11 mg/L y
0.22% respectivamente), siendo la desviacion estandar alta y sugiriendo un error maximo
de 79%.

Estos resultados podrian dar indicios de que los precipitados obtenidos estaban lejos de
contener a las enzimas de interés; posiblemente estén constituidos por otra variante de
proteinas con un punto isoeléctrico muy basico que se encontraban disueltas en el
producto de fermentacion. En adicién a ello, se cuenta también el hecho de que los
protocolos para la cuantificacién de indicadores de actividad enzimatica exo-PG y endo-
PG detallados en 5.5 son notablemente sensibles cuando se trabaja con muestras cuya
proteina total se encuentra muy diluida (Debing et al., 2006).

Dada la baja concentracién de proteina total en el extracto pretratado que fue empleado
en esta prueba (valor promedio de 15 mg/L), la afirmacion anterior cobra sentido,
sumandole el hecho de que el producto de fermentacién fue almacenado después de su
pretratamiento durante 10 dias, antes de ser utilizado para la evaluaciéon de este método
en estudio (desnaturalizacién de la proteina total).

A pesar de lo anterior, el analisis de los sobrenadantes, a continuacién, se torna
interesante. La figura 2 muestra la variacion en la concentracion de equivalentes en
glucosa liberados para los sobrenadantes obtenidos después de realizar la precipitacion
con pH.
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Figura 2. Variacién de la actividad enzimatica exo-PG en sobrenadantes por efectos del pH
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La tendencia observada en la figura 2 sugiere la existencia de un rango de pH entre 3.0 y
6.0 para el cual las exopoligalacturonasas presentan una relativa estabilidad en su
actividad enzimatica. Esto va de acuerdo con la literatura, cuando en ella se afirma que
las propiedades fisicoquimicas muestran que la mayoria de las poligalacturonasas
fungicas tienen un pH 6ptimo entre 3.0 y 6.0 (Kester y Visser, 1990; De Lourdes et al.,
1991; Devi y AppuRao, 1996; Rao et al., 1996; Gainvors et al., 2000; Niture y Pant, 2004)
Se observa también cédmo por fuera de este rango, la actividad se ve comprometida, en
mayor grado cuando la enzima se encuentra en un medio de pH basico.

Las barras de error, por otro lado, se hacen mas notables en los pH’s extremos, en
consonancia con la alta inestabilidad asociada a la baja concentracion de proteina; en la
figura 2 se evidencia que a un pH de 8.0 la actividad de exo-PG se ha reducido cerca de
un 70% y a pH 10.0 se ha perdido por completo.

La posible desnaturalizacion parcial de proteinas durante el periodo de almacenamiento
del extracto enzimatico pretratado podria explicar la disminucién en la concentracion de
equivalentes en glucosa liberados con respecto a la cuantificada para dicho extracto (valor
promedio de 1093.70 mg/L), por lo que, al igual que en la precipitacion por salado, no
podria hablarse de un factor de purificacién para este estudio. No se descarta tampoco
que este hecho se deba a que los precipitados obtenidos no contengan unicamente a las
enzimas de interés, caso similar al que se enfrentaron Zaman y colaboradores (1999)
cuando determinaron que algunos componentes del extracto de canola se precipitaban
con el ajuste de pH e interferian con las pruebas de cuantificacion de actividad enzimatica
de las lisozimas, viéndose obligados a recurrir al HPLC para la identificacion de dichas
enzimas en los precipitados —sin cuantificar finalmente la actividad enzimatica—.

Andlogamente, se presentan en la figura 3 los resultados de la evaluacion de la actividad
endo-PG en los mismos sobrenadantes analizados en el numeral 6.3.1, presentandose
una tendencia similar a la observada en la figura 2.
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Figura 3. Variacion de la actividad enzimatica endo-PG en sobrenadantes al someter el extracto
enzimatico a un barrido de pH
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Es importante notar que los valores mayores de porcentajes de reduccion —contenidos en
el rango de estabilidad al que se hizo referencia en lineas anteriores (valores de pH entre
3.0 y 6.0)-, son muy cercanos al valor promedio reportado para el producto de
fermentacion pretratado utilizado en la implementacion de esta prueba (valor promedio de
65.69% de reduccion). Ello sucede a pesar de que el extracto estuvo almacenado por un
periodo de 10 dias antes de hacer las pruebas y de los factores de dilucién en los que se
incurre para preparar las muestras (adicion de volumenes variables de HCl y NaOH), lo
cual, como ya fue planteado en la evaluacion de la precipitacién por salado, sugiere que
las endopoligalacturonasas son menos sensibles que las exopoligalacturonasas a la
pérdida de su actividad por las causas mencionadas. De igual forma, se evidencia que la
actividad enzimatica de endo-PG a pH 8.0 se ha reducido en un 65% y a pH 10.0 es nula.

Es posible citar autores que también reportan rangos de estabilidad para pectinasas de
interés; Dogan y Tari (2008), por ejemplo, analizan los cambios en la actividad de la
exopoligalacturonasa obtenida en la fermentacién del Aspergillus sojae cuando se incuba
en diferentes buffers en el rango de pH 3-12 durante 2 h a 30° C, encontrando que la
enzima retiene alrededor del 73% de su actividad en el rango de pH 4.3-8.0. Cuando el
pH es 9.0, ya la actividad de la enzima se ha reducido al 16%.

Cabe anotar que se encuentra reportado que este proceso de inactivacion es mas rapido
a pH’s altamente alcalinos —en consonancia con los resultados obtenidos— debido al
rompimiento de puentes disulfuro que contribuyen a estabilizar muchos polipéptidos y
proteinas, rompimiento que ocurre usualmente a condiciones alcalinas e incluso neutras
(Silva et al., 2007).
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6.4 TRATAMIENTO DEL EXTRACTO ENZIMATICO CON EL ACOPLE SALADO-pH

Los resultados hasta ahora obtenidos en los apartados 6.2 y 6.3 proporcionan indicios
para la implementacién de la metodologia de acople, teniendo en cuenta las siguientes
dos variantes importantes:

A. Esta prueba se implementé inmediatamente se aplicaron los procesos de
pretratamiento al producto de fermentacién (el extracto enzimatico no fue
almacenado, fue usado de inmediato).

B. El ajuste de porcentaje de saturacion con (NH,4),SO, se realizé empleando la sal
en estado solido, evitando incurrir en factores de dilucion que dificulten ain mas la
cuantificacion de las actividades enzimaticas, evaluadas a continuacion.

La figura 4 muestra los resultados de la cuantificacion de la actividad enzimatica exo-PG
evaluada en los sobrenadantes y pellets resuspendidos que se obtuvieron después de
saturar el extracto con 80% de (NH,),SO,4 —porcentaje definido dados los resultados en el
apartado 6.2— y someterlo a diferentes pH’s.

Figura 4. Actividad enzimatica exo-PG de las muestras obtenidas en el acople salado-pH.
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Los resultados de la prueba sugieren que las exopoligalacturonasas se concentran en los
sobrenadantes obtenidos después de llevar a centrifugacion las muestras ajustadas a los
pH’s indicados en el eje de abscisas de la figura 4, alcanzando un valor maximo de
concentracién de equivalentes en glucosa liberados de 1589.59 mg/L a pH 3.5. Al asociar
este hecho con un andlisis de la tendencia de la curva de los sobrenadantes, resulta
justificable el pensar que la metodologia en estudio no conduce a la obtencién de perfiles
de solubilidad sino a wuna aproximacion del rango de estabilidad de las
exopoligalacturonasas en el barrido de pH estudiado, tal como lo sugerian los resultados
en el apartado 6.3.
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Para este caso de estudio, el rango de estabilidad se presenta entre pH 3.0 y 8.0.
Contrastando con resultados anteriores donde la estabilidad enzimatica se alcanzé hasta
pH 6.0, se observa que se amplié el rango hasta 8.0 debido posiblemente a que los restos
de sal en el pellet hagan mas estable la proteina, ademas este extracto analizado
proviene de pellets resuspendidos en buffer acetato a pH 4.5, siendo éste un ambiente
amortiguador. Se evidencia que en un pH superior a 9.0 se reduce a la mitad la actividad
y a pH 10.0 ya se ha perdido casi por completo.

De esta manera, se reitera la hipétesis de que la estabilidad de estas proteinas se puede
estar viendo afectada a pH’s extremos, en concordancia con lo planteado por Fielding y
Byrde (1969), quienes establecen que la endopoligalacturonasa producida en la
fermentacion con Sclerotinia fructigena muestra una actividad inusual, no soélo ante
inhibidores clasicos, sino también ante valores extremos de pH. Los resultados ilustrados
en la figura 4 muestran que las proteinas de interés también alcanzan cierto grado de
desnaturalizacion al ser sometidas a pH’s que se encuentran por fuera de su rango de
estabilidad.

Al igual que en el caso de la cuantificacion de actividad enzimatica endo-PG (a
continuacion) se observa que a pH’s superiores a 8.0 la desviacion estandar se hace mas
grande, posiblemente debido a la inestabilidad de las enzimas en ambientes basicos
(Waksman et al., 1991; Niture y Pant, 2004; Niture, 2008). La figura 5 muestra los
resultados de la cuantificacion de la actividad enzimatica endo-PG evaluada en los
sobrenadantes obtenidos luego de la implementacién de la misma metodologia en
estudio.

Figura 5. Actividad enzimatica endo-PG de los sobrenadantes obtenidos en el acople salado-pH.
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El valor maximo en el porcentaje de reduccion es de 77.45% a pH 4.5. Se observa que la
tendencia de la curva posibilitaria plantear un analisis analogo al planteado en la
cuantificacion de actividad enzimatica exo-PG, dando pie para hablar nuevamente de un
rango de estabilidad para las enzimas de interés y no de un perfil de solubilidad. La
pendiente es muy grande entre 9 y 10, pH mas hostil para la enzima. La actividad es
mayor en el rango de 4 y 8. A pH 2 se reduce en un 15% la actividad.
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Dado el comportamiento de las barras de error, también hay bases para afirmar que la
desnaturalizacién de las endopoligalacturonasas se “acentua” a pH’s basicos,
presentando estas enzimas un rango de estabilidad muy similar al encontrado para las
exopoligalacturonasas (pH’s comprendidos entre 3.5 y 8.0).

Los resultados hasta ahora mostrados sugieren que no tendria objeto reportar la actividad
endo-PG de los pellets resuspendidos: los valores que reporta la figura 4 para actividad
exo-PG en los pellets sugieren la poca presencia de extremos no reductores de moléculas
de acido galacturdnico en el momento de poner las muestras en contacto con solucién de
pectina, lo cual conduce a afirmar que la accion aleatoria de las endopoligalacturonasas
sobre la cadena de pectina es poco significativa, dejando muy pocos extremos reductores
para que las exopoligalacturonasas actuen.

Ahora bien, el factor de purificacién es calculado cuando se relacionan el promedio de la
actividad enzimatica exo-PG y endo-PG del producto de fermentacion que fue destinado
para los ensayos realizados durante la evaluacibn de esta metodologia con las
actividades maximas promedio obtenidas en las pruebas para los sobrenadantes después
de hacer el barrido de pH. La tabla 5 resume entonces los resultados de la prueba:

Tabla 5. Efecto del acople salado-pH en la actividad enzimatica del extracto.

Actividad Extracto Sobrenadantes

. o , pH PF
enzimatica inicial obtenidos
Exo-PG* 886.80 1589.59 3.5 1.79
Endo-PG** 66.27 77.45 4.5 117

*Expresada en mg/L de equivalentes en glucosa liberados
**Expresada en porcentaje de reduccion de viscosidad de solucién de pectina

El PF indica la cantidad en que la actividad de la enzima fue incrementada. Es muy
importante hacer énfasis en el hecho de que el aumento de los indicadores de actividad
enzimatica que se hizo notable en esta prueba, obedece al efecto de concentracion de la
proteina precipitada en un factor aproximado de cuatro veces que involucra la
metodologia de la misma. Tal efecto posibilita que los protocolos de actividad enzimatica
ya no sean tan sensibles, al trabajar con muestras donde la proteina total ya no se
encontrara tan diluida.

Sin embargo, el hecho de que la proteina total haya sido concentrada cuatro veces no
implica que los indicadores de actividad enzimatica se cuadrupliquen con respecto a los
valores reportados para el extracto inicial. Dentro de esas proteinas se encuentran
también otras que no son de interés y que, por ende, no responden a los protocolos de
cuantificacion de actividad, afadiendo ademas la posibilidad de que el sustrato utilizado
en las pruebas (solucidon de pectina) haya sufrido una hidrélisis completa de los grupos
reductores de acido galacturénico o equivalentes en glucosa.
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Casos en los que se haga referencia a este efecto de concentracion incluyen el de
Schnitzhofer y colaboradores (2007) cuando estudian la precipitacion por salado de dos
poligalacturonasas del S. rolfsii, y aunque no revelan la relacion de volumen entre el
extracto inicial y el buffer que utilizan para resuspender los precipitados, reportan haber
conseguido un rendimiento de las poligalacturonasas recuperadas de mas del 97%
gracias en mayor medida a este efecto de concentracion.

Al alimentar el software estadistico con los valores reportados de concentracion de
equivalentes en glucosa liberados en funcién del pH, se encuentra que los datos no
provienen de una funcién de probabilidad con distribucién normal, por lo cual se recurre a
la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Segun esta prueba, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los datos de concentracion, sugiriendo que el factor
pH no ejerce un efecto significativo en los indicadores de actividad exo-PG (p-valor =
0.0752 > 0.05). Logicamente, este resultado estadistico no tiene sentido practico (el
amplio rango de estabilidad de la actividad enzimatica es interpretado por el software
como un efecto poco significativo del pH en la variable respuesta), razén por la cual se
decide incluir en el reporte la grafica de medias, donde si se hace evidente que los pH’s
extremos derivan en una disminucién de la actividad (anexo C).

Al tener la misma tendencia, caso analogo toma lugar para los valores reportados de
porcentaje de reduccion de viscosidad en funcion del pH.

6.5 EVALUACION DEL METODO DE ULTRAFILTRACION

La figura 6 muestra el comportamiento de la actividad exo-PG analizado para las
corrientes de retenido y permeado obtenidas en cada uno de los cuatro pasos por el
equipo de ultrafiltracion, utilizando una membrana con un MWCO de 30 kDa.

Figura 6. Actividad enzimatica exo-PG de los retenidos y permeados procedentes del proceso de
ultrafiltracion
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Puede observarse en la figura 6 como la concentracién de equivalentes en glucosa
liberados se hace cada vez mayor en la corriente de retenidos cuando ésta es pasada por
el equipo de manera sucesiva en tres ocasiones, sugiriendo un aumento en la actividad
enzimatica de las exopoligalacturonasas y alcanzando un maximo promedio de 1428.05
mg/L al final del ensayo.

El permeado obtenido después del primer paso del extracto enzimatico por el equipo
presenta una disminucion de cerca del 60% de la actividad exo-PG con respecto a la que
presenta el extracto que se alimenta inicialmente, mientras que en ese mismo paso la
corriente del retenido revela un incremento de aproximadamente un 12% en dicha
actividad, incremento que se mantiene constante a través de sus realimentaciones
sucesivas.

En ello juega un papel importante el efecto de concentracion inherente a la prueba, puesto
que el volumen de retenido que se obtiene de una corrida y se alimenta en la siguiente es
cada vez menor; seria entonces coherente que dicho efecto de concentracion también
pueda considerarse como constante, y de hecho lo es, puesto que al tener en cuenta los
respectivos factores de dilucion (calculados como el cociente entre el volumen de retenido
y el volumen de alimento en las corridas respectivas), la concentracién de equivalentes en
glucosa liberados resulta ser constante para la corriente de retenidos en cada uno de los
cuatro pasos por el equipo (se calcula un valor promedio de 880.30 mg/L con una
desviacion estandar igual a 24.17 y un error del 2.75%). Este valor en mg/L es menor en
un 14% a la concentracion promedio que se reportaba para el extracto inicial (el
alimentado en la primera corrida), lo cual se explica posiblemente al tener en cuenta el
efecto de las pérdidas de volumen (aproximadamente 100 mL de liquido quedaban
atrapados en las mangueras del equipo después de cada corrida).

Se observa también en la figura 6 que la actividad exo-PG en los permeados muestra una
tendencia constante una vez se alimenta por primera vez el extracto enzimatico al equipo,
ratificando que la recuperacién asociada a la ultrafiltracion es uniforme.

Es sabido que la mayoria de poligalacturonasas fungicas presentan un peso molecular en
el rango de 25 a 82 kDa (Kester y Visser, 1990; Polizeli et al., 1991; Barense et al., 2001;
Sakamoto et al, 2002). Ahora bien, cuando Presey y Avants (1993) reportan que los pesos
moleculares de la exopoligalacturonasas y de la endopoligalacturonasas son 68 y 41 kDa
respectivamente, es de esperar que éstas ultimas requieran una membrana de MWCO
menor para que sean recuperadas en la corriente de retenido. Ello explica por qué en la
figura 7 se presentan incrementos en la actividad enzimatica endo-PG de corrida en
corrida que son menores a los observados en la figura 6.
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Figura 7. Actividad enzimatica endo-PG de los retenidos y permeados procedentes del proceso de
ultrafiltracion
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Un porcentaje de reducciéon maximo de 77.43% se alcanza al final del proceso cuando se
analiza la corriente de retenidos, mientras que la curva de permeados muestra una
tendencia ligeramente creciente en la actividad endo-PG, sugiriendo que la presencia de
endopoligalacturonasas se incrementa levemente en los ultimos permeados del ensayo.
Lo anterior va de acuerdo con los reportes de Schratter (1996) cuando afirmaba que
debido a que la relacion retenido:permeado no es solo una funcién del tamano fisico sino
también de la forma y caracteristicas eléctricas de las moléculas, se plantea como regla
escoger una membrana cuyo MWCO sea alrededor de la mitad del valor del peso
molecular de la proteina a concentrar.

Teniendo entonces en cuenta los valores de peso molecular de las
endopoligalacturonasas y el MWCO de la membrana empleada en estos ensayos (41 y 30
kDa, respectivamente), podria entonces explicarse el hecho de que la membrana haya
permeado cada vez mas moléculas de endopoligalacturonasas de corrida en corrida,
afadiendo el hecho de que a la membrana no se le hacian lavados antes de cada paso
por el equipo, por lo que una parte de las enzimas de interés que quedan retenidas en
una corrida se permea en la siguiente por efectos de la presién del flujo.

La tabla 6 resume los resultados de la prueba, reportando los PF de la corriente de
retenidos obtenida en el ultimo paso por el equipo. Al igual que en el caso del acople
salado-pH, es muy importante hacer énfasis en el hecho de que el aumento de los
indicadores de actividad enzimatica, obedece al efecto de concentracién de la proteina.

Tabla 6. Efecto de la ultrafiltracion en la actividad enzimatica del extracto.

Actividad Extracto Retenido,
e e . . PF

enzimatica inicial corrida 4
Exo-PG* 1026.54 1428.05 1.39
Endo-PG** 68.01 77.43 1.14

*Expresada en mg/L de equivalentes en glucosa liberados
**Expresada en porcentaje de reduccion de viscosidad de solucion de pectina
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Estos resultados contrastan con los de Jacob y colaboradores (2008), quienes al hacer
pasar el crudo filtrado que obtuvieron por fermentacién en estado sélido de Streptomyces
lydicus por un equipo de ultrafiltracion Amicon con una membrana de MWCO de 10 kDa,
calcularon un PF de 6.0. En su estudio, la enzima purificada era una exopoligalacturonasa
con un peso molecular de 43 kDa, 4.3 veces mas el MWCO de la membrana utilizada.

10 kDa es también el MWCO de la membrana que utilizaron Celestino y colaboradores
(2006) en el equipo de ultrafiltracion Amicon que emplearon en la purificacion de una
pectinasa de peso molecular 35 kDa y que fue obtenida en la fermentacion con
Acrophialophora nainiana. Manteniendo una presion constante de 2.0 kgflcm? los
investigadores lograron concentrar la enzima hasta llegar a un PF de 10. La actividad
enzimatica fue encontrada sélo en la corriente de retenidos.

6.6 EVALUACION DEL METODO DE EXTRACCION POR BIFASES ACUOSAS

La actividad enzimatica endo-PG fue cuantificada para las fases superior € inferior de tres
sistemas bifasicos obtenidos al preparar mezclas con diferentes composiciones en peso
de PEG-4000 y buffer fosfato (ver tabla 2), y los resultados se ilustran en la figura 8.

Figura 8. Actividad enzimatica endo-PG de tres sistemas preparados de bifases acuosas.
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En consonancia con la literatura (Kula et al., 1984; Boland et al., 1991; Tanuja et al., 2000;
Lima et al., 2002), las enzimas pécticas sienten afinidad por la fase superior, rica en el
polimero. Aunque se observa que no hay una diferencia significativa en los porcentajes de
reduccion de viscosidad cuando se trabaja con los diferentes sistemas (promedio de
73.27% de reduccion, desviacion estandar de 0.90 unidades de porcentaje), el
comportamiento de las fases inferiores sugiere que hay una mayor particién en la medida
en que el sistema bifasico tenga una composicion en peso de polietilenglicol mayor, lo
cual va de acuerdo con las consideraciones de afinidad mencionadas.
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Se nota que la desviacion estandar en las pruebas correspondientes a las fases inferiores
es mayor a las de las fases superiores. Nuevamente, los reportes de Debing y
colaboradores (2006) son tomados como punto de referencia cuando hablan de la
sensibilidad inherente a la metodologia de cuantificacién de actividad enzimatica cuando
se trabaja con muestras cuya proteina total se encuentra muy diluida.

Como ya se ha mencionado, dicha sensibilidad se torna mucho mayor a la hora de
implementar las pruebas de actividad enzimatica exo-PG, siendo la figura 9 una muestra
de ello.

Figura 9. Actividad enzimética exo-PG de las fases superiores obtenidas en la preparacion de tres
sistemas de bifases acuosas.
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Desviaciones estandar alrededor de 80 mg/L se hacen apreciables en la cuantificacion de
actividad exo-PG de las fases superiores de los tres sistemas preparados, la cual no llega
en ninguno de los casos a 300 mg/L de equivalentes en glucosa liberados. En relacién
con el extracto inicial empleado, la actividad enzimatica se redujo tres veces, sugiriendo
una inhibicién por efecto de fuerzas idnicas. Muchos estudios muestran que varias
poligalacturonasas fungicas son inhibidas por la presencia de iones metalicos (Cananne y
Doneche, 2002; Mohamed et al., 2006; Martins et al, 2007), y ello no excluye al ion
potasio presente en el buffer fosfato que se utiliza en la preparacion de las bifases.

De esta manera, solo tendria sentido hablar de un factor de purificacion (PF) para el caso
de las endopoligalacturonasas, segun se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Efecto de la extraccion por bifases acuosas en la actividad enzimatica del extracto.

Actividad Extracto Fase superior del PE
enzimatica inicial sistema bifasico
Exo-PG* 886.80 287.31 -
Endo-PG** 66.27 73.27 1.11

*Expresada en mg/L de equivalentes en glucosa liberados
**Expresada en porcentaje de reduccion de viscosidad de solucion de pectina
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Los resultados contrastan con los de Lima y colaboradores (2002) quienes reportan
factores de purificaciéon de 8.27 y 1.46 para la endo-PG y exo-PG respectivamente al
trabajar con PEG-3350 y buffer fosfato a 4 °C y pH 7.0 Los investigadores partian de una
enzima comercial (Pectinex-3XL®) donada por New Nordisk (Araucaria, Brasil) que, de
acuerdo con el fabricante contenia pectinestearasa, pectinliasa, exo-PG y endo-PG.

6.7 ESQUEMATIZACION, POSIBLE RUTA DE PURIFICACION

La figura 10 esquematiza la ruta de purificacion propuesta de acuerdo a los resultados
obtenidos en la evaluacion de los procesos downstream en estudio.

Figura 10. Ruta de purificacion propuesta para la purificacion de las enzimas pectinoliticas.
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CONCLUSIONES

El extracto enzimatico obtenido en la fermentacion de Aspergillus niger en medio
semisdlido que fue sometido a una etapa de pretratamiento y luego empleado en la
evaluacion de procesos downstream presenta una concentracion muy baja de proteinas,
de manera tal que el efecto de la precipitacion por salado, ultrafiltracién y extraccion por
bifases acuosas no se hace muy notable cuando se realiza el contraste con la literatura.

En el presente estudio se constata que al someter el extracto enzimatico a porcentajes de
saturacion altos de (NH4),SOy, los pellets revelan actividad enzimatica exo-PG y endo-PG
siempre y cuando sean resuspendidos en un volumen menor al del extracto inicial y tenga
por ende lugar un efecto de concentracion. En caso de no concentrar las enzimas, sélo la
endo-PG alcanza a mostrar una actividad baja.

Las enzimas pectinoliticas en estudio presentan un rango de pH en el cual su actividad
enzimatica es estable. Si las enzimas son sometidas a un pH por fuera de ese rango,
ocurre una desnaturalizacion que deriva en una pérdida de su actividad enzimatica,
ocurriendo una inhibicién total a pH 10 y superiores.

El proceso de precipitacién por punto isoeléctrico de las enzimas endo-PG y exo-PG
obtenidas en el proceso de fermentacion implementado en este estudio no resulta ser
aplicable puesto que no deriva en un perfil de solubilidad caracteristico.

El proceso de ultrafiltracion se perfila como una alternativa atractiva para la recuperacion
de las enzimas pectinoliticas en estudio, mientras el sistema de bifases acuosas
preparado con polietilenglicol de peso molecular 4000 y buffer fosfato se considera, bajo
las condiciones estudiadas, como un posible método para el incremento del factor de
purificacién (PF) de las endo-PG.

La implementacion de una ruta de purificacién para las enzimas pectinoliticas ha de incluir
las etapas que condujeron a los PF mas altos, siendo requeridos los efectos de la
concentracién para maximizar la recuperacion de las enzimas. Cada etapa debe por ende
alimentarse con un volumen menor al alimentado en la etapa inmediatamente anterior.
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RECOMENDACIONES

Dadas las diferencias en los pesos moleculares de las enzimas exo-PG y endo-PG se
recomienda que, en el proceso de ultrafiltracion, sea instalada una membrana diferente de
acuerdo a la proteina que se desee recuperar, siendo en lo posible mucho mas pequeno
el peso molecular de corte de la membrana que se utilice para retener las endo-PG.

Un sistema de bifases acuosas que no implique la presencia de iones metalicos en el
medio podria conllevar a maximizar el PF para las endo-PG y posibilitar que la actividad
enzimatica exo-PG sea percibida por las pruebas de cuantificaciéon aqui implementadas.
El sistema polietilenglicol — maltodextrina es, en este sentido, sugerido por la literatura; un
trabajo posterior involucraria entonces la estandarizacion de pruebas de cuantificaciéon de
actividad enzimatica en las que la presencia de azucares reductores como la
maltodextrina no se constituya en una interferencia que imposibilite la aplicacion de tales
pruebas a las muestras en estudio.

Tanto las observaciones anteriores como la ruta de purificacion propuesta derivarian, por
supuesto, en resultados mas interesantes en el momento en que las proteinas del crudo
enzimatico inicial no se encuentren tan diluidas. Al respecto se plantea la posibilidad de
omitir la fase de extraccion sélido—liquido con metabisulfito de sodio y trabajar entonces
con el producto de fermentacion filtrado a través de bomba de vacio, centrifugado y
sometido a la etapa de microfiltracion, evitando de esta manera incurrir en factores de
dilucion que dificulten la determinacién de la actividad enzimatica y que hagan los
procesos downstream estudiados mas efectivos.

Debe tenerse en cuenta desde la implementacion de la fermentacion que en la ruta de
purificacion la etapa de ultrafiltracidon presenta altos requerimientos de voliumenes. De alli
que se haga necesario disponer de alrededor de 3.5 L de producto de fermentacién
pretratado.
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ANEXO A:
Resultados del diseno unifactorial para el estudio de la relacion producto-solvente en la
fase de pretratamiento del extracto enzimatico

Analisis de la Varianza para U exo - Sumas de Cuadrados de Tipo 111

EFECTOS PRINCIPALES

A:Relacioén 1.0196 5 0.203921 7.87 0.0017
RESIDUOS 0.310819 12 0.0259016
TOTAL (CORREGIDO) 1.33042 17

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Analisis de la Varianza para invU endo - Sumas de Cuadrados de Tipo III

EFECTOS PRINCIPALES

A:Relacion 0.206602 5 0.0413205 14.92 0.0001
RESIDUOS 0.0332249 12 0.00276874
TOTAL (CORREGIDO) 0.239827 17

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD
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Relacion Relacion

Contraste Multiple de Rangos para U exo segun Relacién

Método: 95.0 porcentaje LSD

Relacioén Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
10 3 0.831462 0.0929186 X

2 3 1.17564 0.0929186 X

8 3 1.34303 0.0929186 XX

6 3 1.44062 0.0929186 XX

1 3 1.46333 0.0929186 X

4 3 1.53787 0.0929186 X



Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *0.287692 0.286311
1-4 -0.0745358 0.286311
1-6 0.0227118 0.286311
1-38 0.120303 0.286311
1-10 *0.631872 0.286311
2 -4 *-0.362228 0.286311
2 -6 -0.26498 0.286311
2 -8 -0.167389 0.286311
2 -10 *0.344179 0.286311
4 -6 0.0972476 0.286311
4 -8 0.194839 0.286311
4 - 10 *0.706407 0.286311
6 -8 0.0975913 0.286311
6 - 10 *0.60916 0.286311
8 - 10 *0.511568 0.286311
* indica una diferencia significativa.

Contraste Multiple de Rangos para invU endo segun Relacién

Método: 95.0 porcentaje LSD

Relacioén Recuento Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
1 3 0.271159 0.0303795 X

2 3 0.320268 0.0303795 XX

10 3 0.36507 0.0303795 XX

4 3 0.425667 0.0303795 X

8 3 0.547425 0.0303795 X

6 3 0.553089 0.0303795 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 -0.0491094 0.0936087
1-4 *-0.154508 0.0936087
1-6 *-0.281931 0.0936087
1-38 *-0.276267 0.0936087
1 - 10 *-0.0939116 0.0936087
2 -4 *-0.105399 0.0936087
2 -6 *-0.232821 0.0936087
2 -8 *-0.227157 0.0936087
2 -10 -0.0448022 0.0936087
4 -6 *-0.127422 0.0936087
4 - 8 *-0.121758 0.0936087
4 - 10 0.0605968 0.0936087
6 -8 0.00566409 0.0936087
6 - 10 *0.188019 0.0936087
8 - 10 *0.182355 0.0936087

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO B:

Resultados del diseno unifactorial para el estudio del efecto de los porcentajes de
saturacion en la precipitacion de endopoligalacturonasas

Contraste de Kruskal-Wallis para %_reduccién seguin %_saturacion

%_saturacion

Tamafio muestral

Rango Promedio

Estadistico = 27.6404

P-valor = 0.0158742
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ANEXO C:
Resultados del diseno unifactorial para el estudio del efecto del pH en la actividad
enzimatica de las muestras del acople salado-pH

Contraste de Kruskal-Wallis para eqglucosa_liberados segin pH

pH Tamafio muestral Rango Promedio
2 2 6.0
2.5 2 10.0
3 2 23.5
3.5 2 33.5
4 2 24.0
4.5 2 22.0
5 2 20.0
5.5 2 24.0
6 2 23.0
6.5 2 21.0
7 2 21.0
7.5 2 22.5
8 2 19.5
8.5 2 14.5
9 2 8.0
9.5 2 3.0
10 2 2.0

Estadistico = 24.7059 P-valor = 0.075181

Contraste de Kruskal-Wallis para % reduccién segun pH

pH Tamafio muestral Rango Promedio
2 2 11.0
2.5 2 16.0
3 2 17.0
3.5 2 18.0
4 2 20.75
4.5 2 25.0
5 2 26.0
5.5 2 26.0
6 2 24.25
6.5 2 23.5
7 2 20.0
7.5 2 24.5
8 2 20.5
8.5 2 14.0
9 2 6.0
9.5 2 3.0
10 2 2.0

Estadistico = 20.1132 P-valor = 0.215167
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