{ A UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
"}gg Facultad de CIENCIAS EXACTAS
f_

Wi Denartamento de Ciencias Biologicas

Trabajo de Tesis- 2011

Fitoproteasas como biocatalizadores
en sintesis organica en medios
acuoso-organicos

Carlos Rafael Francisco Llerena Suster

Directora:  Nora Silvia Priolo
Codirectora: Susana Raquel Morcelle del Valle

Je

LIPROVE

Laboratorio de Investigacion de
Proteinas Vegetales



Agradecimientos

Para comenzar con la presentacion de este trabajo me resulta imprescimoliblbear
aguellas personas e instituciones que hicieron posible que llegara hasta esta instancia.

Sobre las personas, puedo decir que tengo la suerte de que son muchas, pero, sin
dudas la primera de la lista es mi mujer, Melina. Mi compafiera en todergido de la
palabra durante mas de 10 afios, la mujer que me bancé y ayudd y que me dio las
motivaciones y los objetivos de mi vida: Iru y Nico. En este paraftoien tengo que
nombrar a mis viejos y mis hermanos, que siempre me apoyaron y contuvieron.

Por otra parte, dentro del laboratorio, tengo que agradecer profundamente a mi
codirectora Susana que con su infinita paciencia y entusiasmo, logré que pudiemaater
esta etapa acompafiandome cada dia. También a mi directora, Nora que estuvo siempre ¢
toda la ayuda y aliento que necesité.

También debo agradecer por un lado a David y Seba y por otro a las chicas del
CINDECA, Laura B., Laura F. y Carla, ya que aportaron su valiosa y generosa catador
en partes importantes de este trabajo.

También a Cacho, Claudia, Nora y Laura, quienes me convocaron apenas pudieron y
me dieron un lugar en el LIPROVE, donde siempre me senti comodo y bienvenido.

El clima de comparferismo del laboratorio fue sin dudas un impulso fundamental en mi
trabajo por lo que es necesario que nombre a aquellos comparfieros becarios quey aguen
los que tomaron otros rumbos como Martin, Inés, Jose, Eugenia, Daniela y Eauese
mismo sentido nombro a Sandra, Constanza, Mariela, Marcelo y Cecilia. Y stlokaates
gue me dieron una mano: Elisa, Luis, Erika y Franco.

Sin embargo, el agradecimiento no se puede quedar en los ambitos de ciencia. Todo
mi transcurso en la facultad lleva un sello imborrable: la militancia l@nagrupacion
estudiantil Suma y en la agrupacion de graduados CCyP. Por eso es que estettiaibao
va dedicado a todos los compafieros distintas generaciones de Suma y deo@dg$ que
trabajamos codo a codo durante los largos afios de estudiante de grado y doctorado.

Con respecto a las instituciones, agradezco sinceramente a quienes amnenbec
ANPCyT y CONICET.

También a la UNLP y en particular, a la Facultad de Ciencias Exactashage ya
muchos afios es mucho mas que mi lugar de estudio o trabajo. Es el lugar dofmméne
como persona, como militante, como docente y como investigador. Es el lugacdoadiea
mi mujer y mis mejores amigos. Y es el lugar en el que he depositalyg afios de trabajo
incondicional, miles de horas dando y tomando clases, centenares de reunionesrdroel
en el consejo, cientos de carteles, decenas de asambleas y marchas deferssa,
innumerables anécdotas y vivencias en sus pasillos...

Gracias a todos



(ndice general

Numero de pagina

ODbJetiVOS € NIPOLESIS ..o ui ittt e e e e e e e e e e e e e eens 4
Organizacion de la teSIS .....vivi it e e e 5
ADFEVIALUIAS ... .v ittt e e e e e e e e e 7
o o 13 o o3 T o 8

Capitulo 1. Estabilidad de peptidasas en mezclas de solvevieslidas de
actividad €NZIMALICA ........oviii e e e e e e e e 68
Capitulo 2. Purificacion de papaina. Estabilidad estructdegbapaina en
MEZClas de SOIVENTES .......cueeii 92

Capitulo 3. Inmovilizacidn de proteasas y caracterizaciObideatalizadores

Capitulo 4. Sintesis de derivados peptidicos empleando fitepsas como

DIOCALAlIZAAOIES ... e 182
Conclusiones generales y especificas ..........ccoovviiiii i, 196
PUDIICACIONES ... e e 200



Objet’wos e hipotesis

Objetivo general:

- Aplicar fitoproteasas de vegetales autéctonos o comerciales en procesasobdgiicos

Objetivos secundarios:
- Seleccionar y caracterizar bioquimica y estructuralmente emzroteoliticas vegetales.
- Preparar y caracterizar los biocatalizadores y los medios adecusaltasspaacciones.
- Utilizar estas enzimas como biocatalizadores en la sindescompuestos sencillos en

medios no-convencionales con potenciales aplicaciones industriales.

Hipotesis de trabajo:

Hipotesis principal:
- Las proteasas papaina y araujiaina sirven como biocataliz&oreacciones de sintesis

organica.

Hipotesis auxiliares:
- Estas proteasas son estables en medios con alto contenido de solvente organico.
- Las proteasas se pueden inmovilizar sobre soportes y consendivisiac luego de la

inmovilizacion.

Hipotesis derivadas:

- Papaina y araujiaina mantienen su actividad natural aun cuanda foeubadas en
mezclas acuoso-organicas.

- La estructura de las enzimas cambia al exponerse a los solventes.

- El cambio de estructura esta relacionado con los cambios en la actividad.

- Las proteasas actian “en reversa” cuando estan en solventes organicos.

- Las enzimas inmovilizadas catalizan la sintesis de derivado®acidicos en medios de

reaccion adecuados.

- La factibilidad y especificidad de la catalisis estaaaiehadas con el tipo de sustrato

utilizado.



Organizacton e La tesis

Este trabajo de tesesta organizado en cinco secciones:

- La primera seccién es latroduccion, en la misma se desarrollaneérco tedricoen

el que se enmarcan las distintas tareas abordadas en eb.trAbau vez, la

Introduccion se subdivide en 5 partes:

o

Proteasas.Involucra la informacion sobre ebjeto de estudiglas proteasas
vegetales). Se realiza una descripcibn que abarca desde lasaenzim
proteoliticas en general hasta las proteasas especitiiczedas en este trabajo

en su ambiente natural (latex).

Quimica verdeSe describe brevemente esta esencial y relativamente nueva
area de investigacion. Es el area general en la que se enmarcgal traba
Biocatalisis.Se resefia el ambito disciplinar mas especifico. Se inclugeded
definiciones y caracteristicas generales de la biocatélista algunos usos
concretos de las proteasas en el area.

Proteasas en sintesis organickn esta seccion se comienza describiendo
caracteristicas generales del uso de enzimas en procesodeds organica
biocatalizados. Luego se describe mas detalladamente el usotel@sps en
distintas reacciones de sintesis. Y, por ultimo, se describereltanmmos de
reaccion propuestos para las proteasas.

Ingenieria de medios y de enzimaBn esta seccibn se revisan las
modificaciones efectuadas tanto en medios como en enzimas quéeperm
mejorar la eficiencia de los procesos biocataliticos. Por un sadabarcan los
posibles medios alternativos como solventes organicos, liquidos ionicos y
otros. Y por otro, se analizan los procesos sobre las enzimas como

inmovilizaciones, modificaciones genéticas entre otros.

A continuacién se resefian los cuatro capitulos en los que se desosbarétbdos

experimentales empleados para cumplir con los objetivos y corrolasrahipétesis

planteadas en este trabajo.

- El Capitulo 1, “Estabilidad de peptidasas en mezclas de solventes. Medidas de

actividad enziméatica” describe el estudio realizado de la estabilidad enzimética en



solventes mediante medidas simples de actividad enzimética. Alemda la puesta a
punto de las técnicas hasta los resultados de estabilidad anallaandariables

tiempo, tipo de solvente y proporcion del mismo.

El Capitulo 2, “Purificacion de papaina. Estabilidad estructural de papaina en
mezclas de solventes'detalla, en primer término, un nuevo procedimiento de
purificacion de papaina y una gran variedad de métodos para anblgzade de

pureza alcanzado. Por otra parte, usando ese producto y uno de papaina pura
comercial, se continla con el analisis de la estabilidad dentamas en solventes
organicos usando técnicas de fluorescenciay FTIR.

El Capitulo 3, “Inmovilizacion de proteasas y caracterizacion de biocatalizadores”,
aborda el tema de inmovilizacién por adsorcién de las enzimas sobsoplmtes
distintos. Se detalla la preparacion y caracterizacion de losatéliaadores

producidos.

El Capitulo 4, “Sintesis de derivados peptidicos empleando fitoproteasas como
biocatalizadores; describe los ensayos de sintesis de derivados peptidicos que se
desarrollaron, la puesta a punto de las reacciones y las predsrdacsustrato de los

biocatalizadores.



4-HCCA: Acido 4-hidroxicinaminico

AcEt: Acetato de Etilo

ACN: Acetonitrilo

ANS: Acido 8-anilino-1-naftalen-sulfénico

AOT: Aerosol bis 2-(etilhexil)
sulfosuccinato de sodio

Ara: Araujiaina

ATEE: Ester etilico de N-acetil-L-tirosina

ATR: Reflexion Total Atenuada

ATrEE: Ester etilico de N-acetil L-
triptofano

BAEE: Ester etilico de N-benzoil-L-
arginina

BSA: seroalbumina bovina

buffer BB: Buffer acido borico-borato de
sodio 0,1 M pH 8,5

CALB: Lipasa B deCandida Antarctica

ClCa: Cromatografia de intercambio
catioénico

CLEAs: Agregados enziméaticos
entrecruzados

CLECs: Cristales enzimaticos
entrecruzados

DMF: N,N-Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DTT: 1,4-ditio-D,L-treitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EG: Etilenglicol

EM: Espectrometria de masas

FDA: Agencia de alimentos y drogas de los
EEUU

FIl: Fluorescencia intrinseca

FRET: Transferencia de energia de
fluorescencia (fluorescent resonance
energy transfer)

FTIR: Espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier

GndCl: Cloruro de guanidinio

HPLC: Cromatografia liquida de alta
resolucion (High performance liquid
chromatography)

Abreviaturas

IEF: Isoelectroenfoque

MALDI-TOF/MS: Matrix assisted laser
desorption/ionization-Time of flight /
Mass spectrometry (desorcién/ionizacion
laser asistida por matriz — Tiempo de
vuelo / Espectrometria de masas)

MeOH: Metanol

MPEG: Metoxipolietilenglicol

NC-IUBMB: Comité de Nomenclatura de
la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular

PAGE: Electroforesis en geles de
poliacrilamida

pap F: Papaina cruda comercial Fluka

pap L: Extracto crudo de papaina obtenido
en el LIPROVE

PEG: polietilenglicol

PFLNA: L-piroglutamil-L-fenilalanil-L-
leucil p-nitroanilida

pl: Punto isoeléctrico

PM: Peso molecular

PMF: Peptide Mass Fingerprint (Huella
peptidica)

PPL: papaina purificada a partir de latex

PPR: papaina pura comercial Roche

QV: Quimica verde

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SSPS: Sintesis de péptidos en fase sélida

TAGs: Triacilglicéridos

TCA: Acido tricloroacético

TFA: Acido trifluoroacético

Tris: Tris(hidroximetil)laminometano

TT: Tetrationato sédico

Ucas: Unidades caseinoliticas

Ul: Unidades Internacionales

Z: Carbobenzoxi

Amax Longitud de onda con maxima
absorbancia
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1. Proteasas
1.1. Enzimas proteoliticas: generalidades
1.1.1. Introduccién

Este tipo de enzimas son conocidas bajo diversos térnprmeasas proteinasasy
peptidasas Historicamente, estos términos poseen distintos significados, hpBrose
consideran como sindnimos. Quizas el térn@naimas proteoliticasea el mas comprensible
para el uso corriente, si bien el Comité de Nomenclatura de lanUnternacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB) en 1984 recomendé wilizl término
peptidasaparael grupo de hidrolasas de unién peptidica asignandoles el coédigo E.C. 3.4.
(Barrett y col, 2004).

Las peptidasas a su vez comprenden dos grandes grupos de enzasas: |
endopeptidasas y las exopeptidasas. Las mismas cortan unionescg@epyidiemueven
secuencialmente aminoacidos desde el N-terminal o C-termispéateramente (Bergman y
Ross, 1936). Los términos proteasa y proteinasa, ampliamente usadamtsén empleados
como sindnimos de endopeptidasa.

Estas enzimas estan involucradas en una gran variedad de pragieKggdos vy, de
acuerdo a su modo de accion, pueden dividirse en dos categorias diferentes:

1. protedlisis limitada, en la cual una proteasa corta sélo uno o unaiimigado de
enlaces peptidicos de una determinada proteina inicialmente inaxtiyaecursora,
provocando de este modo su transformacion en una proteina biolégicamerse pamot
ejemplo, conversion de prohormonas en hormonas.

2. protedlisis ilimitada, en la cual una proteina determinada ggdida a sus
aminodacidos constituyentes. La degradacion de las proteinas puedepsadiente de la
ubiquitina, polipéptido que se une selectivamente a la misma paratwonsti forma
conjugada ubiquitina-proteina, susceptible de ser rapidamente hidrolibéela mediante la
compartamentalizacion de proteasas en vacuolas. Cuando las praieitraasferidas a estos
compartimientos vacuolares sufren una rapida degradacién (Vierstra, 1996).

El andlisis de los datos completos en alrededor de cien genomas ¢strddonque
alrededor de un 2% de todos los productos génicos son peptidasas, evidem@andas se
trata de uno de los grupos funcionales de proteinas mas grandesrentes (Barrett y col.,
2004). Todas las plantas recambian proteinas en el curso de su adesapotl o tanto
contienen enzimas proteoliticas. Normalmente estas proteasmgismtran presentes con

actividades relativamente bajas y a menudo son de dificil datec8in embargo, algunas

Llerena Suster, C.R.F. 10



especies vegetales poseen proteasas sumamente activagasntejielos, por ejemplo, en
algunos latex obtenidos de plantas de diversas familias las sngiotaoliticas constituyen
mas del 50% del total de proteinas y 10% o mas del material fresco (Boller, 1986).

1.1.2. Interaccion enzima-sustrato

En general, las peptidasas se unen al sustrato apropiado a trdwgsideominados
sitios activos que permiten luego catalizar la hidrolisis denlan peptidica especifica (Mc
Donald, 1985). Segun la nomenclatura introducida por Schechter y Berger {190¥)
utilizada ampliamente, la zona de union del sitio activo puede subdividirse en substtass o si
especificos (S), cada uno de los cuales permite la ubicacidn desiduo aminoacidico del
sustrato o péptido (P). Los subsitios se ubican a ambos lados delcsitm y a partir del
mismo se numeran en forma correlativa, bien respecto en direcdibteahinal (3, &, S,
etc) o bien hacia el C-terminal (SS’,, S’s, etc.). En cuanto al sustrato, los aminoacidos que
interactlan con la proteasa son numeradasRP P;, etc.) en relacidén a los subsitios en los

cuales se ubican respecto del N-terminal @ @2, P’;, etc.) hacia el C-terminaFigura 1).

o

25 A 25 A
{ 2 % 4 & & 12 8 4 % 8
L ! U 1
HaN P3| o[ Py [ Pi | P2 [P3COON HaNPy[P3 [P, [P [P [Pz COOH

Figura 1. Interaccion enzima-sustrato. El sitio activo de la enzima @stipuesto de siete
subsitios, ($—S y S1-S%3) localizados a ambos lados del sitio catalitico C. Las posicines
del sustrato hexapeptidico se cuentan desde el punto de corte, tenierldondasima
numeracion que los subsitios que ocupanEste complejo enzima-sustrato libera como
producto dos moléculas de tripéptidm. Este segundo complejo libera una molécula de
tetrapéptido y una de dipéptido. (Schechter y Berger, 1967).

1.1.3. Clasificacion de las proteasas: mecanismos cataliticos
Las peptidasas difieren de casi todas las demas enzimas en gsgesificidad de
sustrato resulta extremadamente dificil de definir, hecho gué d clasificarlas en base a las

caracteristicas de sus respectivos mecanismos catalilaodey, 1960). Segun el sistema
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MEROPS, las proteasas pueden clasificarse siguiendo una jerargaizada segun los
conceptos de tipo catalitico, clan, familia y peptid&savlings y col., 2010 Estos términos
se definen de la siguiente manera:

» Tipo catalitico: depende de la naturaleza quimica de los grugmensables de la
catalisis.

« Clan: contiene una o mas familias que parecieran provenindaismo origen,
basandose en la posesion de una estructura tridimensional siomlgueaambiéen pueden
ser reveladores la disposicion de los residuos cataliticos eadaras polipeptidicas y las
semejanzas limitadas en la secuencia de aminoacidos alrediedaguellos que son
cataliticos.

« Familia: conjunto de peptidasas homodlogas. Se considera que hay homologia
cuando una peptidasa presenta una similitud significativa en la secdenaminoacidos
0, con la peptidasa tipo de la familia, o con una peptidasa a Igacealle ha demostrado
homologia con la peptidasa tipo. Es un requisito que esta relacigistsean la parte de
la molécula que es responsable de la actividad peptidasica, llamada unidadipaptidas

* Peptidasa: conjunto de proteinas que presenta una clase particaletiviiad
peptidasica y cercanamente relacionadas en su secuencia.

En la actualidad se reconocen siete tipos cataliticos de pagt{&awvlings y col.,

2010, en las cuales el acido aspartico (A), la cisteina (C),cieloaglutamico (G), la
asparagina (N), la serina (S), la treonina (T) o los grupddlices (M) juegan roles primarios
en la catdlisis. Las peptidasas serinicas, treoninicas,iniatke y las recientemente
clasificadas asparaginicas, son cataliticamente muy niésrele las asparticas, glutdmicas y
metalopeptidasas, en que en las primeras el nucleofilo del sitibtica es parte de un
aminoacido, mientras que en las dos ultimas es una molécula aldaague actia sobre el

grupo carbonilo de la union peptidica.

1.1.3.1. Peptidasas cisteinicas (EC 3.4.22)

Se describe en especial este tipo catalitico, dado que las endopeptidasag/papaina
araujiaina, objetos de estudio del presente trabajo, pertenecen al mismo.

Actualmente, las proteasas cisteinicas se han clasificado fam8as (Rawlings y
col., 2010). Entre ellas estan incluidas las proteasas vegetatesxteasamente estudiadas
tales como papaina, ficina, actinidina o bromelaina, también vategsmas de mamiferos,

calpainas citosolicas y algunas proteasas de parasitos couh@Tlliypanosomala mayoria

Llerena Suster, C.R.F. 12



de las peptidasas de esta clase estan incluidas dentrcaddlia fle la papaina (C1) que es la
enzima cisteinica mas ampliamente estudiada, responsable ddnkipafgs avances no
solamente en el campo de las proteinasas cisteinicas sire emzimologia en general
(Domsalla y Melzig, 2008). Ha sido la primera proteinasa oiste la que se le determino la
estructura tridimensional (Drenth y col., 1968) por lo que es considevatael arquetipo de
esta clase de peptidasas.

La catalisis en las proteasas cisteinicas ocurre astrdeéla formacion de un
intermediario covalente e involucra un residuo cisteina y un resididirtast_a cisteina 25 y
la histidina 159 (de acuerdo a la numeracion de papaina). El nuckedféste caso es un
tiolato que es estabilizado a través de la formacién de un par iéoicel grupo vecino
imidazol de la histidina 153-{gura 2). La cisteina catalitica esta involucrada en un equilibrio
tautomérico entre las formas neutra y dipolar (zwitterion).r& que el sulfuro aniénico esta
involucrado directamente en un ataque nucleofilico en el carbonilo detsuka ruptura del

mismo involucra el ataque del agua catalizado por la enzima.

His, g His g

| e | Va3 <
S — H Wi N/\\/NH 8 mmm H fN\:/NH
His. 4 o
e et TETPA A
= p © p: ©O
& “mmm H—N.* NH . > . .
e Complejo de Michaelis
=
Cy526 il
| —
His. s HH—N* NH
i 160 E A
| i S
s H—N.* NH s ]
T———— T
H H
? TE )
H P B P,
o g
o H “H
P, |
S . e 4 ; —N— _N—
Intermediario tioacil-enzima Gin,, Cyss

Complejo tetraédrico

Figura 2. Mecanismo catalitico de las proteasas cisteinicas.

Dado que estas enzimas son inactivadas por reactivos bloqueantes gieptos
sulfhidrilo por conversion en puentes disulfuro y tienen la capacidaceatdivarse en
presencia de agentes reductores, se las denoriddroteinasas (Hartley, 1960).
Considerando que el Unico aminoacido que posee un grupo sulfhidrilo (tid) cadena
lateral es la cisteina, se sugiridé sustituir el térntinfproteinasaspor el deproteinasas
cisteinicagNC-IUBMB, 1984).
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1.2. Proteasas vegetales

La protedlisis es esencial en muchos aspectos de la fisiojodésarrollo de los
vegetales. Las proteasas normalmente estan involucradas eratablisato proteico (el
recambio de las proteinas existentes y su reemplazo pono&eas constituye la clave para
la adaptacién al medio ambiente), en la regulacion de varios pspgesticularmente en la
germinacion de semillas (las proteinas de reserva son mdasizara la construccion de las
proteinas que requiere la plantula), en la formacion de Organos repredug en la
senescencia de algunos 6érganos como las hojas (en este preqasidimas se degradan y
sus aminoacidos son transportados y almacenados en aquellos lugaresedsimteticen
nuevas proteinas). Aunque las proteasas usualmente estan deodstevintuladas al
metabolismo primario de la planta, en la movilizacion de lasva&sey en el recambio
proteico, existen evidencias de que algunas proteasas cumplen otiasdsinpor ejemplo
actlan en interaccion con otros organismos. Obviamente, las prategdastas insectivoras
actian de este modo. Estas proteasas, con un pH éptimo de accién acichpas®s de
digerir las proteinas de una presa capturada y obtener de st riatrientes para su
mantenimiento (Boller, 1986).

En definitiva, la protedlisis es responsable del mantenimiento celidda respuesta
al estrés mediante la remocién de proteinas anormales yagabpk, aporta los aminoacidos
necesarios para fabricar nuevas proteinas, ayuda en la madurazigrogenos y hormonas
peptidicas mediante escisiones limitadas, controla el metabolismbomeostasis y el
desarrollo, disminuyendo la abundancia de enzimas claves y prategodetorias, asi como
la muerte celular programada de ciertas células y O6rganda gianta (Vierstra, 1996;
Domsalla y Melzig, 2008).

1.2.1. Proteasas secundarias

Las enzimas proteoliticas normalmente se encuentran en cantiddaldsamente
bajas y a menudo son dificiles de detectar. La presencia ddackstiextremadamente altas
de enzimas proteoliticas en algunos tejidos es dificil de exphdlas podrian actuar como
alomonas, en defensa contra agentes patégenos, parasitos y hervibomsrDu893).

A la clase de enzimas que se producen en cantidades que excedeaneialpot
necesario para el recambio proteico se las denopnotaasas no dispensablesproteasas

secundariasen analogia con los metabolitos secundarios de las plantasiigred&stinadas
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a interactuar con otras especies vegetales o animales camésde proteccién o de defensa
(Boller, 1986).

Las proteasas presentes en el latex de algunas especissmprenas del 50% del
total de las proteinas. La principal proteinasa del latex desfrdé papaya, papaina (EC
3.4.22.2), se encuentra en una concentracion tal que excede en dos vactddd necesaria
para el recambio de las proteinas del fruto (Glazer y Smith, 19@f)bién ficina(EC
3.4.22.4), presente en el latex de higos, se encuentra en cantidades abufsiamsmo,
tanto en partes vegetativas como en frutos de varias especiesepeenites a la familia
Bromeliaceaese observan grandes cantidades de enzimas proteoliticas. A estasasote

también se las llamgroteinas prescindible@dams y Rinne, 1981).

1.2.2. Latex: definicién y funciones

El latex es un fluido lechoso compuesto por un suero liquido que contierdy@ars
0 en suspension, una mezcla compleja de distintas sustancias. Puedercona amplia
variedad de componentes celulares, tales como nucleos, mitocondri@sigsatales como
ribosomas y analogos de lisosomas. Fueron identificados, como compogeinesos
comunes de los latex, materiales aglomerantes de baja densidasl,prvateinas, terpenos,
alcaloides, taninos, vitaminas, almidones, azucares, lipidos y aminolitmidesLa estructura
secretora interna que contiene al latex es el laticifero,pgeele ser una sola célula no
articulada o una estructura multicelular articulada. La pmseale latex ha sido reportada en
mas de 20.000 especies vegetales pertenecientes a 40 familiasib&ngee se vio que no
todos los géneros de una determinada familia poseen latex, lo queceodabinir la funcion
del mismo en las plantas (Lynn y Clevette-Radford, 1987; Domsalla y Melzig,. 2008)

Muchos de los componentes presentes en el latex poseen propiedadesabiojdgic
confieren proteccion contra los dafios ambientales. El lat€adea papayal. contiene una
mezcla de proteasas cisteinicas. El latex fresco o seaudibteego de dafar las hojas o los
frutos deC. papayacontiene al menos alguna de estas enzimas proteoliticangehda del
latex ocurre durante unos minutos hasta la formacion de un coagulo alrededor defiadea
El proceso de coagulacion es vital para la defensa de la ptarta el posible ataque de los
patdgenos, sellando el area dafiada y previniendo la entrada podéepatdgenos en el
floema (Azarkan y col., 2004; Konno, 2011). Por otro lado, la preseaaedas enzimas en
las vacuolas de latex, tales como quitinasas, sugiere que pudn@aokn la defensa de las
plantas contra los patégenos, parasitos y herbivoros, atacando al iowasdo la célula

vegetal es lisada (Vierstra, 1996). Las quitinasas, junto a otramasnbhalladas en el latex
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tales como glucanasas, tendrian funcion antifiungica (Bowles, 1990). Gdnpeobado que
inmediatamente luego de la lesion, la coagulacion del latexagtieacion de las proteasas
ocurren simultaneamente, indicando que la coagulacién del latexpesceso principal que
contribuye al mecanismo de defensa de la planta sellando éssdai@adas. Ademas, la lisis
de la pared celular de los hongos requiere de la degradacion det&sgy alli presentes,
junto a la de la quitina y el glucano, con lo cual parece razonabléasjiendopeptidasas
presentes en el latex tuvieran también accién antifingica (&zaykcol., 2004; Konno,
2011).

1.2.3. Proteasas de latex

Se ha encontrado actividad proteolitica en el latex de mas de hifspde diferentes
familias. Entre ellas, se distinguen las familias Apocyracéaclepiadaceae, Asteraceae,
Caricaceae, Euphorbiaceae, Moraceae. Las proteasas altarhentardes en latex son
fundamentalmente de tipo catalitico cisteinico (EC 3.4.22) y sefBiC 3.4.21) (Domsalla y
Melzig, 2008). Las fuentes de proteasas de latex mas estudiadsisitidas aisladas a partir
de los frutos dé€arica papaya(Caricaceae) y de ciertas especies de higos (Moradestias
proteasas son las mas producidas a escala comercial y laxpi@tadas en una variedad de
aplicaciones ya vistas (Kimmel y Smith, 1957; Glazer y Smith, 193i) embargo, la

presencia de intensa actividad proteolitica no es una regla general de Esquariatex.

1.2.3.1. Proteasas d€arica papayaPapaina

Papaina es la proteasa de origen vegetal mejor conocida. Susesltips se basan,
entre otras caracteristicas, en su gran actividad enzimat&a notable resistencia ante
cambios en los medios (temperatura, pH, solventes organicos, congétaie.), ademas es
mas econdmica que las enzimas de origen microbiano y posee uro aamjo de
especificidad (Chamani y Heshmati, 2008). La papaina se obtieldedatie frutos verdes de
papaya Carica papaya Caricaceag, una especie originaria de las zonas tropicales y
subtropicales de América, hoy presente en zonas tropicales de tadandb por su
importancia econdmica.

El extracto crudo del latex, que contiene la actividad proteolition, todos sus
componentes se denomina genéricampagaina A partir del mismo fueron aisladas cuatro
endopeptidasas cisteinicas (Brocklehurst y, c®81; Brocklehurst y Salih, 1983). Dichas
peptidasas se conocen con los nombres de papaina, quimopapaina, caricaina

glicilendopeptidasa. La secuencia N-terminal de las cuatraodasps pudo ser determinada y
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comparada, demostrando tener entre si una gran homologia e indicarfdmilinade genes
intimamente relacionados (Lynn y Yaguchi, 1979). Tienen pesos moksalaededor de 23
kDa, entre 212 y 218 aminodcidos, y pl muy similares (entre 8,53) (Barrett y col.,
2004), lo que ocasiona que resulte dificil su purificacién. Por otro ladiifesencian por sus
actividades relativas sobre distintos sustratos (Glazer yhSi®71) y por su basicidad
(Brocklehurst y Salih, 1983). La papaina aislada constituyeaenién menor comparada con
las otras proteasas (aproximadamente el 8%) pero es laalashte purificable debido a su
acidez (Azarkan y col, 2003) y por el hecho de no poseer isoformas laoquimopapaina
(Buttle y Barrett, 1984) y la caricaina (Kyndt y col, 2007). Por jpdirde, es la cistein proteasa
mas estudiada y da su nombre a una gran familia de cisteaga®tC1), es el modelo para
las estructuras 3D y para estudios de los mecanismos cataliticagt(Banl, 2004).

a b
Figuras 3. Frutos verdes da Carica papayay b. Araujia hortorum

El uso tradicional de la papaina ha sido el tiernizado de carneasgaala amplia y
poco especifica hidrélisis de proteinas que es capaz de catBlizajuanto a sus usos
industriales se pueden destacar el curtido del cuero, softenerkenyban la industria
alimenticia, como agente clarificante de cervezas y vinos Ytes procesos donde se
necesite hidrolizar proteinas. También encontramos papaina en j&mopek/o (Monge y
col, 2008; Uhlig, 1998). Los usos medicinales de la papaina incluyen cpsydstivas,
accion antiparasitaria, limpieza de tejidos muertos de Ulcemsesnaduras, blanqueo de
dientes, etc. (Telgenhoff y col, 2007). Sin embargo algunas drog@sddgiie contenian
papaina fueron recientemente prohibidas por la FDA debido a reppréesnostraron

reacciones alérgicas, hipotension, taquicardia, pérdida permaremdevision, etc. (FDA
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News, 2008). Otros usos de la papaina son la disociacion de céluthgpemer paso de
cultivos celulares y la escision de la porcion Fc de las inmunoglobulinas (Luo2p@a).
Ademas de todos estos usos comunes, en humerosos trabajos de indeditmaao
ampliamente comprobada su utilidad en catalisis en medios no convéssialemnostrando
una gran capacidad de formar enlaces amida y éster entre diversadasede aminoacidos y
otros compuestos aminoacidicos (Nakaoka y col, 1998) y no aminoacidiesscaano
alquilaminas (Morcelle y col, 2009), alcoholes (Cantacuzéne y col, 1&8mpalcoholes y

aminoacetales (Llerena Suster y col, 2009), entre otros.

1.2.3.2. Proteasas dAraujia hortorum. Araujiaina

Un rasgo comun que puede hallarse en el latex de la famili@plasdhceae es la
actividad proteolitica. Pero si bien dicha familia esta constifpid®30 géneros y casi 2.000
especies que se caracterizan por desarrollar laticifer@sneiole han sido estudiadas las
proteasas contenidas en el latex de algunas especies pertarsea cuatro géneros. Entre
ellos se encuentra laraujia hortorumFourn., una planta trepadora que crece en el sur de
Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina. A partir del latexlalemisma, se purificaron,
mediante cromatografia de intercambio catidnico, tres endopeptidateinicas: araujaina h
[, h Il'y hlll. Araujaina h I'y h 1ll tienen pl > 9,3, mientras caraujaina h 1l tiene 1un pl algo
mas bajo (8,9). El andlisis de las secuencias N-terminales pa@nenadifiesto la gran
homologia existente de dichas proteasas entre si y de laasriemlas proteasas del latex de
Carica papayaPriolo y col., 2000; Obregén y col., 2001).

En el presente trabajo se nombra al extracto crudo del latéxadgia hortorum

Fourn. comaraujiaina

2. Quimica verde

La probleméatica medioambiental es una de las principales pemonps sociales en
todo el planeta. Los preocupantes niveles de contaminacién existentes hoyoerpaddascto
del avance del sistema y los valores capitalistas a nielalglIEI avance descontrolado de la
industria y del imperio de la sociedad de consumo, principalmentnté el siglo XX,
significé el aumento en la calidad de vida y beneficios econdmicas gequefio porcentaje
de la poblacion mundial mientras que dejo para el resto de la humanideakds secuelas:
pobreza, marginacién, desocupacion, enfermedades, guerras, etc. Betreuge una de

dificil resolucién: la contaminacién a nivel planetario. Las conse@gde ésta se extienden
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en numerosos ejemplos: calentamiento global, cambio climaticasaesitsponibilidad de
agua potable, desertificacion, etc.

Hace casi 20 afios ya que se empez6 a tomar nota de esta@rsijuseiempezaron a
mover los mecanismos internacionales para intentar frenardae&sina de las ideas centrales
trazadas en la&Agenda 21 un documento realizado durante la cumbre ambiental y del
desarrollo que tuvo lugar en la ciudad de Rio de Janeiro en junio dedted&nado por las
Naciones Unidas, en vistas de la proximidad del nuevo siglo y laidedeke encararlo bajo
una nueva politica global. A pesar de esto, poco se ha avanzadmtedreotivos por el
practicamente nulo compromiso del mayor productor de contaminaciorptanaatividades
industriales como por el nivel de consumo desenfrenado de su poblacion: Estattssde
Norteamerica.

A pesar de que la solucion de este grave problema implica carpbliigos,
econdmicos e ideoldgicos profundos, desde la “ciencia” se puedatrabaste sentido. Esta
concepcion aparece explicitamente eAdgnda 21 ahi se enfatiza sobre la necesidad de la
incorporacion de la idea de desarrollo sustentable.Se propone quigente a las amenazas
del dafo irreversible del medio ambient® debendesarrollar métodos para unir los
hallazgos de las ciencias establecidas con el conocimiento aborigen de las diferentas,cultur
enfocandose particularmente en la divulgacién y aplicacién de los resultadggratéccion
ambiental y el desarrollo sustanciaEn cuanto al papel que debe jugar la biotecnologia
(capitulo 16), se hace referencidaapromesa de contribuir mediante el desarrollo de, por
ejemplo, un mejor cuidado en la salud, aumentar la seguridad de la alimentaciénadeavée
practicas agricolas sostenibles, mejorar la provision de agua potable, un desad®ll
procesos industriales mas eficientes para la transformacion de matenmasprasi como la
detoxificacion de residuos peligrosos.

En cuanto ahumento de la proteccion del medio ambiestetiene en cuenta geé
objetivo es prevenir, detener y revertir la degradaciéon ambiental mediahtempleo
apropiado de la biotecnologia junto a otras tecnologias, fomentando procedimientosssegur
como componentes integrales del progran@®e destaca etesarrollo de alternativas
ambientalmente confiables y mejoras a los procesos productivos que dafiaediel m
ambiente; el desarrollo de aplicaciones para reducir el requerimientoca®puestos
quimicos sintéticos no adecuados y aumentar el uso de productos ambientalmente
apropiados, incluyendo productos naturales; el desarrollo de procesos dirigidos a la
reduccion de la generacion de desechos, su tratamiento y uso de mateiodegradables,

asi comola recuperacion de la energia y la provision de fuentes de energia renqgvables
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alimento animal y materias primas del reciclado provenientes de $iduies organicos y de

la biomasa

Es mejor prevenir la generacion de desperdiciostig@rios o eliminarlos
luego de haber sido creados.

Los métodos sintéticos deben disefiarse para maaifaizncorporacion en
2. Economia atémica el producto final de todos los materiales empleadhsante su
procesamiento.
Siempre que sea posible, los métodos sintéticosdeisefiarse para usar y
generar sustancias que posean poca 0 ningunad@digiara la salu
humana o ambiental.

4. Disefio de sustancias | Los productos quimicos deben disefiarse a los afedéo su funcidrn
mas seguras. deseada reduciendo su toxicidad.

El uso de sustancias auxiliares (solventes, ageteseparacion, etc
deberia ser innecesario siempre que sea posiblepoeios cuando s

1. Prevencién

3. Sintesis quimica menog
peligrosa

o

~

5. Solventes y sustancias
auxiliares mas seguras.

(1]

empleen.

Los requerimientos energéticos de los procesos igusmdeberiar
6. Disefio para la reconocerse por su impacto ambiental y econdmicodepen sef
eficiencia energética minimizados. Si fuera posible, los métodos sint&tideberian llevarse |a

cabo a temperatura ambiente y presion atmosférica.
7. Uso de materiales Deben emplearse materias primas u otros mateniafes/ables, siempre
renovables gue sea técnica y econdmicamente practicable.

La derivatizacion innecesaria (uso de agentes binfes,
8. Reduccién de la proteccién/desproteccion de grupos, modificacinperaria de procesds
derivatizacién fisicos y quimicos) debe reducirse o evitada depssible, ya que estds

pasos requieren de reactivos adicionales que pugt@rar desperdicios
Los reactivos cataliticos (lo mas selectivos pesilsion superiores a lgs
reactivos estequiométricos.
Los productos quimicos deben disefiarse de tal foumaal fin de su vida
Util se descompongan en productos de degradacifuds y no persistan
en el ambiente

11. Analisis en tiempo real Las metodologias analiticas necesitan desarroliisemas para permit
para la prevencion de la | un monitoreo y control en tiempo real y durantepeiceso antes de |a

9. Catalisis

10. Disefio para la
degradacion

=

polucién formacion de sustancias peligrosas.

12. Quimica segura para | Las sustancias y la forma de una sustancia emp&rada proceso quimicp
la prevencion de debe elegirse para minimizar el potencial de aoté&de quimicos
accidentes. incluyendo escapes, explosiones e incendios.

Tabla 1. Principios de la quimica verde (Anastas y Warner, 1998)

Dentro de la sociedad cientifica distintos grupos de investigadonesron este
desafio, aun antes de la elaboracién de este documento. Uno de guies ptdérmino de
quimica verde QV) (Green Chemistry), que fue definido coraoinvencion, el disefio y la
aplicacion de productos y procesos quimicos para la eliminacion o reduccion dgl uso
generacion de sustancias peligrogasntaminantes) (Anastas y Warner, 1998). Los términos
invencion y disefiggromueven a un activo involucramiento de la comunidad cientifica en
pensar nuevos productos y procesos y no solo en la optimizacién detémtexi&luso y
generacion de sustancias peligrosa® soOlo condiciona a que las sustancias producidas
(productos y residuos) no contaminen sino también a que todas las ssestamaiias

(reactivos, solventes) sean inocuas. Por ultimo el términtancias peligrosa@&n el sentido
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de contaminantes) limita el alcance de la QV daosores intrinsecode las mismas (Tundo
y col, 2000). Para completar la definicion de los conceptos de la Qohsalera etiesgode
una sustancia como el producto de su peligrosidad (factores intringecosl grado de
exposicion, ésta es constituida factores circunstancialegos que se encuentran sujetos a
regulaciones legales (Poliakoff y col, 2002).

Los principios de la QV fueron sintetizados por Anastas y Warner (1€98)2
simples enunciadoslébla 1). Estos mismos principios fueron listados usando una original
regla mnemotécnica en inglé&apla 2a) (Tang y col, 2008).

A pesar de los esfuerzos hechos y el gran potencial que existe en este sentado par
QV, los resultados concretos solo seran efectivos cuando éstos se apliquen aia industr
guimica. En ese sentido, en analogia a los doce principios de la QV también sbdrad@la

principios para la “Ingenieria Verde” (v@ablas 2a y i (Tang y col, 2008).

Principles of Green Chemistry

P | Prevent wastesRrevenir desechos

R | Renewable materialsdMateriales renovables

O | Omit derivatization stepsHrescindir de pasos de derivatizacion
D | Degradable chemical productBroductos quimicos degradables
U | Use safe synthetic methoddgar métodos sintéticos seguros

C | Catalytic reagentsCatalizadores
T

I

\Y

E

L

Y

Temperature, pressure ambiefiemperatura y presion ambientales
In-Process Monitoring Monitoreo en tiempo real

Very few auxiliary substancesvluy pocas sustancias auxiliares
E-factor, maximize feed in producMinimizar el factor E

Low toxicity of chemical productsRProductos quimicos de baja toxicidad
Yes it’s safe Bi, es seguro

a

Principles of Green Engineering
Inherently non-hazardous and safeséncialmente seguros y no peligrosos
Minimize material diversity Minimizar la diversidad de los materiales
Prevention instead the treatmeR/révencion en lugar de tratamiento
Renewable material and energy inpuEnérgia y materiales renovables
Output-led designProduccién dirigida por el disefio

Very simple Muy simple

Efficient use of mass, energy, space and tikdsd eficiente de la masa, la
energia, el espacio y el tiempo

Meet the needEncontrar las necesidades

Easy by separate by desigbisefiado para facilitar la separacién
Networks for exchange of local mass and eneRggdes locales de
intercambio de masa y energia

Test the life cycle of the desigicXaluar el ciclo de vida del disefio
Sustainability throughout product life cycl&dstentabilidad a lo largo del
ciclo de vida del producto

n 1 zZz M m [<|o|BoIZ|—

b

Tablas 2a y 2b Principios de la Quimica e ingenieria verdes expresados como reglas
mnemotécnicas en inglés (Tang y col, 2008).
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Para medir el grado deefiverdecimientbla industria quimica cuenta con algunos
parametros, entre ellos se encuentran la eficiencia atdmuiceipio 2) y el ampliamente
usado factor E publicado por Roger Sheldon en 1992. El factor E edegitecentre la masa
de residuos y la masa de producto obtenidos en un proceso. Siguiendo d&@sktrpase
comprob6 que las industrias quimicas mas contaminantes son las deadfifaic/ la
farmacéutica (vemrabla 3). El gran factor E de estas ramas asi como la relativanbeja
produccion convierten a las mencionadas industrias en blancos de lésagotie
“enverdecimiento(Sheldon, 2007).

El desarrollo de la QV esta en expansion aunque falta muchdggaaa los niveles
necesarios para reducir la contaminaciéon. Una de las principales ftdlas és incorporacion
de estas nuevas tecnologias a la industria. La incorporacion deidamsmpuede ser
“desventajosa” segun la légica capitalista de maximo lucroegmipara lograr un desarrollo
sustentable se necesitara de una fuerte intervencion estatde enarco el aporte de las

Universidades Nacionales y del sistema cientifico nacional tendra un valstitirble.

Industria Produccion (ton) | Factor E
Refinado de petréleo tac Aprox 0,1
Productos quimicos a granel0*-10° <lab
Quimica fina 1610 5a50
Farmacéutica 1-10 25 a >100

Tabla 3. Factor E y niveles de produccion en distintas ramas de la industrioa quimica.

3. Biocatalisis

Revisando el potencial rol que puede tener la biotecnologia como hettamaa
disminuir los niveles de contaminacion, es que el presente trabajoa senfocado
particularmente en la biocatalisis. La biocatalisis aprovechanhaimas que naturalmente
cumplen funciones vitales en los seres vivos para catalizar lecalbtale distintos productos
organicos. Los biocatalizadores pueden ser, por lo tanto, un extragt@gozimas o menos
purificado o todo el ambito natural de las enzimas: células, tejidos u érganos.

Las enzimas son el nudcleo de los procesos biocataliticos, debenxtrsédas y
caracterizadas para ser utilizadas en reacciones en ambenteslados. Las enzimas se
pueden encontrar tanto en el interior de las células como en especaxrelulares, pueden
estar en gran abundancia o en cantidades minimas, pueden estdaasociartas organelas

o membranas o formando complejos enzimaticos o estar libres, puedaoregigproenzimas
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0 pueden necesitar cofactores. Segun el caso se tendra que encétudas adecuados para
poder extraerlas, acondicionarlas y usarlas en biocatalisis.

Por otra parte, el ambiente artificial o medio de reacciontrétas, medio,
temperatura, etc.) donde se usan estos biocatalizadores gerpogeraialidad para que
utilicen y produzcan sustancias distintas a las naturales,ongéua que actuen usando otros
mecanismos cataliticos, ampliando de esa manera su rango de accion.

Los beneficios del uso de enzimas y de otros biocatalizadores, ealopaon su
contraparte quimica, estdn ampliamente descritos en la biblagtafi biocatalisis tiene
especial importancia cuando las sustancias producidas mediantpres&sos no se pueden
hacer de otra forma o cuando muestran ventajas econdmicas y/mtatabieon respecto a
métodos de produccidn exclusivamente quimicos. Se pueden evitar las svdvedies
contaminantes que podemos encontrar en una reaccion estequiométrica guidicional
(exceso de reactivos, solventes contaminantes, altas tempenatprasiones, residuos en
abundancia, mezclas racémicas, etc.). Las enzimas tieneerata y regioselectividades,
operan bajo condiciones suaves de reaccion, por lo que hay un menor gastergie,
permiten la reduccién de los pasos de una sintesis organica gniauti®n en la produccion
de desechos, entre otras ventajas (Anastas y Warner, 1998; Guznwin 2007). La
incorporacion de procesos biocatalizados en la industria, involucra, portég & varios de
los principios de la QVTabla 1), especialmente a la catalisis (principio 9), a la eficaenci
energeética (principio 6) y a la menor derivatizacion (principicE8).Ja industria se pueden,
ademas, combinar pasos biocatalizados con pasos quimicos ende si@ten compuesto
guimico determinado.

Existe un interés particular en el empleo de biocatalizag@es crear nuevas rutas
gue disminuyan el uso de reactivos costosos, asi como para ahtdéeunlas genéricas y/o
complejas (Pollard y Woodley, 2007) empleadas en la produccion deasaguimicos, de
intermediarios farmacéuticos y agroquimicos, principios activosaie@uticos e ingredientes
alimentarios (Adamczak y Hari Krishna, 2008or otro lado, otras oportunidades han
aparecido debido a nuevos requerimientos industriales: limitada vigencigodéciaies de los
farmacos, rapida elaboracion de procesos para compensar los aibssdeodesarrollo que
deben afrontar las empresas farmacéuticas y la promocion desehkieicologicas que dejen
rastros minimos en el medio ambiente (Bruggink, 2001; Woodley, 2008). La genvier de
la biologia y la quimica ha abierto una gran cantidad de oportunidddesgae se puede

apuntar, en tanto que los descubrimientos realizados a partir debedgudi biodiversidad y
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los aportes de la biologia molecular estan extendiendo el esplectas biocatalizadores
disponibles que pueden adaptarse a los requerimientos industriales (Bull y col, 1999).
Se han empleado biocatalizadores en procesos tan diversos conpratutzion de
compuestos quirales, en la sintesis de polimeros, de péptidos, de ienosiba@mo la
amoxicilina (Sheldon y col., 2001), de edulcorantes como el aspartamoy(&#in2003) de

ciclodextrinas; en biorremediacion y la lista se sigue ampliando a diéoicdlle, 2004).

3.1. Uso de enzimas vegetales en procesos biocatals

La utilizacion de vegetales en este tipo de procesos tienkarga historia (Cordell y
col., 2007), sin embargo en comparacion a otras areas de la bsixatéimo la del uso de
microorganismos, tiene un menor grado de desarrollo, por lo que t@dytafundizar en su
investigacion y aplicacion. Se han usado como biocatalizadores snyiceulas libres o
inmovilizadas, tejidos y hasta érganos (raices, por ejemplo). Ropatie, se sabe que en el
interior de las células vegetales, se producen enzimas que no pmdetrarse en otros
seres vivos y por lo tanto se espera que catalicen distirdesiares y formen distintos
productos (Giri y col, 2001).

Los biocatalizadores de origen vegetal han resultado muy importamtedggunos
casos como en la produccion de nuevos farmacos, asi como en la middifida los
existentes para mejorar su actividad (Giri y col, 2001).

Las enzimas, en particular, poseen varias ventajas compara)vass enzimas
catalizan una reaccion especifica 0 un nimero limitado y espetatdtias; las células o
tejidos, en cambio, por su complejidad, pueden dar productos diversos. b) Las enzimas pueden
usarse en medios que destruirian a los biocatalizadores vivosne Tiea alta eficiencia por
masa de biocatalizador. d) Se inmovilizan facilmente de formaadas permitiendo su
versatilidad y reutilizacién. A su vez también tienen algunadedgentajas: a) La relativa
simpleza de las reacciones en las que se usan. b) No cuentan,eem, ggm sistemas
multienzimaticos ni tienen la presencia de cofactores o uastnaturales que proveen las
células, usualmente muy costosos para agregarlos en el medio de reacesie. $entido hay
algunos estudios hechos que los podrian regenerar sin necesidad aguiaara celular
(Thayer, 2007). c) Es necesario el paso de extraccion y paidiicgparcial o completa) que
puede encarecer el proceso y puede ocasionar la pérdida de parte dedkdamtiginal.

Muchos tipos diferentes de enzimas de origen vegetal se han dmplegrocesos

biocataliticos:
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- Las proteasasson las enzimas mas utilizadas en estos procesos, se dasceiiir
detalle en la préxima seccion.

- Laslipasas Aungue las lipasas mas conocidas, estudiadas y aplicadas, sin duda, son
las de levadurasCandida sp, se pueden encontrar en las lipasas vegetales algunas
caracteristicas diferenciales que las pueden hacer int@eshima de las lipasas vegetales
con mas aplicaciones es la lipasa@arica papaya(CPL) (Dominguez de Maria y col.,
2006). Se la ha utilizado en modificacion de grasas y aceites, pa@n epintesis de
triacilglicéridos (TAGSs) de bajas calorias, en esterif@mag transesterificaciones de distintos
TAGsS, alcoholes y acidos grasos. También ha resultado importalateesolucion asimétrica
de alcoholes, aminas, etc. tanto por esterificaciones como por h&glmédiEreoselectivas
(Dominguez de Maria y col., 2006)

-Las citocromo p450hidroxilasas vegetales muestran una potencialidad para
hidroxilar y oxidar regioselectivamente gran cantidad de suatamneuy diversas. Se las ha
aplicado, por ejemplo en la biotransformacion del limoneno (Duetz, 2B6®) no sélo se ha
descrito para extractos enziméaticos sino, primariamente, se hdo asltivos celulares y
células inmovilizadas (Vanek y col., 1999).

- Lashidroxinitriloliasas , que estereoselectivamente unen un acido cianhidrico sobre
un aldehido, han sido usadas para sintetizar cianohidrinas quirales rgeie &dmo
precursores sintéticos de varias sustancias. Estas enzinhas smcontrado en almendras
amargasRrunus amygdalysen mijo Sorghum bicolor, en gomeroHevea brasiliensis en
mandioca lflanihot esculentg entre otras plantas. (Giri y col., 2001; Thayer, 2007)

- Otros tipos de enzimas también han sido estudiadas como biaddadis, tales
como ciclasas, que ciclan dienos y epoxidos, fueron encontradas en achi€idaofium
intybus) fenoloxidasas,que catalizan la hidroxilacibn de monofenoles con regioespecificidad
produciendo catecoles, fueron extraidas de cultivoMueuna pruriens haloperoxidasas,
gue usan haluros y agua oxigenada para halogenar diversos compuestosogrgani
lipooxigenasas, que incorporan peroxidos sobre dobles enlaces de acidos grasos, se
encontraron en porotos de sdjzycine max (Giri y col., 2001).

En la mayoria de estos casos las enzimas se han aislado, matdehl vegetal
directamente, sino de los medios de cultivos de células del vegatadbién hay trabajos que
describen el uso dglicosidasas sin embargo es preferible en ese caso el uso de células o
tejidos, dada la necesidad de estas enzimas por cofactores.

Ademas de las nombradas también se han obtenido enzimas paraogroces

biocataliticos en especies tan diversas civwinda citrifolia (Mora de la India)Rubia
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tinctorum Hyoscyamus nigefbelefio negro)Medicago sativdalfalfa), Papaver somniferum
(amapola),Taxus chinensigconifera),Coleus blumeiDigitalis lanata Zea mais(maiz), etc.
(Giriy col., 2001)

Resulta evidente que las plantas en su totalidad tienen la patattidd ser fuente de
nuevos biocatalizadores. Seria entonces esperable encontrarlos emebuenidas especies

gue nos rodean. Eso nos plantea el desafio de buscarlos y utilizarlos.

3.1.1. Fitoproteasas en biocatalisis

Hacia 2002, un andlisis de 134 biotransformaciones industriales reveladasque
hidrolasas ocupaban la categoria mas prominente (44%) junto a lesalitaciores redox
(30%) (Straathof y col., 2002). Aunque dentro de las hidrolasas, laadipas las enzimas
mas empleadas, las peptidasas ocupan el segundo lugar.

Entre las proteasas mas citadas dentro del terreno de ladbgisdiguran subtilisina,
quimotripsina, termolisina, tripsina y papaina. Esto no es casugljeygaon peptidasas muy
empleadas en procesos industriales y sus propiedades bioquimgiesqufmicas, asi como
sus estructuras, son muy conocidas. Por otro lado, estan disponibleciaiomete en
grandes cantidades y no son costosas. Entre ellas, ademasneacianada papaina, la
bromelaina es otra fitoproteasa de importancia en la industria,safolmaan parte de la
familia papain-like C1 (Vallés y col., 2007; Rawlings y col., 2010).

En este trabajo se enfoca la busqueda y caracterizacion de gsotegstales, como
biocatalizadores, debido a que estas enzimas pueden mantenerseeactivaamplio rango
de temperaturas y pHs. Ademas poseen caracteristicas quapémitan como catalizadores
altamente estereoespecificos y regioespecificos, capacesideen condiciones suaves con
valores de pH 6ptimo entre 6 y 8, son faciles de manejar, no necesitan cofactosescesh
estables, y son relativamente simples en su arquitecturautesléBordusa, 2002). Algunas
proteasas presentan la caracteristica de permanecer antivelios no acuosos o en mezclas
acuoso-organicas. Incluso se ha conseguido que actien en reacciorsss,r@so es,
formando enlaces en lugar de escindirlos. Ejemplos de esto son éifammde enlaces amida
0 enlaces ésteres entre muy diversos sustratos.

Entre los productos de interés capaces de ser obtenidos mediteses siatalizada
por proteasas se encuentran péptidos de aplicacion en la industrémtatia como el
aspartamo (Oyama, 1987), péptidos saborizantes, surfactantes adéldigosminoacidos y

péptidos multifuncionales (con alta eficiencia, buenas propiedadegreigaaion y amplia
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actividad biolégica), lo que facilita una formulacion simple de los ptodumales a los que
se incorporan, reduciendo asi los costos de produccion.

Se han reportado varios trabajos donde se usan proteasas que s& @otignan
abundancia de distintas partes de plantas dGareca papaya(Morcelle, 2004; Giri y col.,
2001; Clapés y col., 1995; Morcelle y col., 2006; 2009; Quiroga, 2886)epias curassavica
(Morcelle y col., 2009; Liggieri, 2005)Araujia hortorum (Morcelle y col., 2008; 2009;
Quiroga, 2005)Bromelia hieronym(Morcelle y col., 2009)Funastrum clausun@Morcelle,
2004; Morcelle y col., 2006, 200HQlorrenia brachystephanéQuiroga, 2005; Barberis y col.,
2002),Ananas comossy€lapés y col., 1995Acacia caver(Barcia y col., 2008), entre otras.
Las proteasas pueden estar presentes en frutos, tallos, latélassermcluso en polen. En
muchos de estos casos, se usan simplemente los extractos crupeslga enzimas estan
presentes en gran cantidad y no se han detectado sustanciaseiiegfen los procesos
cataliticos.

Algunas de las reacciones ensayadas han sido: la hidrélisiselegiiva de ésteres y
de uniones peptidicas especificas (Faber, 2000), la sintesis dimgépterivados (Morcelle,
2004; Thayer, 2007; Clapés y col., 1995; Morcelle y col., 2006; Quiroga, 2005; rLiggie
2005; Barberis y col., 2002; Guzman y col, 2007), la formacion de sanfastderivados de
arginina (Morcelle y col., 2009) y la sintesis de peptidilaminoalesh{orcelle y col.,
2008).

A pesar de estos avances y a que el mercado de proteasasial@s incluye muchas
enzimas de gran actividad y disponibles a bajo costo, continda siendsanecel
descubrimiento de nuevas fuentes de proteasas mas activas y -coificiesues
determinadas. Por otro lado, considerando la magnitud de la industriccajué®mi puede
considerar que la aplicacion de peptidasas en procesos de sinteslsralustrial es mas una
excepcion que una regla. La razon de este hecho puede debersasadistintas estrategias
para abordar el problema estan aun en un estadio experimental. fda prigocolos para
validar ni escalar los procesos desarrollados y, en cada caso olefmizarse un gran

namero de variables (Guzman y col., 2007).

4. Proteasas en sintesis organica

4.1. Generalidades

Existe un gran numero de reacciones de sintesis organica denoéetecnoldgica

qgue han sido estudiadas empleando biocatalizadores enzimaticos 1BaBeDavis y Boyer,
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2001; Koeller y Wong, 2001). Sin embargo, aun existen numerosos obstacalagupda
biocatalisis adquiera un rol preponderante en la industria deisigtésica. Entre ellos, se
considera que los biocatalizadores para uso industrial pueden seostagos, dificiles de
conseguir, poco estables, en algunos casos requieren cofactoresutiersgo de accion
limitado debido a su gran especificidad y, se consideraba, que sfdo @0 medios acuosos
(Bommarius y Riebel, 2004). Algunas de estas afirmacionesaesulser falsas y otras se
van resolviendo a medida que avanza la investigacién en este campatifuacion, se
enumeran las principales respuestas a las objeciones imppestés industria quimica
tradicional respecto del uso de biocatalizadores.

Sobre los costaslos precios de las enzimas han bajado en los ultimos afios,reldstie
un numero cada vez mayor de proveedores. Los avances en ingemétieag@lberghina,
2000) e ingenieria de proteinas (Leisola y Turunen, 2007) y tambiérbésdgaeda de nuevas
fuentes enzimaticas (Gomes y Steiner, 2004) estan contribuyendmdearsignificativa para
aumentar el rango de enzimas disponibles y disminuir sus precios.

Sobre la estabilidad enzimaticalas enzimas son catalizadores inestables, pero su
estabilizacion es un aspecto al cual se le ha dado espatsdi@racion pudiendo advertirse
avances notables, de modo que se cuenta en la actualidad con enziciestesugnte
estables como para actuar eficientemente en las rigurosasicnadiusualmente requeridas
para las reacciones de sintesis (lllanes, 1999; O Fagain, 2003).

Sobre los medios de reacciomo es cierto que las enzimas soélo actuen en medios
acuosos, numerosos estudios evidencian que las enzimas actian mug biedi@s no
convencionales (Koskinen y Klibanov, 1996; Castro y Knuvobets, 2003; Park y Kadaus
2003; Gupta y Roy, 2004; Halling, 2004).

Sobre la especificidad enzimaticalas enzimas, especialmente aquellas que actuan
sobre sustratos de peso molecular bajo o medio, tienen por lo general un&egttarmhplia
y pueden actuar sobre sustratos no naturales. Ademas puedemosiéicadas
estructuralmente para adquirir nuevas funcionalidades mediante maegegsitio-dirigida y
evolucion dirigida (Boersma 'y col., 2007).

En este aspecto, merece un parrafo aparte el conceprordescuidad La
promiscuidad enzimatica es una caracteristica de las enmtae®nada con la
evolucion y, ocasionalmente, con la biosintesis de metabolitos secundarios.
promiscuidad catalitica es la capacidad de un sitio activogasatizar mas de
una transformacién quimica. Esta transformacién puede diferir‘datlaal” en
el tipo de unién formada o clivada y/o en el mecanismo catalitianldldskas,
2005). La capacidad de catalizar una reaccion de sintesis endugduidrolisis
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por parte de hidrolasas, constituye un ejemplo de esta promiscuidédy(H
Berglund, 2007).

Se han diferenciado tres tipos de promiscuidad:

a) de condiciones de reaccion: la capacidad de una enzimaude et
medios distintos al natural (anhidro, altas temperaturas, pH extremos, etc.);

b) de sustrato: relacionada con la capacidad de aceptar distintos sustratos;

c) de mecanismo catalitico: que puede ser accidental o inducida (por cambios
producidos en la enzima)

La explotacion de la promiscuidad catalitica enzimatica podridudar a
mejoras en los catalizadores existentes y ofrecer nuevadesgiatesis que no
estan actualmente disponibles. (Hult y Berglund, 2007).

Sobre el uso de cofactoredos requerimientos de cofactores disociables (coenzimas),
caracteristicos de las enzimas cuya funcidon metabdlica @istkesis, pueden representar una
limitacién (Liu y Wang, 2007). Sin embargo, los avances en ingeniengedios de reaccion
permiten utilizar enzimas hidroliticas, robustas y de bajo costaprecesos de sintesis
mediante reversion de su capacidad hidrolitica (Davis y Boyer, 2001; JI20GS).

Por otra parte, y a pesar de sus limitaciones, las enzimasatizatlores muy
atractivos para sintesis organica y se consideran herramien@dantes para el desarrollo
de la QV debido a varias ventajas:

- Su uso corresponde a procesos ambientalmente benignos (Bommariekely R
2004).

- Poseen una elevada selectividad como catalizadores en sirgésisairlas enzimas
son altamente regio y enantioselectivas, lo que son atributos magogpara la industria
farmacéutica y en general para la produccion de compuestos bicaetayosan gran interés
de la industria farmacéutica para la produccion de drogas @uirate forma
enantioméricamente pura, lo que no es muy dificultoso mediante sigigisnica. Las
enzimas son catalizadores quirales que pueden reaccionar a velcsdaddiferentes con
los enantiomeros de una mezcla racémica de manera de obtenaessolu@on cinética. Por
via enzimatica resulta entonces posible que una elevada proporcion dirogaasea
producida en la forma enantiomérica requerida (eutdmero), evitando liideposfectos
adversos del enantiomero no deseado (distbmero) y mejorando el remaliohéé proceso
(Pollard y Woodley, 2007). La selectividad tiene un fuerte impactoaeecbnomia del
proceso al reducir el numero de operaciones de proteccion y @espiot de grupos
requeridas y favorece las operaciones de purificacion post-reaccion.

- Las enzimas son activas en condiciones ambientales modemdg® ftepresenta
una ventaja en términos de consumo energético y disefio del re@molp sn atributo

importante cuando los productos de sintesis son labiles.
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- Las enzimas pueden catalizar reacciones asimétricas aomomplejas que son
extremadamente dificiles de realizar por sintesis quimicay toneaccion de Baeyer-Villiger
para la oxidacion de cetonas o0 la expansiéon del anillo de penicilinaa G
desacetoxicefalosporina C (Cho y col., 1998; Wegman y col. 2001) y diversaslhdomes,
epoxidaciones, transaminaciones, reacciones de grupos enolatos, formabaphidrina,
etc. (Pollard y Woodley, 2007).

En estos Ultimos afios se ha podido observar una clara evolucién deal@lisisc
enzimatica tradicional en medio acuoso, donde tanto sustratos colimadatase encuentran
disueltos, hacia procesos de sintesis organica con diferentes tipbsoodealizadores
enziméaticos actuando en medios de reaccion no convencionales de ratualaliversa. En
el aflo 2000 se reportaba que existian no menos de 100 procesos de GHigEHIHR
catalizados por enzimas en diversos grados de desarrollo indysinalpalmente para la
sintesis de farmacos y agroquimicos (Wandrey y col., 2000); p@2@08I|se estimaba en
alrededor de 150 los procesos biocataliticos que ya estaban enf€ios en la industria, la
mayoria de ellos en el sector farmacéutico (Woodley, 2008). Puaniesficarse que nuevos
productos de sintesis organica por via enzimatica impactaran eargaldm en las proximas

décadas en sintonia con el paradigma de desarrollo sustentable.

4.2. Proteasas como biocatalizadores

Como se remarco previamente es de interés el estudio deckcaplide las proteasas
en quimica organica ya que en numerosos casos se ha encontrado quétdiemsteseo y
regioespecificidades, pueden actuar en condiciones moderadas, son rguetes ser
extracelulares y no requieren de coenzimas (Bornscheuer yausiak, 1999). Estas
propiedades hacen de las proteasas herramientas Utiles pares olispgcificos, hidrolisis
regioespecifica de ésteres y resolucién de racematos. Bargon la tendencia actual es
emplear las proteasas como catalizadores en reacciones e&ssbrganica, donde el
potencial valor agregado es significativamente mayor (Lesney, Zd8ja-Junceda y col
2004). Durante un tiempo esta capacidad fue tratada mas como wsideadrique como una
propiedad que pueda usarse para adquirir mas conocimientos sobrédia fatalitica de las
proteasas, o para la sintesiyitro (Kasche, 2001).

Al considerar el uso de enzimas en sintesis, la primera a@oxXimque podria
plantearse es investigar las enzimas que naturalmente meaBta funcion. Sin embargo,

estas enzimas son proteinas complejas, labiles, intracelulamm yrequerimientos de
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cofactores disociables, por lo tanto dificimente adaptables acdasliciones de las
aplicaciones industriales. Su aplicacion como catalizadores despsodmplica grandes
desafios tecnoldgicos: las enzimas deben ser estabilizadamln{@ste mediante
inmovilizacién) y las coenzimas retenidas (por derivatizacion eonroovilizacion) y
reconvertidas (usualmente mediante una reaccion enzimaticaagugdra cerrar el ciclo
catalitico (Kragl y col., 1996; Hari Krishna, 2002). En cambio, rastdé mayor potencial
tecnologico el uso de hidrolasas en reacciones reversas ddssibeseste modo, las
proteasas pueden catalizar la formacion de un enlace peptidiocdugBp 2002; Kumar y
Bhalla, 2005), las glicosidasas la formacion de un enlace glicos(Bucke, 1996) y las
lipasas las reacciones de esterificacion, transesterdficacinteresterificacion (Hasan y col.,
2006; Petkar y col., 2006). Sin embargo, para explotar dicho potencigqgsere, sin
embargo, deprimir las reacciones de hidrdlisis ya que el producintdsis puede a su vez
ser simultaneamente hidrolizado por la misma enzima (Bordusa, 2B6@).puede ser
conseguido mediante la ingenieria del medio de reaccion empleastimas no
convencionales (no-acuosos), entre los que pueden mencionarse gasess (Lamgoy,
1993), fluidos supercriticos (Marty y col., 2004), solventes organicos (KNp2001; Ru y
col., 2002), liquidos ionicos (Park y Kazlauskas, 2003; Dominguez de Maria, 2008) y sistemas
semi-sdlidos (Erbeldinger y col., 1998; Ulijn y col., 2001-2003). Entre ellossdb&ntes
organicos son los de mayor relevancia, siendo la biocatélisisedio mrganico uno de los
temas mayormente investigados en los ultimos veinte afios (Koskinen y Klibanov, 4896; L
Dordick, 2002; Gupta y Roy, 2004).

En la actualidad se han desarrollado numerosas aplicaciones @eotle@sas en
reacciones de sintesis. La subtilisina, quimotripsina, tripsinajnzapenzimas ampliamente
usadas en la industria como hidrolasas, han sido empleadas en ls €mtawatica de
péptidos (Richards y col., 1993; Ruiz y col., 1997).

Ademas de la formacion de enlaces peptidicos entre aminoacidostessas pueden
catalizar una amplia gama de reacciones de sintesis org&@nasido empleadas en las
sintesis de aldehidos peptidicos (Voyushina y col., 1999; Morcelle y col., 20@$d_euster
y col., 2009) y en la acilacion de una gran variedad de nucleofildayendo aminoacidos
no codificados (Fernandez y col., 1995; Krix y col., 1997), aminas, amino alcotialesmnas
simétricas y asimétricas (Gunther y Bordusa, 2000) y dioles ynesmjuirales (Broos y col.,
1995; Khmelnitsky y col., 1997), asi como en reacciones de esterificacion steaifisacion
de alcoholes y acidos carboxilicos (Roy y Gupta, 2003, Noritomi y €l7)2Las proteasas

han sido también empleadas en su capacidad hidrolitica en procesiogéedis ®rganica,
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como lo ilustra la hidrélisis regioselectiva de ésteres yetmlucion cinética de mezclas
racémicas (Carrea y Riva, 2000; Keith y.c8D01). Por otra parte, se han usado en la sintesis
de glicoconjugados donde catalizan la formacion de enlaces pegtiticglicopéptidos o
reacciones selectivas de acilacion (Koeller y Wong, 2000; Sears y Wi1ig, 2

Por ultimo se debe remarcar que tanto el nUmero como la vadedaglicaciones de
las proteasas en reacciones de sintesis organica se podrar ampinemente dependiendo
de la busqueda de nuevas fuentes naturales de enzimas, asi comamddgsgprocesos de
ingenieria enzimatica para adaptar a las enzimas a lasciooedi de reaccion. En este
aspecto, las peptidasas de origen vegetal no han sido tan exploradast@snde origen
animal o microbiano, por lo que su estudio favorece el enriquecimientoepeftorio

catalitico disponible.

4.2.1. Proteasas en sintesis de péptidos

Existen tres estrategias para la sintesis de péptidos:

- Sintesis mediante ADN recombinante: resulta atractiva pamsintasis de

proteinas y péptidos de gran tamafo, de esta forma se produce, o ,gjesulina y

otras hormonas (Walsh, 2000, 2005).

- Sintesis quimica: mas apropiada para péptidos de tamafio medio ynbajo, e

rango de cuatro a ochenta residuos aminoacidicos (Kimmerlin y Seebach, 2005).

- Sintesis enzimatica: limitada por ahora a péptidos de pequefio tamario,

usualmente di o tripéptidos (Kumar y Bhalla, 2005).

Segun este esquema las opciones tecnoldgicas no compiten emtri@ shayoria de
los casos, dados los diferentes tamafios peptidicos. Sin embargseablalénvestigar y
promover el uso de la sintesis enzimatica por su menor efecto ambiental.

La sintesis quimicaes la tecnologia mas adecuada para la produccion de péptidos de
tamafio medio, que comprenden la mayor parte de los productos de intgréstieo. La
sintesis quimica de péptidos en fase solida (SSPS) introducid¥eydfield hace casi
cincuenta anos (Merrifield, 1963, 1986) ofrece grandes ventajas en cuant@lecion y
automatizacion del proceso (Andersson y col., 2000; Nilsson y col., 20@&s) en la
actualidad el sistema mayormente empleado.

Partiendo de ese método se han desarrollado variantes segun el nunmessiouaes.
Péptidos de menos de 30 residuos aminoacidicos son mayormente progocidastesis

secuencial (Lloyd-Williams y Giralt, 2000), mientras que losntgyor tamafno, hasta 60
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residuos, se producen por sintesis convergente (Barlos y Gatos, 169%)eyrhayor tamafo
aun mediante ligazon quimica (Johnson y, @807).

Mas de cuarenta péptidos sintetizados quimicamente estan ercalmy un namero
mucho mayor se encuentra en distintas fases del proceso de apropaciparte de las
agencias reguladoras (Guzman y.,c2007)

La sintesis enzimaticaes una alternativa a la sintesis quimica en el caso de péptidos
de muy pequefio tamafio. En la practica la sintesis de péptidosdém anganico con
proteasas solo ha demostrado eficacia en la sintesis depdiptitios (Kumar y Bhalla, 2005;
Hou y col, 2006), siendo escasos los avances mostrados en la sintesis de oligopéptidos (Isono,
2002). Al referirnos a la aplicacion en la industria, solamenteoldupcion de aspartamo por
via enzimatica representa una tecnologia madura, de granegog@iacto comercial (Schulze
y Wubbolts, 1999; Rastall, 2008)Uno de los motivos de esto es que, a diferencia de la
sintesis quimica, no existen protocolos bien establecidos y validadandteker estudiado
cada paso de sintesis en forma particular, definiendo la enz@madecuada y los medios y
condiciones de reaccion optimos (Ruiz y col., 1997; Fité.y 2002).

La sintesis quimica de péptidos en fase soélida es hoy la teenoi@s madura,
existiendo protocolos bien establecidos y automatizables. Sin embargtaltd de
especificidad de las reacciones quimicas, la necesidad de prptdgsproteger los grupos
funcionales de los aminoacidos, el costo de las materias pritaageperacion de residuos
ambientalmente agresivos representan restricciones imporfaotés,que practicas usuales a
escala de laboratorio, como el uso de manifiesto exceso de reactastas admisibles a este
nivel (Guzman y co) 2007). Algunas de estas desventajas pueden ser subsanadas mediante el
uso de proteasas. Por otra parte muchas de las actualesdimeisaen la sintesis enziméatica
de péptidos estan siendo favorablemente enfrentadas mediante icu@stigdesarrollo en
diversas areas de la biocatalisis.

A pesar de la aun incipiente aplicacion de la sintesis enzanéti la industria, la
investigacién ha avanzado mucho en los ultimos 25 afios. En partieuts,descrito el uso
de las proteasas vegetales en la catalisis de distintasioreas de sintesis peptidicas. Se
empled papaina para sintetizar precursores de edulcorantes sygamnt@amo (Nakaoka y col
1998) y alitamo (L-Asp-D-Ala) (Kim y Shin, 2001). Empleando papainaunadtraina
depositadas en poliamida empleando solventes organicos con baja actividesd ae
sintetiz6 el precursor de un péptido amargo, Z-Ala-Phe-OMe (Mergetol, 2006). Este
mismo dipéptido fue también sintetizado usando araujiaina en medidsdsif@uiroga y

col.,, 2008). Se sintetiz6 un derivado de la kiotorfina el Bz-Tyr-Arg-@ipleando papaina
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unida a polietilenglicol (PEG) como biocatalizador (Lee y col., 19@8)os dipéptidos
relacionados con la encefalina fueron sintetizados mediante dlsisakjercida por las
cardosinas obtenidas @ynara cardunculugn medios bifasicos (Sarmento y.c4998). Un
derivado tripeptidico relacionado (Gly-Gly-Phe-NHue sintetizado en un solo paso a partir
de Gly-Gly-OEt y Phe-NH en buffer fosfatos de pH 6,5 empleando etilenglicol como
cosolvente y papaina como catalizador (Lozanol., 1992).

La sintesis de oligopéptidos mas largos mediada por catafizim&ica es mas
compleja y requiere de mas etapas. Se logro la sintesis @nairndmpleta de derivados
aminoacidicos de encefalina empleando distintas combinaciones deagnznedios de
reaccion y sustratos (Clapés y col.,, 1995; Klein y Cerovsky, 1996} fmpaina como
bromelaina resultaron ser catalizadores muy Utiles en lomtoéstpasos de la sintesis
completa. El octapéptido CCK-8, que es el minimo fragmento actileft@mona peptidica
colecistoquinina, fue sintetizado mediante un proceso enziméatico @ndmicuerdo a una
estrategia convergente usando, entre otros, papaina inmovilizada en celite caadizzdor
(Fité y col, 2002).

Por otra parte, ha resultado de interés la aplicacion de proadasobtencion de
poliaminoacidos. Los poliaminoacidos son materiales poliméricos biodbgadaon
aplicacién en medicina y cosmética. Los clorhidratos de loseéstier Met, Phe, Thr y Tyr
fueron polimerizados en buffer acuoso por accion de papaina, resultando efu-poli
aminodcidos) insolubles en agua y en la mayor parte de los soleegéescos. Bromelaina
también fue un biocatalizador muy eficiente en la polimerizad®rGlu (Uyama y col.,
2002). La sintesis de este polimero fue ensayada en distintas @oesliempleando papaina
(Liu y col., 2006; Narai-Kanayama y col., 2008). La aparicion de eate ae polimeros
insolubles ha sido observada también mediante la accidén de papaina y iumastisilventes
organicos sobre Phe-OMe (Morcelle y col., 2006).

Se prevé que la aplicacion de las peptidasas en la sintesisatcaide péptidos
tendra un sitio de relevancia en las proximas décadas, siendo lainaoidn de
procedimientos quimicos y enzimaticos la estrategia mas adedlsdta que las mejores
caracteristicas de cada tecnologia pueden aplicarse samgygite (Guzman y col., 2007), tal
como ha sido demostrado en la sintesis del tripéptido RGD amida (etdy 2006) y en la
unidn enzimatica de péptidos y fragmentos proteicos en medios con ligaidoss

(Wehofsky y col., 2008). Los avances en este sentido continuaran psieceaia promesa
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ofrecida por la aplicacion de la biocatalisis en la industrimigai, farmacéutica, agroquimica

y alimentaria.

4.2.2. Otras aplicaciones de las proteasas en sintesis organica
4.2.2.1. Sintesis de isésteros peptidicos

Las proteasas, en general, son enzimas con promiscuidad en cuartspadficidad
de sustrato. Esta caracteristica permite que sean caparedmp®rar en los productos de
sintesis aminoacidos no proteinogénicos, produciendo entonces isOsteroscqseptidi
sintesis de este tipo de compuestos resulta una interesacéeiapliya que los oligopéptidos
producidos podrian tener propiedades funcionales o estructurales sligtiits de los
oligopéptidos soélo formados por aminoacidos naturales, de manera quenremjtiees para
aplicaciones determinadas. Las matrices de estos péptidos ptelteanuna aplicacion
potencial como materiales biocompatibles o biodegradables, o bien pddnider proteinas
estructurales tales como el colageno o la seda (Fernandez $998), Asimismo, estos
compuestos son interesantes debido a la posibilidad de que posean actividad farmagalogica
que pueden ser derivados peptidicos proteoliticamente estables o imsibigoproteasas
(Gunther y col., 2000).

La utilidad de las proteasas para la sintesis de isOsteroslipeptiestd basada
fundamentalmente en la flexibilidad de algunas de estas entantaspara acilar nucleofilos
como para emplear dadores de acilo distintos a los aminoacidosanasf No obstante, los
rendimientos decaen con el aumento en el grado de modificacionatelzacaminoacidica y
de la estructura del esqueleto. Por lo tanto, solamente el acaqmtiarde dadores de acilo
relacionados cercanamente con los residuos de los aminoacidos psefnck relevancia
practica. En general, y aunque los rendimientos sean bajos, es mtedsstacar que en la
formacion de isOsteros peptidicos todas las reacciones de ssintesrren casi
irreversiblemente sin ninguna hidrdlisis secundaria del producto formado (Bordusa, 2002).

Revisando el uso de proteasas en la sintesis de este tipo de compuestos se encontrd que
papaina fue capaz de sintetizar distintos derivados amida de Z-aitramtigoirina (Lang y
col., 2007). También ha sido empleada en la condensacion de derivados lico®aon
alquilaminas (Clapés y col., 1999; Piera y col., 2000) para obteriactsmtes del tipo de los
lipoaminoacidos/péptidos que mimetizan a los compuestos analogos der@igeal y que
poseen, ademas, actividad antimicrobiana (Clapés y Infante, 2002)lalsaagplicidad de su

estructura, estos compuestos demuestran baja toxicidad y rapddagiaidacion (Moran y
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col.,, 2004). En este sentido, araujiaina y funastraina demostraronréadenientos en
sintesis de derivados Arg-alquilamida similares o superiores glapaina, en tanto que
bromelaina y hieronymaina no tuvieron el mismo comportamiento en meaiiodajo
contenido acuoso (Morcelle y col., 2009). Por otra parte, papaina yaaraujueron
ensayadas como catalizadores en la condensacion de Z-Ala cowlgpeara lograr la
formacion de peptidil aminoalcoholes (Morcelle y col.,, 2008). Estosvatiers son
intermediarios claves en la obtencion de péptidos isostéricos igqmg@ehidos que tienen
importancia como inhibidores de proteasas involucradas en procesagjipat(Potetinova
y col., 1997; Voyushina y col., 1999).

4.2.2.2. Esterificacion y transesterificacion

Las enzimas de eleccidn para este tipo de procesos sos&stera particular lipasas
(Carrea y Riva, 2000), ya que ambas tienen una preferencia amptiomos sustratos a
diferencia de las proteasas que, debido a su especificidad tcetcsusenen una limitada
utilidad sintética al acoplamiento de aceptores de acilo muyedits a los restos
aminoacidicos preferidos. Sin embargo, la esterificacion ydstr#ficacion mediada por
proteasas es empleada, fundamentalmente, en la resolucién de a&hwdlicos y, en
algunos casos, alcoholes racémicos y para acilar estereoaehectte dioles proquirales y
meso. La acilacion selectiva de carbohidratos o compuestos relaci@sadbmayor campo
de aplicacion en este aspecto. Un ejemplo es la acilacion eicaingdt dos pasos del
paclitaxel a través de la transesterificacion selectiva pa@jorar la escasa solubilidad en agua
de este poderoso agente antimitotico (Khmelnitsky y col., 1997).

En este sentido, también se ha comprobado la capacidad de papaiestqréiear
distintos derivados de aminoacidos con glicerol (Mitin y.,cb997), se obtuvieron asi,
surfactantes del tipo aminoacil glicerol que se asemejarces@mente a los monoésteres de
glicerol con &cido lactico, citrico, tartarico, etc., empleadosocemulsificantes alimentarios.
Moran y colaboradores (2001) emplearon papaina y bromelaina depositadadite o

poliamida, en el mismo tipo de reacciones, tanto bajo control termodinamico como cinético.

4.2.2.3. Sintesis de glicoconjugados

En general, las acilaciones de azucares mediadas por hidraladéssadas a cabo a
través de transesterificacion enzimatica de un componente con ude2atglo apropiado. El
proceso requiere de solventes organicos para que los Unicos nucl@éflestes en el medio

sean los azlcares. Pero los azlcares so6lo son solubles en muyoh@rdsesorganicos, tales
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como piridina y N,N-dimetilformamida (DMF); en estos medios, lipasas son inactivas
cataliticamente. La subtilisina, en cambio, comenzé a empleamse catalizador potencial
debido a su alta estabilidad en esos dos solventes (Riva y col., 1988)s&earosa fue
sintetizada usando una proteasa alcalina en mezclas DMF cetilgiitfoxido (DMSO) y
piridina (Pedersen y col., 2003). Por otra parte, se han usado protedaafrenacion de
enlaces peptidicos en glicopéptidos o reacciones selectivaslaldéaciKoeller y Wong,
2000; Sears y Wong, 2001); también se han empleado en la sintgbtopmteinas en una

estrategia combinada de condensacion de glicopéptido y glicosilacida Widl., 1997).

4.2.2.4. Resolucion cinética

En general, la resolucion de enantiomeros a través de catalidesgica puede
conseguirse debido al amplio espectro de reacciones que pueden nEgi@&sas enzimas:
hidrolisis de ésteres de acidos carboxilicos o amidas, esteidin; transesterificacion y
formacion de enlaces amida. Sin embargo, la especificidathgesa por sustrato limita la
utilidad sintética de las proteasas a la resolucién de compuest®icos cercanamente
relacionados a los residuos aminoacidicos por los que presentan firagladaen tanto que
la resolucion de derivados no aminoacidicos es dominio de esterigasag. Una de las
principales aplicaciones de las proteasas para la resoluciGmideaaidos racémicos es la
hidrolisis enantioselectiva de sus ésteres. Las proteasas iligadag en este tipo de
aplicacion son la subtilisina, quimotripsina y la proteas@sjgergillus orizagdebido a su
amplia especificidad. Estas tres proteasas catalizan lalisisirde los derivados éster de
L-aminoacidos dejando los D-aminoéacidos inalterados. Las proteasasionan mas
rapidamente con el enantibmero S de las aminas en las cuatesel de carbono quiral es
adyacente al residuo amino reactivo. Este descubrimientog;lédiservado originalmente
para la hidrélisis y la sintesis de péptidos (Kullman, 1987), ha gangdoaalmportancia
industrial, como en el caso de la produccion masiva del edulcorante artfffaaiaamo, segun
se ha visto ya en la seccién 4.2.1

Caso del aspartamo:

Como se menciond, uno de los ejemplos mas conocidos de aplicacion inhdustria
es la sintesis del dipéptido aspartamo catalizado por
termolisina inmovilizada, que en la actualidad se

0 transformé en el lider de los edulcorantes no caldricos a
o OCH, nivel mundial. El aspartamo (éster metilico de L-aspartil-
N L-fenilalanina, L-Asp-L-PheOMe) es un edulcorante

OH NH, o peptidico de bajas calorias (aproximadamente 200 veces

mas dulce que la sacarosa), y es empleado corrientemealtmentos y bebidas en mas
de noventa paises. Se sintetiza a partir de L-Asp y L-Plee@Mto quimica como
enziméaticamente a nivel industrial (Shin y.c@003). La via enzimatica es mas sencilla
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(Nakanishi y Matsuno, 1988), debido a que por via quimica seria rieqasdeger el
grupo carboxilg3 del Asp asi como su grupo amino (Oyama, 1987), lo que resulta en un
costo elevado y un rendimiento bajo. Con el proceso enzimatico bkeposr la mezcla
racémica de aminodcidos, que hace el proceso mucho mas baratainha selecciona

el isomero L- del Asp. Si se usan iguales proporciond¢-@bz-Asp-OH y PheOMe, la
mezcla en equilibrio produce sdlo bajos rendimientos de produde.uSa una relacion
2:1 de PheOMe Bl-Cbz-Asp-OH se forma un aducto insoluble formado por el producto
y la PheOMe extra, el que precipita aumentando el rendimiente 8sa la mezcla
racémica, la L-PheOMe es empleada selectivamente emadeide de sintesis y la D-
PheOMe es la que forma el aducto. Mediante un cambio en el phedal, el aducto se
rompe liberando el aspartamo.

4.3. Mecanismos de las proteasas en reacciones reas

Como catalizadores, las proteasas alteran la velocidad a ksecalaanza el equilibrio
termodinamico de la reaccion, sin cambiar el equilibrio en sb iEgtlica inevitablemente
que estas enzimas trabajen reversiblemente en ambas direcdent&a reaccion. Las
constantes de equilibrio para la reaccién inversa, no obstante, esfaraego de 18a 10*
I/mol. En condiciones fisiologicas, la posicion del equilibrio de ladiéa esta en la direccion
de la hidrdlisis, en tanto que la reaccion inversa parecerianggnificantein vivo. En
consecuencia, el uso de las proteasas para catalizar l@mngagersa de la hidrélisis necesita
esencialmente de manipulaciones para desplazar el equilibaaekckion. En la préactica, se
consideran dos estrategias basicas sintéticamente GEigesas 4 y 9:

« control termodinamico,

« control cinético.

o R o R,
H,0
H X H X
Rn/ OH t HsN —‘_(,_A* Rn/ H
! H0 R o

Ry
dador de aalo mucledfilo peptidaza

Figura 4. Sintesis bajo control termodinamico

0 = 0 R,
H YH H
N ¥ ¥
A~ y o+ HZN/H‘/ %Rn/ W)J\H/Kr
Ry 0 R4 8]

dador de acilo nucleohlo peptidasa

Figura 5. Sintesis bajo control cinético
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EH+ & ——™ l{E—Pw:....X]IT’ E-tie —®™ EH+ Ac-CH
* Fy
HZ
Es
+ -HH —— -HN

hi ky
i(heE. HN) ——EH+ &e-H

Figura 6. Modelo de sintesis bajo control cinético catalizada por peptidasas cistginicas
serinicas

El control termodindmico representa la reaccion inversa de la protedlisis. Las
ventajas de este método son la posibilidad de usar la funcién caiddikila como dador de
acilo y la posibilidad de aplicarse a cualquier proteasa, indegegadiente de su mecanismo
catalitico. Las desventajas son las bajas velocidades, el giteriraiento de enzima y la
necesidad de manipular la reaccion para desplazar la posicion diériegoacia la sintesis.
En dltima instancia, se trata de manipulaciones que influylere ®1 equilibrio de ionizacion.
Esto se debe a que la barrera termodinamica para revertirdéidis esta predominantemente
determinada por la energia requerida para la transferencia geotdm desde el grupo
reactivo del nucledfilo al carboxilato negativamente cargadodddbr de acilo por el
agregado de solventes organicos que disminuyen la constante deelétticmedio,
reduciendo la acidez del carboxilato del dador de acilo y provocandananto de la
constante de equilibrio para la transferencia de este pi&g)) promoviendo asi la reaccion
inversa. Ademas, las condiciones de la reaccién que conducen apéamén del producto
o extraccion del mismo también aumentan la eficiencia de la reaccion reversa

Contrariamente, lasintesis bajo control cinéticosolo ocurre exitosamente con
proteasas serinicas y cisteinicas, que forman intermediaaco$vos acil-enzima durante la
catalisis. El uso de grupos acilo levemente activados, ¢dales ésteres o amidas activadas,
como dadoresque aceleren significativamente la velocidad de la reaccidiniynioen el
requerimiento de enzima, son algunas de las caracteristicake daétodo. En principio, esos
dadores de acilo se unen a la proteasa formando un complejo tetragfuirima-sustrato,
llevando a un intermediario E-AE€igura 6) (Morcelle, 2004).

Los grupos carboxilato activados son esenciales para esta d@pljaatitanto que los
carboxilatos libres usualmente no reaccionan con la enzima bajo icoedicinéticamente

controladas. El valor del método cinético para sintesis organ&caasido en el hecho de que
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el intermediario E-Ac puede ser interceptado no solamente por sigpnoatambién por
nucléofilos alternativos (NH) tales como aminas, alcoholes ysfitds que compiten con el
agua para la deacilacion. En este contexto, control cinético gléeireque el producto que
aparece con la mayor velocidad y desaparece con minima veloeladadacumularse. En
tanto que la sintesis por control termodinamico llega a un equilibri@adero, en el método
cinético solamente se esta formando un producto intermedio que Ilegmaximo antes de
gue la hidrélisis mas lenta del producto comience a ser importaritsmdes, el producto sera
hidrolizado si la reaccion no se acaba después de que el daddlodseaconsuma y se
establezca asi el verdadero equilibrio. Las proteasas que puddi@nesn este modo cinético
pueden verse como reactivos suaves Yy selectivos capaces de anti@aupo acido
carboxilico esterificado genérico o grupo amida y transferirlanaamplio niamero de
nucleofilos. El éxito de las sintesis depende de muchos factorésnto que los parametros
fundamentales de reaccion, como temperatura, fuerza idnica, conéentlaceactivos y pH
juegan un papel importante. Como regla general, se puede considerarayuaeamio en la
concentracion del nucledfilo (NH) y el pH también aumentan el reedimen producto. La
razon es que ambas manipulaciones aumentan la eficiencia det awacjeofilico en el
intermediario acil-enzima por el aceptor de acilo (NH) en tquéoel ultimo resulta del hecho
de que solo la forma basica libre del nucledfilo puede reaccionaa emzima acilada. Asi, el
pH de la mezcla de la reaccion deberia ser preferiblemésalto que el pK del nucledfilo.
Por dltimo, la enzima por si misma afecta significativaménteficiencia de la sintesis. En
tanto que la velocidad de reaccion esta determinada principalpmni especificidad de la
enzima hacia el dador de acilo, es crucial la unién especificaudeélofilo al subsitio S™ de la
proteasa para obtener altos rendimientos. Ya que la especificidawidte del dominio al
dador de acilo y al aceptor son parametros individuales de cada eteief&ciencia de
sintesis y la utilidad sintética de las proteasas paratkss organica difiere de una enzima a
otra (Bordusa, 2002).

5. Ingenieria de medios y enzimatica

Para superar las variadas desventajas que surgen del uso dasgwotomo
biocatalizadores (ver recuadro) se han impulsado numerosas insiestigaen torno a la

ingenieria de los medios de reaccion, de las enzimas e, incluso, de los sustraadampl
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Algunos problemas en el uso de proteasas como biocatalizadores
(Morcelle, 2004)

i) Formacion de al menos dos productos de sintesis, es decir, el desgathulgr
de acilo hidrolizado, basado en la deacilacion competitiva de |la @radilada por el
agua.

i) Las especificidades y selectividades de las proteasas disporilvigan
seriamente su aplicacion sintética y no permiten lograr ebugto deseado.
Consecuentemente, solo tendran relevancia practica las reaocoioneompuestos muy
relacionados con los aminoacidos por los que demuestren mayor prefezantiato
gue aminoacidos no proteicos no seran usualmente sustratos aceptabldaspa
proteasas.

iii) Riesgo de protedlisis colateral.

iv) La actividad y estabilidad enzimatica pueden verse fuertensdatéadas por
solventes, aditivos y las condiciones de reaccién (pH y temperatura, por ejemplo).

5.1. Ingenieria de medios

Este término se refiere a la posibilidad de influenciamplapiedades de la enzima
alterando la naturaleza del solvente en donde la reacci@vaeallcabo (Wescott y Klibanov,
1994). En este trabajo, en particular, se trata de la manipulagimaiadel medio de
reaccion para forzar la enzima a que catalice la reacciéimtiisis (Guzman y col., 2007). Se
ha aplicado histéricamente al comportamiento de las proteasaslvamtes organicos,
pudiendo actuar como cosolventes o como solventes puros. Sin embargaysetambién a
reacciones en medios acuosos congelados, en soluciones organicatadesnge
sobreenfriadas, en fluidos supercriticos, liquidos idnicos y sistemaatcion solidos
(Bordusa, 2002).

5.1.1. Solventes organicos

A pesar de que a primera vista estaria enfrentado con la 8ferexmuchas e
interesantes ventajas potenciales, en el hecho de llevar a cabmmes biocataliticas en
mezclas de solventes acuoso-orgénicas o en solventes organicos puros (Laat@8gr7gol

(i) la alta solubilidad relativa de muchos compuestos en solventes organicos;

(i) la habilidad de revertir reacciones hidroliticas, convirtiéndolangeticas en
medios Nno acuosos;

(i) la posibilidad de disminuir reacciones secundarias indeseables éimsme
organicos, tales como la hidrdlisis enzimatica del producto, asi camtubaion por sustrato

y/o producto;
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(iv) la relativa facilidad en recobrar el producto y el biocatalizagosistemas que
contengan una fase orgéanica.

La reduccion de la actividad hidrolitica es lo que esta directamelatcionado con la
disminucién de la actividad acuosa debido a la presencia del salvgateco. Se supone que
el intercambio de agua por el solvente organico inerte dismlauw@ncentracion y actividad
del agua, reduciendo asi la velocidad de las reacciones competdivagrolisis (Morcelle,
2004).

Por otro lado, la presencia de un solvente organico puede provocar @tiesaci
estructurales significativas en la molécula enzimaticaognocconsecuencia de ello, en sus
propiedades cataliticas (Barberis y lllanes, 1996; Quirogeoly 2007). En solventes
organicos anhidros, las enzimas son considerablemente menos activas pero a ldevezapue
mucho mas estables que en medio acuoso, su selectividad (enantio, yregio
quimioselectividad) puede variar significativamente y suelen exbibienomeno conocido
como memoria de pH respondiendo en su funcionalidad al valor de pHed& desde el
cual fueron precipitadas o liofilizadas (Xu y Klibanov, 1996; Klibanov, 2004 hibcatalisis
en medio organico puede realizarse en fase homogénea, si ats@saniscible con el agua
(Castro y Knubovets, 2003) o en fase heterogénea, cuando el solvemtasesble con el
agua y ésta constituye una segunda fase que puede o nccsetipler (Krieger y col., 2004).
Tanto en los sistemas homogéneos como heterogéneos la enzimangoati@se disuelta o
insoluble en el medio de reaccion, ya sea porque la proteina enzioatio tal es insoluble
en dicho medio o porque se encuentra inmovilizada en un soporte sélidogiGyzcol.,
2007).

Memoria de pH:

El estado de ionizacion de las enzimas es el parametro neéd que
controla la union del sustrato, la actividad catalitica y lauestra
tridimensional de la molécula enzimatica. En medio acuoso estrefisjado
en el perfil de pH de la actividad enziméatica, en tanto que etoetle la
memoria del pHndica una influencia similar del estado de protonacion de las
enzimas en su actividad catalitca en solventes organicos. Adeegae el pH
no tiene sentido en los medios organicos, el estado de protonacién de las
enzimas puede controlarse por el agregado de sales amortiguadoras,
consistentes en un acido y su base conjugada. De hecho, dos tipos de buffer
activadores de enzimas son conocidos: i) buffers solubles en fasécardos
gue representan una mezcla de acido de Brgnsted-Lowry y suobfsgada
tales como triisoctilamina/clorhidrato de triisoctilamina, )elds llamados
buffers de estado sélido tales como Lys/Lys.HCI o Arg/Arg.H&akcharis y
col., 1997). Mientras que los ultimos son insolubles en los solventes
organicos, los buffers de fase organica son compuestos tan hidrofgbecos
aun sus pares ionicos salinos son solubles en solventes organicos pokares
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contraiones de ambos sistemas buffer, mediados por la baja constante
dieléctrica de los solventes organicos, estan cercanamentadasoa la
enzima controlando su estado de protonacion en medios organicos.dass aci
fuertes (y por lo tanto, bases débiles) produjeron generalmentéecto e
menos activador que los acidos mas débiles (Xu y Klibanov, 1996). Para
buffers de estado solido se hallé una correlacion similar (Hgrpel., 2000).

Una ventaja adicional de los buffers de estado sélido sobre los hidféase
organica es su insensibilidad hacia las alteraciones del solvegégsicor
(Zacharis y cal 1997).

5.1.1.1. Los sistemas homogéneos

Estan conformados por agua y un solvente miscible (co-solvente) enqiwoper
variables. En este caso el agua es un componente mayoritaricediel de reaccién, no
obstante el cosolvente puede provocar una severa disminucién de ldadctivd agua,
favoreciendo el potencial de sintesis por sobre el potencial hidrdlilenes y cal 2004).
Las razones moleculares de este comportamiento serian la diémideda flexibilidad de la
enzima y su menor estabilidad mediada por el efecto desnatntalide los solventes
organicos. Sin embargo, este efecto se ve acompafiado por otros quenirstire la
actividad, estabilidad, especificidad de sustrato y enantiosetieativile la enzima. Los
cosolventes pueden provocar una considerable desactivacion de la ehzpereteaar al
microambiente acuoso que rodea la enzima y alterar el patrétedsctiones que estabilizan
la estructura tridimensional de la proteina (Levitsky y.,c@P99), de igual manera
desestabiliza el estado de transicion en aquellas con estatlesigieion altamente polares
(Serdakowski y Dordick, 2007). Sin embargo, no existe una regla gegreealpredecir
cambios en la actividad/estabilidad de las enzimas.

En cuanto a fitoproteasas en estos medios se hall6 que la actividedpaima
disminuye en presencia de concentraciones mayores al 60%utesalgplventes miscibles.
Por dicroismo circular se vio que con 90% de tetrahidrofurano y 1,4-dio&apeptidasa
pierde la estructura, aunque con 90% de etanol y de acetonitrilonegpi un aumento en la
conformacion de hélicet con pequefios cambios en la estructura terciaria (Szabd.,y col
2006). Mediante estudios de espectroscopia infrarroja por transformaaauder (FTIR) se
vio que araujiaina hl, una de las peptidasas del extracto proteadldilatex dé\. hortorum
aumentaba la proporcion de hélaceen tanto que disminuia la de h@j&n presencia de 50%
de DMF, lo que indicaria una estructura mas flexible y magaade la proteina (Quiroga y
col., 2007). Es usual que las enzimas se empleen en forma inmovilizada en este tipo de medios

para aminorar el efecto desactivante (Castro, 1999).
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5.1.1.2. Los sistemas macroheterogéneos o bifasicos

Estan compuestos por agua, donde se aloja el biocatalizador, y un solvente
hidrofobico, donde los sustratos se encuentran disueltos, ocurriendo li@mreacda fase
acuosa luego de la particion del sustrato desde la fase ordarpeaticion del producto hacia
la fase organica puede ser beneficiosa para reducir lossfiinhibicion y la hidrdlisis del
producto (Barberis y cql2002; Bordusa 2002). El principal inconveniente de los sistemas
bifasicos es la presencia de una interfase que, ademéas de inljpoiteziones a la
transferencia de masa, favorece la desactivacion enzimasica$B/ col, 1998). La reaccion
es promovida por la extraccion del producto en la fase organica, previaiginidohidrolisis
secundaria del producto en la sintesis controlada termodinAmicaraamite. las muchas
desventajas, la principal es la limitacion en la aproximaciéprdductos hidrofébicos con
baja solubilidad en agua. Mediante una agitacion intensa se puedeta@ulaeselocidad de
transferencia de masa a través de la interfase, pero tasgb&elera la desnaturalizacion de
la enzima y su inactivacion debida a la tension interfacial (Kiitaky y col, 1988). Un area
interfacial grande entre el agua y solventes organicos adalénactivacion; este defecto

queda salvado por el uso de surfactantes (Tween 80).

5.1.1.3. Los sistemas microheterogéneos

En este tipo de sistemas la enzima se encuentra hidratadgapgndida en un medio
organico hidrofdbico, han sido los méas estudiados por su simplicidad y paheldeque, si
bien la actividad expresada por la enzima es baja (Klibanov, 1993¢tieislades cataliticas
son generalmente mucho mas bajas en solventes organicos puros que engaguan
mezclas organico-acuosas (Bordusa, 2002). El agua ligada fuertemardgazima la protege
del solvente hidrofébico, siendo usual que la estabilidad de la enzansessiblemente
superior a la exhibida en agua debido a un efecto de rigidizacifiguracional (Klibanov,
2001). Sin embargo, los solventes no polares permiten una actividad cataliticamas &t
solventes polares, ya que estos Ultimos son capaces de pamédrastuctura tridimensional
de la enzima (Serdakowski y Dordick, 2007) y sustituir las molédédaagua del sitio activo
(Yang y col., 2004). La inactivacion de las enzimas por los solventes no polatesipberse
a la unién de éstos a la enzima o por alteracion del entorno acu@smidenia. Por otro lado,
los cambios en la solvatacion de los sustratos y productos dectadéreanfluyen en la
especificidad de los biocatalizadores (Halling, 1994). El bibzatlor es en este caso
simplemente un precipitado o liofilizado enzimatico que es complatamesoluble en el

medio de reaccion, siendo muchas veces innecesaria la inmovilizaaidnsoporte. Los
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solventes mas hidréfobos (con valores de log P mayores de 4) sonsiaalet@&ados por
cuanto son los mayormente excluidos de la capa acuosa que protegeianka La actividad
de agua de la enzima es una variable critica en este tipstdemas, existiendo un valor
optimo para la expresion de la actividad enziméatica, que pueide bastante de una enzima
a otra (Halling, 2004).

5.1.1.4. Los sistemas ternarios bifasicos

Son mezclas que contienen mayoritariamente solventes no mismbled agua con
pequefias cantidadesd de soluciones acuosas de surfactantes, cenosokbas 2-(etilhexil)
sulfosuccinato de sodio (AOT) (Jorba y col., 1995; Sergeeva.y 1997). Este sistema,
consistente en micelas reversas, puede considerarse también nocimmoheterogéneo
(Guzman y col., 2007). En las cavidades acuosas microscopicas puederizadal@inzimas
activas (Jorba y cgl1995). Las proteasas entrampadas en las micelas reversasemseal
exhiben una actividad muy alta denominadperactividadMartinek, 1989), debido a que no
hay inactivacion en el solvente organico y permite la sintesis the péptidos hidrofébicos
como la de los hidrofilicos. Sin embargo, no existen aun métodos rasiqaebe optimizar
estos sistemas y ademas, la presencia de surfactantdssmtema de reaccion vuelve
engorrosa la separacion y purificaciéon de los productos (Bordusa, @d@mhan y cal
2007).

Una alternativa a este sistema consiste en una emulsionrageaite (w/o0) con alto
contenido en agua (90%). Rendimientos altos en el dipéptido Ac-L-PleeHINH, fueron
obtenidos empleandm-quimotripsina como catalizador en este medio (Clapés.yafdl).
Debido a la presencia de surfactantes del tipo del polioxietilen@ntima exhibid el
fendmeno de superactividad. Las emulsiones de geles (W/O) sanasisteloidales liquido-
liquido con concentraciones bajas de aceite y surfactante (<5eahgeg cantidades de agua
(>95%), una composicion opuesta exactamente a la de los sistereémres. La arquitectura
de estas emulsiones consiste en gotas de agua estrechamegteampan un radio tipico de
unos pocos micrones, separadas por una delgada pelicula de fase coasirunaulsiones de
gel W/O pueden solubilizar grandes cantidades de compuestos hidnbdilicos como
hidrofobicos.Estos sistemas son atractivos desde el punto de vistant@hbdadas las
grandes cantidades de agua presente en el sistema y lacieeparaurificacion de los
productos es simple. No obstante, la aplicacion de los mismos,nesté @rimeras etapas
(Guzman y cal 2007). Z-Arg-Gly y Z-Gly-Asp fueron sintetizados en micalegersas de

AOT/isooctano por control cinético usando quimotripsina (Cheny col., 1999).
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5.1.2. Otros medios

Otros medios a tener en cuenta serian liquidos ionicos, fluidos stipescrinedios
acuosos congelados, soluciones organicas superenfriadas o conversiaeséidb. El
términono convencionapara estos medios fue elegido debido a que su aplicacién en sintesis

aln es mas una excepcion que una rutina.

5.1.2.1. Liquidos iénicos

Los liquidos i6nicos son fluidos constituidos exclusivamente por iones de sales
particulares y poseen una temperatura de fusién por debajo del purtolldeda del agua
(100 °C). La mayoria tiene una estructura compuesta por un catidon orgaoitcanion
inorganico poliatdmico, estos iones son muy asimétricos y voluminosok) goe presenta
fuerzas atractivas méas débiles que las sales idnicas conveesid®@lcaracterizan por tener
una volatilidad practicamente nula, con una presion de vapor casi aemuey estan
compuestos completamente de iones; inflamabilidad despreciablefaieatabilidad térmica
y un bajo punto de fusion, y una miscibilidad controlada con los compuesérscosy Por
todas estas caracteristicas constituyen un medio ideal paxanedad de sintesis organicas
(Yang y Pan, 2005; Dominguez de Maria, 2008; Gorke y col., 2010). Numestsol$os
comprobaron que distintas enzimas, entre ellas proteasas, corsemetividad sumergidas
en estos medios (Noritomi y col., 2009; Malhotra y col., 2010, Lou y col, 2806gste
sentido, los liquidos i6nicos son una alternativa prometedora y “verde’s solventes
organicos usados en biocatdlisis. Recientemente se han podido lleatao aeacciones de
transesterificacion y de sintesis de péptidos biocatalizadastertipo de medios (Miao y
Chan, 2005; Plaquevent y col., 2008). Se logré sintetizar aspartamo usandlisitea en
BMIMePF6 (Erbeldinger y col., 2008) y el tripéptido Z-Tyr-Gly-Gly-OBisando
quimotripsina en MOEMIM«PF6 (Xing y col., 2007), entre otros ejemplos.

5.1.2.2. Fluidos supercriticos

Los fluidos supercriticos son materiales por encima de su temperatura y presion
criticas y pueden considerarse de manera mas general comacgaggimidos. Asi, aquellas
reacciones que estan limitadas por velocidades de transfedentiasas se benefician por las
difusividades y viscosidades bajas similares a la de los,gagemscurren mas rapido en
estos sistemas que en solventes organicos clasicos (Kamat@ea)., La mayor ventaja de
estos sistemas es que a través de un simple cambio de teraperdtipresion se pueden
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manipular sus propiedades, por ejemplo, cambiando la presion se taminesidad (con lo
que la constante dieléctrica, la solubilidad y el coeficiente de particidbiaa drasticamente)
(Kamat y col., 1993). Esto permite controlar la reaccion biodataljparametros tales como
la actividad y la selectividad) (Chaudhary y col., 1996). La nataalel fluido supercritico
también influye el comportamiento enzimatico: etano, propano o fluorofeomprimidos
exhiben muy buenas caracteristicas y son la mejor elecaiargpbiocatalisis (Fontes y col.,
2001). Sin embargo, a pesar de que la utilidad practica de los sisterfiaidos supercriticos
esta mas alla de toda duda y ofrecen grandes oportunidades de aplicaciedemaom altos
rendimientos, las ventajas de reemplazar los solventes organic@nciomales por ellos no

han sido completamente demostradas aun.

5.1.2.3. Sistemas congelados

Es sabido que esistemas congeladokas proteasas permanecen activas (Lineweaver,
1939). Las reacciones en estos sistemas forman parte dadadlguimica crio-bioorganica
y esta enfocada en un rango de temperaturas en los que no hagidarde eutécticos. Estas
reacciones pueden considerarse como sistemas bifasicos que woesisten solvente
congelado y cristalino, y una fase liquida disminuida formando cavid&ss. Gltima
contiene la enzima y los reactivos de una manera muy concengvdtéa,un efecto de
concentracion por congelamiento (Fennema, 1974). En otras palalrasgelamiento es el
equivalente de un secado parcial, llegando a soluciones sobrésatdeareactivos en los que
los solutos pueden ser concentrados en un 0,1% del volumen original del |i€paidoks,
1985). Aparentemente, la sintesis de péptidos catalizada por prateasasntrol cinético
seria el mayor campo de aplicaciébn de este método. Pudo establgoe derivados de
aminoacidos, péptidos y aun aminoacidos libres, que fueron considerados cémodilosic
pobres a temperatura ambiente, tienen rendimientos muy altosomdiciones de
congelamiento (-10 y -25°C) (Schuster, 1990). Papaina fue un catalizadtivoepara la
sintesis de Bz-Arg-Gly-Npa —18°C en medio acuoso (Haensler y col., 1999 )principal
ventaja de este sistema seria la eliminacion de las funqookestoras adicionales para los
reactivos. Estos sistemas consisten en una excelente tecnudogiaquellos que quieren
evadir el uso de solventes organicos que son problematicos especiaméentglicacion en
el sector de la alimentacion. Sin embargo, y al igual que easel anterior, sus principales
desventajas consisten en el tamafio del equipamiento y los altos costos.
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5.1.2.4. Conversion solido a solido

La disolucion completa de los reactivos y las enzimas en lalandecreaccion es
considerada siempre esencial para una sintesis eficienemBargo, esto no es necesario en
la conversion sélido a soélidgHalling y col., 1995). En general, se trata de sintesis con los
reactivos no disueltos a concentraciones muy altas. La cantelaajuh adherida a los
hidratos salinos o al sustrato comercial y a las preparacgozésaticas como la Unica fuente
de agua (menor a un 0,5% p/p) fue suficiente para mediar laskregnatica (Erbeldinger y
col., 1998). Sin embargo, se usa alrededor de un 10% (p/p) de fase |lyestasesistemas,
ya que un aumento o una disminucion del volumen de solvente disminuyadacii de la
sintesis. Los beneficios de este sistema serian que combina @ weactivos equimolar o
casi equimolar con altos rendimientos y altas relaciones prodceattvio en el volumen de
mezcla, procedimientos de trabajo sencillos y compatibilidad csintiesis peptidica quimica
convencional. Ademas, evita el uso de grandes cantidades de solvenieooyg#odria tener
un interés adicional en el disefio de procesos de seguridad mejocaii@dado del medio
ambiente. Dentro de las conversiones solido-solido, pueden considerarseedakms
eutécticas de sustratos. Se logro asi la sintesis de un predersgspartamo (Z-Asp-Phe-
OMe) catalizada por distintas peptidasas, siendo termolisinauéa pgesentd mayor
rendimiento (Ahn y co) 2001).

5.2. Ingenieria enzimatica. Biocatalizadores

La ingenieria de enzimas se define como todas las estrategt@#sadas a obtener un
biocatalizador adaptado para llevar a cabo reacciones bajo las icoeslicle sintesis,
incluyendo modificaciones quimicas y genéticas (Guzman.y2@07). Asi se pueden tener
enzimas mas estables en los medios de sintesis, disminuir @isilsdcompetitiva, la
protedlisis del producto, alterar la especificidad o enantioselectividadlestde las enzimas,
etc. Esta estrategia permitiria alcanzar las siguientes metakiéa, 2002):

1° Aumentar la estabilidad de una enzima para que sea un meja@adatakn las
condiciones requeridas para la sintesis (especialmente en solventesosjganic

2° Mejorar la eficiencia enzimatica reduciendo la velocidad de la hidrétimpetitiva
del éster dador de acilos, especialmente cuando el agua fatmadgianedio de reaccién y el
control de la reaccion es cinético.

3° Reducir la actividad proteolitica indeseada para preveniupdaisras competitivas

de los péptidos durante la reaccion de sintesis.

Llerena Suster, C.R.F. 48



4° Aumentar o alterar la especificidad o enantioselectividad sadwda enzima para

ajustarlas a los requerimientos de la sintesis.

5.2.1. Purificacion

Este proceso no corresponde a la ingenieria enzimatica, perons faarte del
procesamiento de los extractos crudos necesario para queilaa® puedan ser usadas como
biocatalizadores.

Es importante saber el grado de purificacion necesario parans&nzima a la hora
de plantear un proceso biocatalitico. Conviene ahorrar pasos de piifi¢aostosos y
dificiles de escalar), si es posible, usando extractos crudosalsgeton un minimo
aislamiento. Esto no siempre es posible, ya que las enzimaspiiddsn estar en muy baja
proporcion, por lo que debemos concentrarlas, o porque pueden existir sustantoas
extractos crudos que interfieren de alguna forma en la accibim&ica (por ejemplo
inhibidores). Por otra parte, en algunos casos los componentes detoextzo que
acompafan a las enzimas pueden servir como una matriz protedticgalas mismas ante
efectos adversos durante la inmovilizacion, exposicion a solventescogaeic. (Clapés y
col., 1999).

5.2.2. Inmovilizacion

La preparacion de las enzimas para su uso en los medios adecuado=alpeag
reacciones de sintesis organica involucra, principalmente, a lasloséle inmovilizacion.
Sin embargo, existen, también estudios complementarios donde en basmsoPMUY
simples como la liofilizacion se logra mejorar mucho la actividad y estathiénzimatica.

La inmovilizacién de enzimas es un proceso en el que se confina adacddi enzima
en una region definida del espacio, para dar lugar a formas insotubed medio de reaccion
que retienen su actividad catalitica y que pueden ser utilizag@sidamente (Gerhartz,
1990).

La catalisis enzimatica en fase heterogénea (enzimawilwadas) ha permitido, por
un lado, el uso mas eficaz del catalizador al estabilizasttactura proteica de la enzima y
por otro, el desarrollo de procesos continuos con todas las ventajasa@escasociadas,
haciendo del proceso biotecnologico un proceso econdémicamente rentigiske yLcol.,
2000). La inmovilizacion aumenta la estabilidad de las enzimasleso permite usarlas en
condiciones de altas temperaturas y mayores rangos de pH.cEiomea llevadas a cabo en

medios organicos la inmovilizacion protege a las enzimas de latdesdizacion, previene la
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aglomeracion aumentando el area efectiva disponible para lsisgiderena-Suster y col.,
2009). Este método también facilita la reutilizacion del biocatddiz, la separacion de la
enzima y los productos del medio de reaccién y la disminucion démiésciones en la

transferencia de masa (Reslow y.cb988).

Enzima Soluble Enzima Inmovilizada
Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas
* Menor costo « Gran cantidad de enzima| * La enzima es reutilizable « Pérdida de capacidad
« Utilizable en caso de remanente en el producto | ¢ La reaccién puede catalitica durante el
sustrato con alto pesq luego de finalizada la terminarse separando la | proceso de inmovilizacion
molecular reacciéon enzima del sustrato * Presencia de restricciones
* No existen pérdidas| ¢ No es posible la * El control es mas precispdifusionales o estéricas

de actividad (mayor | reutilizacion de la enzima | « Menor impacto de la * Inactivacion con una
actividad especifica) | ¢ La reaccion podria estar | inhibicidn por producto | operacion continua

limitada por inhibicién por | « Mayor estabilidad a » Mayor costo, debido al
producto condiciones de soporte y proceso de

« Dificultad de un control | temperatura y pH inmovilizacion

preciso » Puede usarse en forma | * Necesita control del

* Es necesario detener la | batch o continua estado sanitario durante €|
reaccién enzimatica (calor,| * Existe una gran proceso

cambio en el pH), lo cual | flexibilidad en el disefio
puede afectar al producto | de reactores

Tabla 4. Ventajas y desventajas del empleo de enzimas inmovilizadas. Comparacion
con las enzimas libres (Quiroga y col., 2009).

En laTabla 4 se enumeran algunas de las ventajas y desventajas del usontesenzi
inmovilizadas en comparacion a las enzimas libres (Quirogal.y2009). Gracias a estas
caracteristicas, las preparaciones inmovilizadas de peptidaga sido ampliamente
empleadas en sintesis (Fité y col., 1998; Clapés y col., 1999; Morcelle 3004).

Se pueden clasificar los diversos los numerosos métodos de inmadiizacfuncion
de la presencia o ausencia de soporte, de las caractergsicassmo, del tipo de unién
implicado en la inmovilizacion, etc.

Entre los métodos en ausencia de un soporte se encuentran ladiéfilieazimatica
con distintos co-liofilizadores como éteres corona, surfactarteslaeformacion de cristales
enzimaticos entrecruzados (CLECs) y agregados enzimattaecreizados (CLEAS), vy la
union a las enzimas de PEG o similares. Entre los métodos que iavokmportes se

clasifican segun la unién: covalente, por adsorcién o por entrampamiento.
5.2.2.1. Co-liofilizacion

La liofilizacion de las enzimas en presencia de lioprotectpreservantes de la

estructura, tales como ligandos similares a los sustratostr@®ski y col., 1993), azucares y
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polioles (Adlercreutz, 1993), ciertas sales inorganicas (Khmenigskol., 1994) o éteres
corona (Broos y col., 1995) frecuentemente producen preparaciones ara@mag son hasta
cuatro veces mas activas que aquellas obtenidas sin aditivos. Tamlbign logrado mejoras
en las enzimas por liofilizacion en presencia de lipidos (Okali#®87), surfactantes
(Okazaki, 1997), PEG y otros polimeros. El amoldamiento molecular dejddaeazima por
aguellos ligandos similares al sustrato seria una posible a&siplic Esta conformacién
alterada del sitio activo de la enzima permaneceria luego li#ilizacion, seguido de la
extraccion del ligando en un solvente anhidro adecuado. La conformacioerdaéaactiva
inducida por el ligando permanece inmutable en el medio anhidro debidorigidez
estructural de las enzimas en solventes organicos. La natudaleligando usado para el
amoldamiento de la subtilisina también permite el control racideadas especificidades
enzimaticas (Rich y Dordick, 1997). El modelamiento molecular yestgdios dinamicos
revelaron que los cambios estructurales en el sitio activo @émtamas amoldadas parecieran
ser mayores que lo esperado, influenciando tanto la unién del sustraidaconaquinaria
catalitica de la enzima. La Unica limitacion aparente a asteacion seria que el ligando
molde debe ser soluble en el solvente organico del medio de reaccamquer ser
removido.

Los éteres corona son efectivos sin necesidad de liofilizar. N@ntes la co-
liofilizacibn aumenta drasticamente la actividad enzimatica en varios érdenmeagnitud.

Las sales inorganicas tales como el KCI, constituyen uno deolu®tiectores mas
pequefios pero mas efectivos. Un exceso de KCI en la solucién acuozanuke anterior a la
liofilizacidbn permitio un aumento dramatico en la eficienciald@ta de la subtilisina en
hexano respecto de aquellos polvos enziméticos libres de sakastgfiyliou y col., 1997).
Esta activacion fue observada también para sales distint&Claltales como buffers
organicos/inorganicos o sales neutras. Si bien el mecanismo eraettedfendmeno no se
explica totalmente, se supone que las sales forman una costraopaotdcededor de la
enzima, asi como estabilizan el estado de transicion cargado pualalad aumentada del
sitio activo permitida por los iones cargados de las saleshigtatacion preferencial de la
enzima debida a la matriz de la sal (Ru y.,cBD00). Las proteasas activadas por sales
representan formulaciones enzimaticas altamente eficienfésilpnente producibles para

propédsitos sintéticos.
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5.2.2.2. Métodos de inmovilizacion sin soporte. CLECs y CLEAS

La agregacion proteica por entrecruzamiento con reactivos bifuteso(@LECS,
cristales de enzima entrecruzados y CLEAs, agregados de eemtmearuzados) es otra
tecnologia aplicada para la obtencidn de biocatalizadores. Betaldi inmovilizacion, a
diferencia de los métodos donde se utilizan soportes, pemite ureictacia por masa de
biocatalizador ya que la enzima constituye el 100% del mismo.

Los microcristales de enzima entrecruzada (CLEf@ssiinkedenzymecrystalg son
preparaciones de biocatalizadores con altas actividades vy idat#sl (Haring y Scheier,
1999). En los cristales, las enzimas estan ordenadas en un arspgldale preciso,
originalmente unido por puentes covalentes. Por difraccion de rayosvio see el gran
espacio entre las enzimas contiene usualmente agua. El eraneiemin irreversible dentro
de los cristales se logra con un reactivo bifuncional como ergldéhido. Estas condiciones
de entrecruzamiento deben estar cuidadosamente optimizadas mararasanto la alta
estabilidad como la actividad de la catalisis en los CLECs, ya que lagiiméa dadas por la
transferencia de masa de los sustratos son desventajas cordei@s$os sistemas. Sin
embargo, ha sido demostrado que, aunque las proteasas asi inmovilizagestrdanuna alta
actividad especifica en medios organicos, su estabilidad operaciopastagte pobre; esta
inactivacién no se deberia solamente a la deshidratacién, ya ataligldor desactivado en
reactores organicos continuos no pudo recuperar su actividad en medias dEeasandes y
Halling, 2002). Los CLECs de subtilisina y termolisina estan dispanitdenercialmente
(Bordusa, 2002) y han sido utilizados exitosamente para acilaciegiesalectivas (Wang y
col., 1997), resolucién de racematos (Shah y col., 1999), sintesis de pépiiiddigs suave
de amidas peptidicas (Wang y col., 1996).

El costo de obtencion de los CLECs es muy alto debido a que sdaretasenzimas
cristalizadas. Los CLEAs, en cambio, presentan mayores veatagsde aspecto, ya que son
enzimas precipitadas por métodos convencionales y luego somdtidagregruzamiento
qguimico, es decir la combinacion en un paso de purificacion e inmoidiiz@or lo que la
enzima no necesita tener un alto grado de pureza. Esta técmicte maprecipitar y agregar
distintas enzimas de manera de generar un biocatalizador queecatsi sintesis de varios
pasos (Sheldon, 2007).

Se han desarrollado CLEAs de proteasas, entre ellas quimotripssuddtilisina
(Sheldon, 2007). Sin embargo, aunque estos biocatalizadores demostrdmaenserpara la
sintesis de péptidos, pueden sufrir autoprotedlisis como principal deav@iaman y caol

2007). Para mejorar la estabilidad en solventes y las propiedad=sicas de estos
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agregados se los puede incorporar en hidrogeles de polivinil alcohol (LENTIKAMISPn y
col., 2004).

5.2.2.3. Métodos de inmovilizacidon con soporte
La clasificacion mas comun para estos métodos de inmovilizachiasaeen el tipo de
unién de las enzimas con el soporte. Se describen los métodos de iranidvilipor

adsorcion, por union covalente y por entrampamiento.

Soportes inorganicos Soportes organicos

Naturales | Manufacturados Polimeros naturales Polimeros sintéticos
« Bentonita | » Oxido de metales |  Polisacaridos (celulosa, « Poliolefinas (poliestireno
* Piedra * Vidrios porosos almiddn, dextranos, agar- Polimeros acrilicos
pomez « Vidrios no porosos | agar, agarosa, alginatos| (poliacrilatos,
« Silice, etc| ¢« Alumina guitina, quitosano, etc.) | poliacrilamidas,

» Ceramicas * Potreinas fibrosas polimetacrilatos, etc.)

* Gel de silice, etc. | (colageno, queratinas, | ¢ Otros (alcohol

etc.) polivinilico, poliamidas,
etc.)

Tabla 5. Tipos de soportes utilizados en los procesos de inmovilizacion.

Ademas de el tipo de unidn, es importante evaluar las diferertpeqrades de los
soportes a usar, entre ellas relacion superficie/volumen, capacidandidte de proteinas,
compatibilidad e insolubilidad en el medio de reaccion, estabilidadmuacy quimica,
posibilidad de reconversion luego de su uso, flexibilidad conformaciomeahedl y col.,
2008). En laTabla 5 se nombran y clasifican distintos tipos de soporte usados para

inmovilizar enzimas (Quiroga y col., 2009).

5.2.2.3.1. Inmovilizacién por adsorcion

La inmovilizacion por adsorcion es una técnica muy simple, enesff@rsen en juego
interacciones ionicas y otras uniones débiles como puentes dgemdré interacciones de
Van der Walls entre enzima y soporte. Esta inmovilizacion eségnéa suave y en general
no afecta la actividad enzimatica (Godia Casablanca, 1998), se maémeracciones muy
similares a las que se establecen en membranas biologicas.

Las ventajas asociadas con este tipo de procesos son su bajoacispoeparacion,
ausencia de cambios de especificidad enzimatica y la obtenciderd@dos estables en
medios con bajo contenido acuoso. En tanto que la débil unién de la eizsmgorte, la
obtencién de derivados poco estables mecéanicamente y la complejidautirdezar las
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variables que controlan dicho proceso, son claros inconvenientes g Isuitaplicacion
(Wahlgren y Arnebrant, 1991).

La inmovilizacién por adsorcion sobre soportes sélidos tales como poliantielite
es un método sencillo y econdémico (Ferreira y col., 2003). Dicho métogerhatido la
aplicacion eficaz de proteasas en la sintesis enzimatica pdielgzéen medios con bajo
contenido acuoso (Morcelle y col., 2006), en la sintesis de compuestos tensioaatioasi¢M
y col., 2008) y en la industria lactea (Sales-Gomes y Lima-Costa, 2008).

También se han estudiado diversos sistemas de las enzimas adsembidagices
sélidas inertes, tales como vidrio poroso, silica, zeolitas, polipnapdealimina. En estos
casos, el grado de activacidbn enzimatica y estabilizadémende estrictamente de la

naturaleza de la matriz sélida.

5.2.2.3.2. Inmovilizacion mediante union covalente

Entre los métodos de inmovilizacién por unién quimica, la unién covalentipumidt
es quizas el método mas interesante desde una perspectivaahgussriel mas efectivo en
términos de estabilizacion térmica (lllanes, 1999). La metodolbgilm unidon covalente se
basa en la activacion de grupos funcionales del soporte para quemeacon residuos
aminoacidicos de la molécula enzimatica (grupos -OH, -SH,,-N#DOH, etc.). El proceso
de inmovilizacion puede alterar la estructura del sitio activolopgue es aconsejable llevarla
a cabo en presencia de un inhibidor reversible que bloquee el sitio activo de la enzima

Mediante la uniéon de enzimas a soportes que contienen grupos aldelifdicosal
como por ejemplo glioxil-agarosa, se puede aumentar la rigidex elécula enzimética y
por lo tanto, hacerla mas resistente a cambios conformacionaleslo®dpor calor, solventes
organicos y otros. Ademas, el grueso de la estructura proteicava@iertada aun cuando se
establezca un gran numero de enlaces (Guisan, 2006; Pedroche y col EA@¥Te sentido,
la agarosa es un soporte que ha sido muy estudiado y utilizadowpanglizar por unién
covalente multipuntual proteasas tales como tripsgyimotripsina (Guisan y col., 2004).

En la bibliografia se pueden encontrar otros numerosos ejemplos dasasote
inmovilizadas por unién covalente a diferentes soportes. Tal es el casoida ggiediada en
su capacidad proteolitica luego de ser inmovilizada covalentemeneegabs de quitosano
(Manrich y col., 2007) o, mas recientemente, unida por union covalenier@esferas de
silica magnética (Lin y col., 2008); de papaina inmovilizada sobre tesporagnéticos
activados (Lei y col., 2004) y quimotripsina inmovilizada sobre columnas de(3dicgorini
y col., 2007).
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Los soportes magnéticos arriba mencionados presentan propietagdésteresantes
ya que pueden ser separados de la mezcla de reaccién luegdizidfina misma por medio
del empleo de un campo magnético, aun cuando los sustratos estén en@ugpernsinova
y col., 2004).

Entre las ventajas de la inmovilizacidbn por union covalente, se pustkcalela
manipulacion sencilla de los derivados inmovilizados, la existencimaearga enziméatica
constante luego de la inmovilizacion, la aptitud de los derivados ingamldlé para su uso en
reactores de operacion continua de lecho fijo, de lecho fluidizado o tagdado, y la mayor
resistencia a la desactivacion térmica, a la presencialglntes organicos o a cambios del

pH, por tener una estructura terciaria estable (Ferreira,}20013).

5.2.2.3.3. Inmovilizacion por entrampamiento

Por su parte, el método de inmovilizacion por entrampamiento coesitderetencion
fisica de la enzima en las cavidades interiores de unaznsifida porosa constituida
generalmente por prepolimeros fotoentrucruzables o polimeros delpdigacrilamida,
colageno, alginato, carragenato o resinas de poliuretano. El precasuoalilizacion se lleva
a cabo mediante la suspension de la enzima en una solucién del mon@geidar8ente se
inicia la polimerizacion por un cambio de temperatura o mediaradi¢gn de un reactivo
qguimico (Nigan y col., 1988; Chang y col., 1996). Tal metodologia de inmaiiizade gran
sencillez desde el punto de vista experimental, requiere poca daiéicanzima para obtener
derivados activos. Como ventaja adicional, la enzima no sufre ningweracelh en su
estructura. Sin embrago, el entrampamiento requiere un control rigledas condiciones de
polimerizacién, asi como la comprobacion de que la naturaleza quietipaoceso no altera
los grupos reactivos de la proteina (Markvicheva y col., 2000). Sadidnit consiste en las
restricciones difusionales ya que se requiere de geles muy dersesgitar la elusion de la
enzima desde la matriz.

El entrampamiento de proteasas, tanto en perlas de alginato comendoranas
poliméricas, ha permitido la obtencién de derivados enzimaticdslesstigente a diferentes
condiciones de pH, temperatura y presencia de solventes organicosjdlasi@atalizadores
promisorios para su aplicacion en la catélisis en medios organiensdiferentes procesos

industriales (Sharmay col., 2006).
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5.2.3. Modificaciones enzimaticas de tipo quimico

Las modificaciones quimicas han emergido otra vez como una poderosza téc
complementaria a la mutagénesis dirigida y al azar paracoooii@r biocatalizares. Entre los
beneficios de dicha técnica cabe destacarse que es baratih deflevar a cabo en gran
escala y permite la incorporacion de modificaciones a losduidos, 1o que lleva a una
variedad de especies enziméaticas que no puede generarse por ingenigci gené

Las modificaciones pueden tener distintos objetivos, entre ellosuragngar la
actividad, b) cambiar la especificidad, el sentido de la ré@acgi hasta el tipo de reaccion
catalizada, c¢) aumentar la estabilidad de las enzimas ensdhistai medios de reaccién
(Morcelle, 2004).

Las modificaciones mas comunes son la metilacion de los residuoklisde
(generalmente dirigidos a metilar la His catalitica) ytrensformacion de la Ser del sitio
activo en una Cys para dar una tiol-peptidasa (como la tiolisi@)l No obstante, las
actividades en sintesis fueron mas bajas que las obtenidasaso ee las enzimas naturales,
aungue no se observo protedlisis indeseada. La unién covalente de hidratdsode ada
superficie de las enzimas demostrO mejorar su estabilidad emtsslverganicos, y la
modificacion de los subsitios S2, S1 y S1° de subtilisina mediargalace de ligandos
hidrofdbicos o cisteinas artificiales produjeron importantes aumentos ervidaat{Bordusa,
2002).

La unidn covalente con PEG o del metoxipolietilenglicol (MPEG), gpeesentan los
polimeros anfipaticos mas comunmente usados, permite la solubilidagagoa tanto en
agua como en numerosos solventes organicos. Las cadenas hiddstaEBS crean un
caparazén acuoso alrededor de la enzima que estabiliza lancaai@m activa del sitio
catalitico, promoviendo asi la actividad catalitica en solventéioas anhidros (Bovara y
col., 1997).

También existen estudios que van desde una acetilaciéon no espdeifas grupos
amino libres de la enzima hasta la unién de compuestos anfipatecaesigerficie enzimatica
(DeSantis, 1999).

La papaina ha sido modificada quimicamente, para aumentar su icestal@h
sistemas no acuosos, por unién con anhidridos acidos como el anhidrido acgpiénjqa,
succinico, citraconico y maleico (Szabo y col., 2009; Sangeetha y Abraham, 2006).
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5.2.4. Modificaciones enzimaticas mediante ingenieria genética

El uso de la ingenieria genética no se restringe a la mailfficae las enzimas, en
primer término puede ser utilizada para lograr la expresion nabteen grandes cantidades
de enzimas de distintos origenes en microorganismos. Esto permdtar con masas de
enzimas recombinantes para la produccién de biocatalizadores endemtitlay superiores a
las de sus fuentes naturales (Giri y col., 2001; Haudenschild y col., F&iD)endose a la
aplicacion de la ingenieria genética sobre enzimas vegelfaletz y colaboradores (2003)
seflalan que eldesafio serd expresar enzimas funcionales con alta eficiencia en
microorganismos adecuados para la fermentacién. Si esto se puede lograr, édic@dacia
catalitica y la super regioespecificidad de las enzimas vegetalesapcaimibinarse con la
gran capacidad de los microorganismos en procesos de produccion industriales

La ingenieria de proteinas mediante la manipulacién de los gemesodifican la
sintesis de las peptidasas es otra estrategia de graanm#e\para alterar su actividad,
selectividad, especificidad, estabilidad, solubilidad, etc. Se usantdaie@ss diferentes para
lograrlo:

- El disefio racionalconsiste en hacer cambios de un sitio especifico en una enzima
con la ayuda de un conocimiento detallado sobre la estructurardisre, su funcion y
mecanismo catalitico (Rubin-Pitel y Zhao, 2006). Asi se obtuvo un dobtanta de
subtilisina (subtiligasa), en el que la Ser 221 catalitica fuada por una Cys, y la Pro 225
por Ala, lo que aumento la estabilidad y la capacidad de sinteistsyrao se vio modificada
su especificidad y su perfil de pH (Abrahmsen y col., 1991); de @sta también se diseiio
una tripsina mejorada para la sintesis de péptidos (Lombard y col., 2005).

- Otro método relacionado esdaolucion dirigida, que consiste en ciclos repetidos de
mutagénesis al azar y/o recombinacion genética, seguidossdeceningde alto rendimiento
o seleccion de los mutantes funcionalmente mejorados. Este mé&oeadmo ventaja que
no se necesita informacion estructural de la proteina en cu@stibm-Pitel y Zao, 2006). A
pesar de ello, y dado que subtilisina ha sido probablemente la peptéksatodiada en este
aspecto, Chen y Arnold (1993) lograron obtener un mutante estable en EiMBn® otro
mutante de subtilisina termoestable (Chen y Arnold, 1991). Asimismad&i@jan y
colaboradores (2005) alteraron y mejoraron simultdneamente lafiesget y selectividad

de una peptidasa &e colihacia el sustrato deseado.
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5.3. Ingenieria de sustratos

Dado que las proteasas no reaccionan con igual especificidad d&reogos los
aminoacidos, la unica variable manipulable para aumentar la actiginagintesis hacia
dadores de acilo menos especificos es el grupo saliente (Borduj, 126¥) mimicos de
sustrato poseen el grupo saliente apto para unirse al sitio detlacenzima (Bordusa, 2000).
Asi, peptidasas serinicas y cisteinicas pueden reaccionar ¢oodaitios no especificos o
secuencias peptidicas sin alterar la enzima ni el medicadeida. La ventaja de este método
consiste en que, al acoplarse dos secuencias no especificasaoel fmmado no es
reconocido por la peptidasa y por lo tanto no hay clivaje secundarminapal desventaja
de esta estrategia radica en la sintesis de sustratimdiis especificamente para este fin y
que por lo tanto no estan disponibles comercialmente (Khumtaveeporn306dl).

El empleo de sustratos inmovilizados es otra alternativa que tpelaisintesis
catalizada por peptidasas en medios acuosos. Esta estrategisnei@amente propuesta por
Ulijn y col. (2002) acoplando Phe a la resina PEGA y posteriornietéela con un exceso de
acidos carboxilicos como dadores de acilo en presencia de tammol&e obtuvieron
conversiones de hasta el 99% debido probablemente a la transfedencsastratos
hidrofobicos desde la solucién acuosa hacia el dominio hidrofébico deida (®Jlijn y col,
2003). Estas condensaciones pueden también realizarse entre fragpemtidEos para

obtener péptidos de cadena mas larga o pequefias proteinas (Laure008}l
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En esteprimer capitulo se describe el material enzimatico empleado en el presente

trabajo, la puesta a punto de técnicas realizada para evalwdivilad y los estudios sobre
los efectos sobre esos materiales de la exposicion a solventes organicos.

En la primera parte tituladaS€leccion de fuentes enzimaticas, sustrattisgfio de
protocolo$ se describe la investigacion sobre las distintas fuentestoictds crudos de
papaina y de araujiaina, la puesta a punto de técnicas parada he@ictividad enzimatica
y la seleccién de las mejores fuentes enzimaticas.

En la segunda parte, titulada/édios para sintesis organisg se detalla el efecto
sobre las distintas fuentes enzimaticas empleadas del usoide s@lventes. Con las
fuentes seleccionadas en la primera parte, se sistembéztudio de la estabilidad con el
enfoque en tres solventes miscibles (acetonitrilo, dimetilfora@mimetanol) a diferentes
tiempos de incubacion y a diferentes proporciones del solvente.

Por ultimo, se analiza el comportamiento de papaina pura y se reomgstos
resultados con los obtenidos a partir de los extractos crudos.
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1.1. Experimental

1.1.1. Seleccidon de fuentes enzimaticas, sustrayogisefio de protocolos

1.1.1.1. Extractos Enzimaticos. Obtencién

Se utilizaron extractos crudos vegetales preparados en nuestrotdaboriaos
mismos se obtuvieron a partir de latex de frutos verdesragia hortorumy de Carica
papaya.Los frutos deCarica papaydueron recolectados en Libertador General San Martin,
provincia de Jujuy. Se extrajo el latex mediante incisionesrfitipkes de estos frutos.
Luego, el latex se secd bajo condiciones controladas de tiempo yatmpe fue enviado
a nuestro laboratorio.

Los frutos deAraujia hortorumFourn. (los nombres tradicionales en Argentina son:
tasi, doca, isipd de lechéueron obtenidos de plantas crecidas en Arana, La Plata, provincia
de Buenos Aires. La extraccion de latex se hizo de la mismaafpero no se realizé el
proceso de secado.

El latex fresco déAraujia hortorum (Obregén y col., 2006) y el seco @arica
papaya se recogieron en buffer de &cido citrico - citrato 0,1 M pH 4,5 awdo
etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM. Los materiales ins@isilsle descartaron mediante
una centrifugaron a 968@Q a 4°C durante 30 min. Los extractos crudos obtenido a partir de
Araujia hortorum(ara) y de Carica papaya(pap L) fueron liofilizados y almacenados a

4°C, para su mejor conservacion.

1.1.1.2. Sustratos

Caseina.Esta abundante proteina de leche bovina es un sustrato muy utilizado pa
cuantificar la actividad proteolitica de diversas proteasas.akaima resulta uno de los
sustratos de eleccion para medir actividad proteolitica de enlibress(Morcelle del Valle
y col.,, 2009). No asi con enzimas inmovilizadas, ya que por su gran tawrefican
problemas de difusion que dificultarian el acceso de las enzireastiato fayashi e Ikada,
1991) La actividad resultante se expresa codmdades caseinoliticagUq,g, definidas
como la cantidad de enzima que produce un incremento de una unidad deratiagror
minuto en las condiciones del ensayo (Priolo y col, 1991).

PFLNA. Este sustrato sintético es de gran aplicacién para proteatHBicis, en
particular es especifico para las del tipo de la papaina. Sin embargartiaite costo por lo

que esto limita su uso en determinadas circunstancias. El PHLNMyoglutamili-
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fenilalanili-leucil p-nitroanilida) es un sustrato cromogénico tripeptidico. Al actuar la
enzima libera el grupp-nitroanilina (croméforo) lo que produce en el medio el incremento

de la absorbancia a 410 nm a medida que aumenta su concentracion (Filippova y col, 1984).
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Figura 1. Estructura del PFLNA
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1.1.1.3. Protocolos
1.1.1.3.1. Medidas de actividad amidasica. Uso del PFLNA
1.1.1.3.1.1. Papaina comercial

Se realizaron varios ensayos de actividad con PFLNA de papaitiea @omercial
Fluka (pap F). En funcién de poner a punto el procedimiento se ensayaron las distintas
condiciones mostradas en Tabla 1. Para medir la actividad se usé el protocolo de la
Tabla 3.

Concentracion del extracto crudo 1, 1,5, 2,5y 25 mg/ml
Concentracion de DTT 7y 11,7 mg/mi
Tiempo de incubacion entre 0 y 10 min
Concentracion de sustrato 1,2y3 mM

Tabla 1. Condiciones para los ensayos de actividapageF con PFLNA

1.1.1.3.1.2. Papaina cruda obtenida en el laboratorio

Se ensayaron distintas condiciones, mostradas €abka 2, para medir actividad
amidasica del extracto crudo de papaina obtenido en el LIPROVEz(kaums., 2005)pap
L). Se uso el protocolo deabla 3.

Concentracion del extracto crudp 0,5y 1 mg/m|
Tiempo de incubacién entre 0 y 10 min
Concentracion de sustrato 1,2y3mM

Tabla 2. Condiciones para los ensayos de actividapagel con PFLNA

1.1.1.3.1.3. Araujiaina
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En funcién de los resultados obtenidos con papaina se replicaron lassmisma
condiciones de ensayo de Tabla 2 para medir la actividad del extracto éeaujia
hortorum (ara). En estos ensayos también se siguid el protocolo de la
Tabla 3.

Componentes de la mezcla de reaccion Volumen
Muestra de papaina en buffer BB DTT 45 mM 200l
Sustrato: PFLNA en DMSO 180ul
Buffer fosfatos 0,1 M pH 6,5 KCI 0,3 M EDTA1 mM DTT| 1,42 ml

Incubacion a distintos tiempos a 37°C
HAC 30% | 0,5 ml
Lectura de absorbancia a 405nm

Tabla 3. Protocolo para la medida de actividad amidasicepeqnF, pap L y ara

1.1.1.3.2. Medidas de actividad proteolitica. Uso de caseina
En funcion de los resultados obtenidos usando como sustrato PFLNA y camdgader
las ventajas de la caseina como sustrato se realizaron eweaposividad siguiendo el

protocolo de |laT'abla 4 para soluciones deap L y ara.

Componentes de la mezcla de reaccion Volumen
Muestras de enzima 0,1 ml
Sustrato: Caseina 1% en buffer Tris HCI 0,1M Cys 5 mM pH 8,3,1 ml
Incubacion a distintos tiempos a 37°C
Acido tricloroacético 5% | 1,8ml
Almacenamiento por 30 min a 4°C
Centrifugacion a 5000 rpm durante 30 min
Medida de la absorbancia del sobrenadante a 280 nm.

Tabla 4. Protocolo para la medida de actividad caseinolitica

1.1.2. Accién de los solventes sobre los extractawimaticos
1.1.2.1. Ensayos de estabilidad en dioxano e isooctano

Se realizaron ensayos de estabilidad en dioxano e isooctano detrastosx
enzimaticospap L y ara midiendo sus actividades amidasicas residuales. El dioxano es
miscible con el agua, no asi el isooctano.

Se usaron distintas proporciones de solvente y se desarrollaron incabatuoante

distintos tiempos hasta las 24 hs Las condiciones de incubacion se muestibaibéa $a
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Soluciones enzimaticas 5 mg/ml (en isooctano es 5 mg/ml en la fase gcuosa)
Proporcién de solventes30, 50 y 70%
Tiempos de incubacion 0, 3, 6, 24 hs

Tabla 5. Condiciones de incubacion de las muestra enzimaticas en dioxano e isooctano.

Por ultimo, se midio la actividad amidasica residual con PFLNAdgsal protocolo
descrito en |&abla 3.

1.1.2.2. Ensayos de estabilidad en ACN, DMF y MeOH

Se sometio a los dos extractos enzimaticos obtenidos en nuestradebdpap L y
ara) a incubaciéon en mezclas acuoso-organicas conteniendo ACN, DMEOH en un
rango de proporciones comprendido entre 30 y 99% v/v de solvente organiealifean
medidas de actividad residual de las muestras a distintos tielaposubacion. Asimismo,
en algunos casos se efectud un andlisis electroforético dau¢estras incubadas, segun se

describe a continuacion.

1.1.2.2.1. Ensayos de estabilidad en medios con alta y mediana proporcion acuosa
Preparaciones de 0,1% (p/v) de cada extracto crudo liofilizado fuenositdss en
diferentes mezclas de solventes acuoso-organico y se dejantwando en estufa a 37°C,
agitando a 200 rpm en agitador orbital. De cada tubo se tomaron muaestdsml a los
siguientes tiempos: 0, 3, 6 y 24 hs. Las mezclas de solventes usadas fueroBBo0fieM
pH 8,5 con ACN, DMF o MeOH. Las proporciones de buffer acuoso:solvente argani
fueron de 30:70, 50:50 y 70:30. Simultdneamente, se hizo un blanco de estabilidad
empleando como medio buffer acuoso sin agregado de solventes. Se naditvithad

caseinolitica siguiendo el protocolo descrito ehdala 4.

1.1.2.2.2. Ensayos de estabilidad en medios con baja proporcién acuosa

Se ensayo la estabilidad de preparaciones iguales a las dsdysdescritos en el
punto anterior, en los mismos solventes, pero usando las proporciones 90:10dg 99:1
solvente orgéanico a buffer BB.

Se peso en varios tubos la masa adecuada de extracto enzinsgtiagnego a cada
uno las distintas mezclas de solvente hasta el volumen necesaao lograr la
concentracion deseada (0,1% p/v). Se dejé incubando en iguales condicioeEsrtgag/o

anterior. Se retiraron tubos a los distintos tiempos estipuladas 306 y 24 hs.). Como en
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todos los tubos se formo precipitado se procedio a centrifugar loomas 3908g, durante
10 minutos a 4°C. Seguidamente se descarté el sobrenadante ydeideeligrecipitado
en el volumen adecuado de buffer Tris HCI 0,1M Cys 5 mM pH 8,5. Se Hhaididtividad

caseinolitica siguiendo el protocolo descrito ehdala 4.

1.1.2.2.3. Electroforesis desnaturalizante

Se realizaron electroforesis desnaturalizantes a muestpap dey ara incubadas 0,
3, 6 y 24 hs. en mezclas de buffer:ACN y buffer:MeOH 50:50.

La técnica empleada fue electroforesis desnaturalizanteles dg poliacrilamida
(SDS PAGE) al 10% segun el método de Shagger y von Jagow (19BZandd tricina en
el buffer catédico.

Las muestras se prepararon mediante precipitacién aceténidisglueion de los
precipitados en buffer de muestra (conteniendo SP#grcaptoetanol) con iodoacetato de
sodio como inhibidor de las proteasas (30 mM). Se obtuvieron muestrasdizlar de 2
mg/ml. Se sembraron 5 pl de cada muestra junto a patrones de pesalandmersham
Low Molecular Weight, GE Healthcare. Las condiciones de corueieh: 40 V para el gel
de stacking y 150 V para el gel de resolucion. Las bandas de prarif@sgeles fueron
visualizadas mediante la tincibn con Coomassie Brilliant Blue Gi&fion de Coomassie

coloidal).

1.1.2.3. Estabilidad en ACN, DMF y MeOH de papaina pura

El extractopap L fue purificado en nuestro laboratorio segun el método de Baines y
Brocklehurst (1979) modificado (Llerena-Suster y col., 2011, ver CapitulBobye esta
papaina purificada se realizaron medidas de estabilidad en medienieodd ACN,
MeOH y DMF en altas proporciones (90 y 99% v/v) en solucién acuosa de buffer BB.

Para cada ensayo, por triplicado, se precipitaron en frio con 5 voluneaestona
150 ul de la solucion de papaina pura. Se dejé decantar durante 30 mindtas \ese
centrifugd. Posteriormente se separ6 el solvente y se secacen los precipitados se
redisolvieron en cada una de las mezclas acuoso-organicas elegaléss incub6 durante
distintos tiempos (1 y 24 hs) a 37°C. Después de la incubacion las muestrasfagaremtr
se separaron los solventes y se redisolvieron epl3¥& buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,5.

Sobre las soluciones resultantes se determind concentracion degsrateffiante el
método de Bradford (Bradford, 1976) y el de actividad caseinolitica descritd abléed.
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1.2. Resultados y discusion

1.2.1. Medidas de actividad enzimatica
1.2.1.1. Medidas de actividad amidasica. Uso del PFLNA

A partir de los ensayos de actividad a distintos tiempos, distotaentraciones de
sustratos, DTT y enzimaticas de los tres extractos usadweseionaron las condiciones
Optimas de reaccion de cada uno. EnFigura 2 se graficaron curvas dgmoles de
producto en funcién del tiempo, a partir de las mismas se selecriote® tiempos

adecuados para las reacciones amidasicas.
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Figura 2. F: pap F (Img/ml); L: pap L (0,5 mg/ml); ara (0,5 mg/ml).

La papaina obtenida en nuestro laboratgp@ap(L) presenté altos rendimientos vy
bajo costo en comparacion con las fuentes comerciales. Ademadvesajisa en la
composicion del extracto, los Unicos componentes presentes son los qakneatigr estan
en el latex de los frutos, mientras que desconocemos si la go@macomercial contiene
agregados, conservantes u otras sustancias. En base a emttevisticas se eligio la
primera como fuente de papaina para los distintos ensayos presentados €B.esta tes

Las condiciones oOptimas y los resultados de actividad en esas coeslipema los
tres extractos enzimaticos se resumen dralda 6.

Por otra parte, el extracto de araujiai@a), mas alla de ser la Unica fuente
disponible localmente, da resultados tan buenos como la papaina, resultando una interesante

alternativa de enzimas por la mayor disponibilidad de frutos en la zona.
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papF | papL ara
Concentracion de crudo (mg/ml) 1 0,5 0,
Tiempo (min) 6 6 6
Concentracion de sustrato (mM) 2 2 2
Absorbancia a 405nm 0,349 0,564 0,505
Actividad especifica (Ul/mg extr. crudo 0,074 0,231 0,208

Tabla 6. Condiciones Optimas para las medidas de actividad amidasica de los extractos
enzimaticos.

18

1,6
14
1,2 A
1,0 A

Abs 280

0,8 1
0,6 4

0.4 1 —— Araujiaina

—— Papaina

0,2 1

0,0

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
tiempo (min)

Figura 3. Actividad caseinolitica expresada como cambios en la absorbancia a 280 nm en
funcion del tiempo.

1.2.1.2. Medidas de actividad proteolitica. Uso de caseina
En laTabla 7 se muestran las condiciones Optimas para pap L y Ara, obtenidas a
partir de laFigura 3.

pap L | ara
Concentracion de crudo (mg/ml) 1 1
Tiempo (min) 4 4
Absorbancia a 280 nm 0,600 0,960
Actividad especifica (kddmg extracto) 1,5 2,4

Tabla 7. Condiciones Optimas de actividad caseinolitica para los extractos epasnati

Dado los altos valores de absorbancia, se puede disminuir la cocidentta las

soluciones (hasta 0,5%). En ese caso podremos aumentar el tiempo sin perdiadineali
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1.2.2. Accion de los solventes sobre los extracwsimaticos

1.2.2.1. Seleccion de solventes

Revisando lo visto en la seccién 1.5.1. de la Introduccion sobre ingateariadios
podemos resumir que algunas de las razones para elegir un solveatectoponente del
medio en reacciones catalizadas enzimaticamente son:

- que sea buen disolvente de sustratos y o productos de la reaccion

- que tenga un bajo costo y facil disponibilidad

- que sea poco contaminante

- que sus efectos sobre las enzimas sean positivos o nulos en el tiempo de reaccion

En estos ensayos se eligieron tres solventes principales con Ies dasarrollo un
estudio exhaustivo del comportamiento de las proteasas: el ACNe@HN el DMF. Los
estudios con estos solventes se contindan en el Capitulo 2. Ademagsm tatgunos
ensayos usando otros solventes, tales como isooctano y dioxano.

El ACN es un liquido de baja densidad y viscosidad capaz de mezcians
numerosas sustancias, entre ellas el agua. Por otra parteutianeelativamente alta
constante dieléctrica por lo que puede disolver incluso sustanciaasiOBis un solvente
ideal para la cromatografia liquida, dadas su baja viscosidadcyividgad. Su baja
reactividad y su gran capacidad disolvente lo transforman ealwentge apropiado como
medio de reaccion. En ese sentido, el ACN tiene numerosas aplicaciones iedustria

El MeOH también es un liquido de baja densidad y viscosidad. A diferdet
ACN, no es un solvente aprotico. Se lo utiliza como disolvente, gmacagran capacidad
de disolver distintas sustancias, pero también como combustiblegraygiante. Es mucho
mas reactivo que el ACN, pero también se lo suele usar como sobmmromatografia
liguida. Tiene numerosos usos industriales.

La DMF es un liquido con densidad y viscosidad levemente mayor ¢ueNel el
MeOH, pero menores que el agua. Al igual que ellos es complg@améscible en agua y
es capaz de disolver variadas sustancias tales como hidratasbdaocdebido a su alta
constante dieléctrica. Ademas posee una temperatura de ebull®iddae Gracias a sus
caracteristicas presenta numerosas aplicaciones industriales.

El 1,4-dioxano es un solvente miscible en agua, volatil y se lo sigale como
disolvente. El isooctano es un solvente inmiscible con el agua. Esabiley tiene baja
densidad y es una de las fracciones de la nafta
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Estos solventes ya han sido usados en reacciones de sintesis aajatizadas por
hidrolasas. EI ACN fue parte del medio de reaccién de distintagagest vegetales
(Morcelle y col., 2006, 2009) y lipasas microbianas (Zhao y col, 2005¢, @més enzimas.
El MeOH ha sido componente del medio de reaccién de la proteasiolisea (Rival y
col., 2000). A pesar de sus efectos nocivos sobre las enzimas, laUu2M# medio de
reaccion de subtilisina (Cai y col.,, 1992; Riva y col. 1988) y de unagsatalcalina
bacteriana (Pedersen y col., 2003). El isooctano fue usado en sistecelares con

distintas proteasas (Chen y col., 1999).

1.2.2.2. Ensayos de estabilidad en solventes

Dada la potencialidad del uso de solventes organicos en sintegisigre, descrito
en la Introduccion, resulta util el estudio de la estabilidad de asziem particular de las
proteasas que vamos a utilizar, en medios conteniendo este tipo de solventes.

La forma mas simple y directa para conocer y cuantifecastabilidad es a través de
la medida de la actividad enziméatica residual. Para ello, ls= wkar un sustrato adecuado
para la enzima en cuestion y medir la actividad tanto ante® eomlistintos tiempos
incubacién en el solvente. Por otra parte, existen una gran varedadétodos mas
complejos para evaluar la estabilidad, como las técnicas quafdamacion acerca de la
estructura de las enzimas. Entre ellas el dicroismo cirdalaralorimetria diferencial de
barrido, medidas de espectroscopia de fluorescencia y espectrostoija por
transformada de Fourier (FTIR); estas dos ultimas se wtitizen los ensayos descritos en
el Capitulo 2.

Varios estudios han usado medidas de actividad residual para deteteninar
estabilidad de proteasas luego de que fueran incubadas en meaokEs-@ganicas. Entre
ellos, la estabilidad de papaina fue estudiada usando medidas deadctaseinolitica
luego de incubar en mezclas conteniendo ACN, tetrahidrofurano (THkand y MeOH
(Szabd y col., 2006). La estabilidad de araujiaina, usando también ce@@imaustrato,
fue ensayada luego de haberla incubado en mezclas acuosas con Hekd#n@Quiroga y
col., 2007). La estabilidad de las proteasas vegetales, araujiinatrdina y papaina fue
evaluada luego de incubarlas hasta cuatro horas en mezclas déveiBes organicos
inmiscibles determinando la actividad caseinolitica residualb@@r y col., 2006). La
estabilidad de tripsina, quimotripsina, lipasa pancreatica y carlpdxipea mediante

actividad con los sustratos sintéticos BAEE (éster etilictNHbenzoil arginina), ATEE
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(éster etilico deN-acetiltirosina), hipuril fenilalanina fue analizada luego de gee
incubaran en mezclas con ACN, metanol y dioxano (Simon y col., 199@kthahilidad de
pepsina porcina en mezclas con los mismos solventes fue deternmadiante actividad
con hemoglobina como sustrato (Simon y col., 2007), en tanto que laigathllk
quimotripsina fue medida empleando ATEE luego de su incubacién en mextiesiendo
ACN, MeOH, DMF, dioxano y THF (Kijima y col., 1996).

1.2.2.2.1. Ensayos de estabilidad en dioxano e isooctano

En funcibn de los resultados de actividad enzimatica de los exiras¢os
desarrollaron los ensayos de estabilidad en mezclas acuoso-orgémicadioxano e
isooctano en distintas proporciones.

Los resultados de actividad residual se muestran Eiglaa 4. La incubacion en
dioxano produjo una rapida caida de la actividad residual en todos los. ¢&sta
disminucién en papaina fue inmediata: los resultados a tiempo 0 fueb0dEB0% v/v de
dioxano) y de 10% (70% v/v de dioxano), considerando 100% la actividad en Buffer.
tiempos mas largos, se vio que la disminucién llegé a valores toedad nula. Esto
sucedié antes de las 3 hs para 50 y 70% de solvente, y despuésé tis |[zera el 30% del
mismo. Araujiaina resultd ser mas resistente a tiempos d&tosubacion. En este caso se
observdé mayor efecto negativo a medida que se incrementd la proporciéohagite
organico y se puso de manifiesto una caida absoluta de actividad luégp 2 hs de
incubacion en todos los casos.

De acuerdo a estos resultados el dioxano demostréo ser un solvemtendt
perjudicial para las enzimas y, por lo tanto, es probable que no resutedio adecuado
para los ensayos de sintesis. Sin embargo, en estudios realiza&xalpory col. (2006),
papaina a tiempos cortos de incubacion (20 min) retuvo alrededor de un 90%ctieidad
caseinolitica inicial en medios conteniendo hasta un 80% de dioxano, demog#&ner asi
buena estabilidad. La actividad residual de otras proteasas, cpanaetly quimotripsina se
medida con BAEE y ATEE, respectivamente, se mantuvo elevada (@oraede un 80%
de la actividad inicial) en presencia de dioxano en proporciones congagretitre 20 y
80% luego de se incubadas durante 20 min (Simon y col., 1998). Pepsina pordumzoma
su actividad hemoglobinica residual en medios conteniendo hasta un 30% ate dixx
tanto que entre 30 y 60% de dicho solvente descendié drasticamenteenasidimon y
col., 2007). Las diferencias con los estudios realizados donde la attwvidanatica decayo

rapidamente a valores menores del 50%, es posible atribuirlasefecto nocivo de
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contaminantes del solvente organico que resultan poderosos inhibidoresactévitad

. P
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Figura 4. Porcentaje de actividad residual de los extractos enziméaticogezclas de buffer
acuoso Yy solvente organico a distintos tiempos de incubaeidmira en mezclas
conteniendo dioxanob. Pap L en mezclas conteniendo dioxawo.Ara en mezclas
conteniendo isooctand. Pap L en mezclas conteniendo isooctano.

La incubacién en isooctano dio resultados totalmente distintos. Para niohglo®
dos extractos enziméticos se vieron diferencias significaivaambiar la proporcion del
solvente. Este comportamiento podria deberse a que, sin importar dichaiprgdarfase
acuosa contendra a las enzimas solubilizadas y estara saorst@ctano. Ademas se vio
que la actividad no disminuy6 significativamente hasta las printele, en tanto que a las
24 hs la actividad original disminuy6 sélo hasta un 60%. Este descerdobeaible a la
desnaturalizacion enzimética en la interfase incrementadaapagitacion durante la

incubacion, mas que a efectos del solvente.

1.2.2.2.2. Estabilidad en ACN, DMF y MeOH
1.2.2.2.2.1. Ensayos de actividad residual
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Se determiné el efecto de distintas proporciones de ACN, MeOM I sobre la
actividad de los extractos enzimatiquep L y ara. Ademas de las proporciones 30, 50 y
70% v/v, se usaron mezclas con altas proporciones de solvente organic@9%0O wv).
Como se describio en la seccion 1.1.2.2.2, en los ensayos realizadesliea con altas
proporciones de solventes organicos se usé un procedimiento diferenteteososasos,
debido a que en los mismos se producia la precipitaciéon de las @gpeinéd que se

dificultaba la toma de muestras homogéneas.
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Se observé que papaina presenté comportamientos diferentes ess leslientes
empleados. En el caso de la incubacion en medios con Bigirds 5e, 5fy 7h, se puso
de manifiesto una disminucion en la actividad proporcional al contenidomldente
organico en el medio de reaccion, hecho coincidente con lo observadospaebtadades
iniciales de hidrolisis de ATEE por la proteasa quimotripsinar{iijy col., 1996). En ACN
se evidencio un descenso progresivo de la actividad hasta las 3 horasbdeion y luego
la misma se estabilizé entre el 40 y 50% de su actividad akigiete comportamiento se
repitié para las distintas proporciones de este solvEigaré 5a). Sin embargo, también se
vio que la caida no sucede en tiempos cortos (t = 0), y que se mangdmdenos hasta los
20 min en valores de actividad elevados segun estudios realizadoszelasnaeuoso-
organicas con ACN desde 10 hasta 70% v/v (Szabé y col., 2006). En cambio csando la
proporciones de ACN fueron de 90 y 99% se observo recuperacion total devilac
(Figuras 5b y 78. Esta disminucién de actividad en proporciones medias de ACN vy
aumento en proporciones mayores a 70% v/v fue observado también para psinaotri
(Partridge, 1999). Los ensayos de actividad en presencia de MeQbrarrresultados
similares los observados en bufféigura 5c¢), lo que sugiere que MeOH no afectaria a la
estabilidad de papaina, cuando se halla en bajas proporciones. Sigeceembs ensayos a
90 y 99% de metanol papaina mostré un importante descenso de su adfigdeas (5d y
7b). EI mismo efecto fue observado sobre papaina usando etanol en propordien&s §
90% v/v (Szabd y col., 2006).

En los ensayos con araujiaina la actividad proteolitica evidenciéo smandcion
proporcionalmente mayor que papaina en buffer acuoso. La preseidw-decasiond una
caida en la actividad remanente proporcional al porcentaje daetsoérela mezclas{gura
6€), excepto para el caso de 30% de DMF, en el que la disminucionnfilarsa la
observada en buffer. En los casos de alta proporcion de DMF la pérdidamediata y
total (Figuras 6f y 7g9. Contrariamente, las mezclas conteniendo 70, 90 y 99 % de ACN
tuvieron mayor retencion de actividad que las de menores propor¢kigas 6a, 6b y
7a). Para ambos solventes se observd un comportamiento similar aladesp@unque para
araujiaina la retencion de actividad en DMF 30% fue mayor, e en ACN 90 y
99% fue menor. La actividad residual de araujiaina en las dséstitgaclas con MeOH tuvo
un perfil similar al obtenido en los medios con DMF, aunque la pérditk aldividad en
70, 90 y 99% no fue tan notori&iguras 6c¢, 6d y 73 En MeOH, araujiaina mostré una

menor estabilidad que papaina.
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1.2.2.2.2.2. Electroforesis

Para determinar si la pérdida de actividad biologica denasnas se debi6 al efecto
de los solventes organicos sobre la misma o por una probable autodigestialjzaron
electroforesis desnaturalizantes (SDS-PAGE). Erritaura 8 se muestran los perfiles
electroforéticos obtenidos para papaina en buffer aclkogoré 8a), mezcla ACN:buffer
50:50 Figura 8b) y MeOH:buffer 50:50Kigura 8c). Se vio en todos los casos que no hay
variaciones en el perfil de bandas electroforéticas, lo quersugiee papaina (banda
correspondiente a 25 kDa, aproximadamente) no se autodigiere en ningln caso.

Para el caso de araujiaina, se comprobd que el perfil eleétrofopermanecio
invariable con el tiempo de incubacion tanto en buffer acuéigoirg 9a, calles 1, 2 y 3;
Figura 9b, calles 6 y 7) como en MeOH:buffer 50:38tgura 9a, calles 5, 6, 7 y 8). Este
resultado sugiere que la inactivacion parcial de araujiaina err lagfieso no se debio a
autodigestion, sino al efecto de la temperatura de incubacion. Pdaditose observo la
desaparicion de una banda de aproximadamente 15 kDa en la mezbl¥cale MeOH.
Esto pudo deberse a que el solvente favorecié el desplegado de ebw pteté5 kDa
presente en el extracto crudo de araujiaina, facilitando asi sstidig por las proteasas.
Cuando araujiaina fue incubada en presencia de acetonitrilo, pudo obsgueatadanda
de 25 kDa, correspondiente a la proteasa fue disminuyendo su infeasidadida que
aumentaba el tiempo de incubacidfigura 9b, calles 1, 2 3 y 4). Esto evidenciaria la
autodigestion de la enzima. Asimismo, se vio la desaparicion Hanida de 15 kDa y
aparicion e intensificacién de bandas correspondientes a bajos pesoslanes (menores
de 14 kDa), que podrian deberse tanto a productos de degradacion de lasidiodigda
proteasa como a la protedlisis de la banda de 15 kDa u otras prqie#eastes en el

extracto.
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Figura 8. a. Estabilidad de papaina en buffer acud3alle 1: 3 hs de incubaciérgalle 2 tiempo
cero;calle 3 patrones de peso moleculaglle 4 6 hs de incubaciorgalle 5 24 hs de incubacion.
b. Estabilidad de papaina en acetonitrilo 502alle 1. patrones de peso moleculealle 2 tiempo
cero; calle 3 3 hs de incubaciorgalle 4 6 hs de incubacidrgalle 5 24 hs de incubaciénc.
Estabilidad de papaina en metanol 5@alle 1 patrones de peso moleculaglle 2 24 hs de
incubacién;calle 3 6 hs de incubacidrgalle 4 3 hs de incubacidérgalle 5 tiempo ceroPatrones
de peso molecularfosforilasa b, 97,4 kDa; seroalbimina bovina, 66,2 kDa; ovalbuminkDd5
anhidrasa carbonica, 31 kDa; inhibidor de tripsina: 21,5 kDa; lisozima: 14,4 kDa.

——ad -
--.._--—.—--- - —d-v—q—
araujiaina
p— o —
O e T R S o Ty 4
a b

Figura 9. a. Estabilidad de araujiaina en buffer acuoso (calles 1, 2 ¥8)metanol (calles 5, 6, 7 y
8). Calle 1: tiempo ceroralle 2 6 hs de incubacioralle 3 24 hs de incubaciéralle 4 patrones
de peso moleculacalle 5 tiempo cerocalle & 3 hs de incubaciorgalle 72 6 hs de incubacion;
calle 8 24 hs de incubacion.b. Estabilidad de araujiaina en acetonitrilo 50% (calles 1, 2,3, 4)
buffer acuoso (calles 6 y 7)Calle 1 tiempo cerogcalle 2 3 hs de incubaciorcalle 3 6 hs de
incubacién;calle 4 24 hs de incubacioralle 5 patrones de peso moleculaglle 6 tiempo cero;
calle 7 3 hs de incubaciérPatrones de peso moleculdiosforilasa b, 97,4 kDa; seroalblmina
bovina, 66,2 kDa; ovalbumina, 45 kDa; anhidrasa carbonica, 31 kDa; inhibédbipsina: 21,5
kDa; lisozima: 14,4 kDa.

1.2.2.2.3. Estabilidad en ACN, DMF y MeOH de papaina pura

Sabiendo la posible influencia de las demas proteinas conteniddsegtraeto
crudo, asi como de otras sustancias del mismo, sobre la estabilitagajgaina resulta
necesario contar con ensayos para establecer analogias yoifeentre lo que sucede en
el extracto crudo y en la papaina pura al exponerlos al solNRtetro lado, la papaina es
una proteasa prototipo que podria servir como modelo para interpretanggrtamiento de

otras peptidasas estructuralmente similares en los medios propuestos.
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Papaina se puede purificar a partir del extracto crudo mediapteagdimiento que
se analizara en el Capitulo 2. Sin embargo, dado que la purificaelrada permitio la
obtencion de cantidades relativamente pequefias de la enzima puradg,aldepapaina
pura comercial tiene un precio elevado, los ensayos de estalnbdidpapaina pura se
limitaron a los medios conteniendo ACN, DMF y MeOH en altas prapues, y séloa 1y
24 hs de incubacion.

Las medidas de concentracion de proteinas en las muestras inaqubattason que
durante el procedimiento se pierde una parte importante dedassnen los casos de las
incubaciones en MeOH y en DMF en las dos proporciones usadas (90 y 998lph&s
muestras quedd menos del 30% del contenido inicial, mientras qualestiie superior al
90% en el caso de ACN. Esto podria deberse a que, en el cd3blldelas proteinas no
decantaron bien al centrifugar, dada las propiedades del solvente (dewsiciasidad), por
lo que en parte permanecieron en el sobrenadante organico. Padotren el caso del
MeOH, las proteinas precipitadas formaron grandes agregados que podri&stano
disponibles para reaccionar con el colorante Coomasie-Blue dgéVoede Bradford, por lo
que la concentracion de proteinas calculada seria menor que Bstegbroblema, que no
se presentd en el caso de ACN como cosolvente, fue consideractumphrar las
actividades enzimaticas calculando la actividad especifictusds partir de la actividad en
relacion a la concentracion de proteinas en cada caso.

Los resultados mostraron que en ACN papaina conservl practicamentsutoda
actividad proteolitica cuando fue incubada 1 y 24 hs, en tanto que MeOH 90%o produj
disminucién de un 50% luego de 1 hora de incubacion, y entre un 15y 20% patr@dos
casos. Por ultimo, a pesar de haber perdido gran parte de las preteielaproceso, se
podria afirmar que en DMF la recuperacion de actividad fue pnaetitea nula en todos los
casos Figura 10).

Los resultados de actividad fueron coincidentes con los observadoBzalr restas
mismas pruebas usando extractos crudos en lugar de la papainaeppodri& deducir a
partir de este hecho que, dadas las similitudes funcionalesugtesifes de las demas
proteasas del latex (quimopapaina, caricaina y glicil endopeptictasda papaina (Barrett
y col., 2004), el comportamiento en conjunto no difiere siginificativanaeitexhibido por

la enzima pura.
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Figura 10. Porcentajes de actividad residual de papaina pura después de incubar 1 y 24 hs
en distintos solventes.

1.3. Conclusiones

Se obtuvieron extractos enzimaticos de papaina y araujiaina en baetidades y a
muy bajos costos, los que permitieron obtener medidas de activessdbylidad adecuadas
para caracterizar el uso de estos extractos como potenciadasabzadores en reacciones
en medios con solventes organicos.

Los ensayos de estabilidad en solventes mostraron resultados digérdosada
caso. En primera instancia, el empleo de isooctano, un solvente inensmibel agua, la
estabilidad de papaina y araujiaina fue igual a la observada der laduoso,
independientemente de la proporcion de solvente; soOlo luego de tiempos dargos
incubacion (24 hs) se vio un leve descenso.

Como solventes miscibles con agua fueron ensayados dioxano, ACN, MeOH vy

DMF. El primero de ellos resultd particularmente nocivo en proporcidele30, 50 y 70%
(v/v) para los dos extractos enzimaticos ensayados. En funcion deressitiados y las
discrepancias con los datos de bibliografia, no se profundizaron laoosstle estabilidad
en medios con dioxano. Para los otros solventes, en cambio, se readigtudio mucho
mas exhaustivo. El mismo incluyd proporciones mas altas de sol9énye90%), ensayos
electroforéticos y la medida de estabilidad sobre papaina pura.

Se pudo comprobar que papaina conserva hasta 80% de su actividad peoteolitic
cuando fue incubada en buffer y en MeOH al 30, 50 y 70% durante 24 Insa\lmes
proporciones de MeOH, en cambio, se observaron disminuciones de hasta 40020La
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presencia de DMF provocd la disminucion de actividad enzimatica propalrcal
porcentaje del mismo: a mayor cantidad de solvente en el medmmr naetividad
enzimatica fue recuperada. El ACN en proporciones del 30, 50 y 1#bcoruna pérdida
de casi la mitad de la actividad original luego de 24 hs de indubaSin embargo, a
proporciones mayores, se vio que retuvo toda su actividad. Las corledasferéticas
permitieron comprobar que la pérdida de actividad no se debio a astaitigeno al efecto
del solvente. La presencia de los mismos afectaria la estralgda enzima, disminuyendo
su poder catalitico. Son interesantes los casos de ACN y mgtaqok la enzima muestra
un comportamiento distinto en baja actividad acuésgufa 3b). Una hipétesis plausible
indicaria que de alguna forma el medio de ACN con poca aguaapsz e mantener
estabilizadas a las proteinas estructuralmente, mientras daee raezclas con menos ACN
sufrieron una desnaturalizacion parcial (fendbmeno de toxicidad male¢\lermue y
Tramper, 1995).

La actividad de araujiaina en buffer disminuydé hasta un 20% de stidadt
original, probablemente por inactivacion térmica, ya que no fue @mse@utoprotedlisis
por electroforesis. Por otro lado, los efectos de los solventes a@ujgina fueron mas
drasticos que los observados sobre papaina. En presencia de 70% dge NDMH se
comprobé una pérdida muy marcada de la actividad después de 24 hshdeig en 90 y
99% fue total Figura 3a). Contrariamente, se observé una menor pérdida de actividad en la
mezcla mas rica en ACN, ademas, al igual que en papaina se gemportamiento
diferente entre las proporciones mas bajas y las dos m&s pitzbablemente, altas
concentraciones de este solvente estabilicen la estructuliticzatde araujiaina. Por otro
lado, se comprobd por electroforesis desnaturalizante que si exade@astion marcada en
las mezclas con 50% de ACN y MeOH. Este resultado justdigearcialmente el descenso
de la actividad proteolitica observada en estos casos para araujiaina.

Ambos extractos demostraron, en términos generales, ser potenciale
biocatalizadores para llevar a cabo reacciones en los solventgmdos Papaina resultd
mejor, en ese sentido, que araujiaina dada su mayor estabilidadCNEleA todas las
proporciones y el MeOH en proporciones bajas mostraron ser solvetdégamente
benigno con las enzimas a diferencia del DMF, pudiendo ser soldenédsccion a la hora
de realizar ensayos biocataliticos.

Por ultimo, se determin6 que el efecto de ACN, MeOH y DMF t&s g@koporciones
no varia significativamente entre el extracto crudo de papalasegyzima purificada. Se

comprueba de esta forma que la similitud estructural existatre las proteasas de latex
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provoca que las mismas presenten un comportamiento similar engmedetos solventes

organicos ensayados.
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En este capitulo se describen los estudios que profundizan elisarddisla

estabilidad enzimatica en medios acuoso-organicos. Se planteé conaidos datos de
estabilidad obtenidos por medida de actividad residual con los cambiodieales en la
conformacion de las enzimas cuando las mismas se exponen a difesehentes
organicos. Los solventes organicos elegidos fueron tres: MeOH, DMEF\y cada uno de
ellos con dos concentraciones acuosas (1% y 10% v/v). Para ellplearem dos técnicas
complementarias: espectroscopia de fluorescencia, con la queese obtormacion sobre
cambios de la estructura terciaria, y espectroscopia inftazooj transformada de Fourier
(FTIR), que brinda informacién sobre la estructura secundaria.

Para estos estudios se selecciond papaina como proteasa modelo, dado que
estructura es muy conocida y ha sido ampliamente estudiada nieedisstintas
metodologias.

De acuerdo a esto, la primera parte del presente capitulo ddacabtenciéon de
papaina pura utilizando un procedimiento de precipitacion salina fnadeicque permitié
obtener facilmente, con costos minimos y en cantidades apropiadangeifrouestra de
papaina pura. La pureza de la misma fue controlada por diversasase@omo
electroforesis, isoelectroenfoque, cromatografia, espectromdi&iamasas y mapeo
peptidico. En la segunda parte se detallan los estudios usando distiotécas de
espectroscopia de fluorescencia (métodos directos e indirectqgdeoerde sondas
fluorescentes) y por ultimo se describen los resultados obtenidosaedmplelistintas

metodologias de FTIR.
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2.1. Experimental

2.1.1. Obtencion de papaina pura

2.1.1.1. Purificacién de papaina

La purificacion de papaina se realizd0 modificando el método deganitBaines y
Brocklehurst en 1979. Se desarrollé en presencia de cisteina Z&CysM como en el
método original y sin Cys pero en presencia de dos concentraciteresteis (1 y 30 mM)
de tetrationato sodico (TT). Se usaron dos fuentes distintas det@xdrado: una papaina
comercial de Fluka (pap F) y otra obtenida en nuestro laborapaol( segun se describe
en el Capitulo 1.

Para purificar estos extractos se peso en cada caso un grénmuestra cruda, la
que se disolvio en 10 ml de solucién A (veabla 1) y se mezcl6 mediante agitacion
magnética durante 30 min a temperatura ambiente. La suspenbiarmotitenida en el caso
de pap F fue centrifugada (96@f) 30 min, 4°C) para clarificarla y el sélido remanente fue
descartado. Se ajusté el pH de las mezclas a 9,0 con solucion d¢ NaD y los
precipitados formados fueron eliminados por centrifugacion en las ssondiciones que
la centrifugacion previa. A los sobrenadantes se les agregg).@® hasta un 45% de
saturacion, se dejé 20 minutos agitando a 4°C en un agitador orbitad apm. Se
centrifugd nuevamente y se descartaron los sobrenadantes. Lopitgutesi fueron
resuspendidos en 10 ml de solucion A. A estas dos nuevas suspensiceesagedo
(NH4).SO, hasta un 40% de saturacion. Se repitieron los pasos previos y |qatpdes
obtenidos fueron resuspendidos en 10 ml de soluciéraBlg 1). Se precipitd por tercera
vez, en esta ocasion con NaCl al 10% (p/v) y se resuspendieron lipstguies resultantes
en 4 ml de solucion CTébla 1). Estas soluciones se dejaron a 4°C durante 18 hs. Se separo
por centrifugacion el precipitado y se resuspendié en 1 ml de solucibabi (1).

Posteriormente a la purificacién se determiné la de cantidad deinastpor el
método de Bradford (Bradford, 1976) y la actividad caseinolitical@yicol, 1991) de los
extractos crudos, de muestras de los distintos pasos de purificacion y de los prodastos pur

En el caso de las medidas de actividad, a las muestras conteniénse [&s
preincubd en una solucion conteniendo Cys 20 mM durante 5 minutos a temperatura

ambiente.
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Ensayo | Muestra Solucién A Buffer B Buffer C SoluaiiD
1a pap L Cys 20 mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 Agu_a
EDTA 1 mM Cys 20 mM, EDTA5 mM | Cys 20 mM, EDTA 5 mM| Desionizada
1b pap F Cys 20 mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 Agu_a
EDTA 1 mM Cys 20 mM, EDTA5 mM | Cys 20 mM, EDTA 5 mM| Desionizada
2a pap L TT1mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 Agu_a
EDTA 1 mM TT 1 mM, EDTAS5 mM TT 1 mM, EDTA5 mM | Desionizada
2b pap F TT1mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 Agu_a
EDTA 1 mM TT 1 mM, EDTAS5 mM TT 1 mM, EDTA5 mM | Desionizada
3a pap L TT 30 mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 | Solucién A
EDTA 1 mM TT 30 mM, EDTAS5mM | TT 30 mM, EDTA5 mM | (ensayo 3)
3b pap F TT 30 mM Fosfato 0.1 M pH 7,5 Fosfato 0.1 M pH 6,5 | Solucién A
EDTA 1 mM TT 30 mM, EDTAS5mM | TT 30 mM, EDTA5 mM | (ensayo 3)

Tabla 1. Soluciones empleadas en los distintos pasos de los ensayos de purificacion.

2.1.1.2. Caracterizacion de la papaina purificada
2.1.1.2.1. Andlisis de la purificacion de papaina por electroforesis (SDS-PE)
Muestras de pap L, pap F y de los purificados finales fueron peetagitcon 5
volumenes de acetona fria, se las redisolvi6 en buffer de muestré&&@Bny (-
mercaptoetanol y sobre las mismas se agregd iodoacetato sodin Jtara evitar la
autoproteolisis. Las muestras se calentaron a bafio de Maria dbramteutos para su
desnaturalizaciéon. Luego fueron corridas en SDS-PAGE usando buffera téomo
solvente de corrida siguiendo la técnica de Shagger y von Jagow (188tpridiciones de
corrida fueron de 40 V en el gel de stacking y de 150 V en el gel de resolucion.
Después de la electroforesis, los geles fueron coloreados meeiamt&todo de
Coomassie coloidaNgeuhoff y col., 1988)Los pesos moleculares de las bandas observadas
se estimaron usando el software Scion Image (http: //www.scigaiotn/ Accessed on
line 10/08/2008)

2.1.1.2.2. Andlisis mediante isoelectroenfoque (IEF) y zimograma

Las muestras crudas, parcial y totalmente purificadas seeroorrsobre geles de
poliacrilamida (5%) con gradientes de pH inmovilizados. Se usaros gelamplio rango
(pH 3 a pH 10) (Morcelle y col., 2004a) y de rango alcalino (8,5 4Biflyte 3-10 y 8,0-
10,0 carrier ampholytes, Bio-Rad). Se usé un equipo Mini IEF Cell (MdddlpBio-Rad).
En el caso del IEF de rango alcalino se agregdé en la celdeam de papel de filtro
humedecido con NaOH 6 M para evitar las alteraciones en el geadie pH producidas
por el CQ que se solubiliza en las zonas alcalinas del gel. Los geekantes después de

la corrida fueron fijados y tefildos con Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Se realizdé un zimograma para confirmar la actividad proteoldedas bandas
proteicas observadas en el IEF de rango alcalino segun el noié&sdtdo por Westergaar y
col. (1980).

2.1.1.2.3. Cromatografia intercambio catiénico (CICa)
Las muestras de papaina purificada y los extractos crudoslssaeon mediante un
analisis cromatogréafico usando ClCa en un equipo Akta Purifier 10 @@fhdare). Las

caracteristicas se detallan enTablas 2y 3

Volumen de muestra 100 pl

Columna Resource S (1 ml, GE Healthcare)

Fase movil A buffer de acido acético y acetato de sodio 0,1 M pH 5,5
Fase movil B el mismo buffer de la fase A con NaCl 0,9 M

Velocidad de flujo 0,5 ml/min

Deteccion absorbancia a 280nm

Tabla 2. Condiciones de la corrida cromatografica

1 2VCcon 0% de B
2 2VCcon22% de B
3 2VC con25% de B
4

5

1 VC con un gradiente lineal de B entre 25y 100%
(lavado) | 2 VC a 100% de B

Tabla 3. Pasos en la elucion de las proteinas en la corrida cromatografica
VC: volumenes de columna

2.1.1.2.4. Andlisis por espectrometria de masas (EM)

Para identificar las muestras de papaina purificada y pagenilesr su grado de
purificacibn se emplearon distintas técnicas que incluyeron espettia de masas
MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonizationATeé-Of-Flight/ mass
spectrometry),el método de la huella peptidica (PMF, Peptide Masss Fingerprint)
espectrometria de masas en tandem MALDI-TOF-TOF/MS-MS.

2.1.1.2.4.1. Determinacion del peso molecular de la proteina purificadaediante
MALDI-TOF/MS.

Para la determinacién del peso molecular (PM) de la papaééugpurificada en
presencia de TT 30 mM se utilizé un espectrometro de masas MAOBIMS (4800

Analyzer Applied Biosystems). Para eliminar las sales pteseen la muestra, 1 mg de la
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misma fue precipitada dos veces con acetona fria y redisuel@guen desionizada,
posteriormente se agrego el inhibidor E64 (30 mM) y se liofilizdpioteina liofilizada se
resuspendio en 104 de agua milliQ® - acido trifluoroacético (TFA) 0,1% y senbed 0,5

pl de muestra conjuntamente con 0,5 ul de matriz de acido sinapiagcmedidas fueron
realizadas en modo lineal positivo. Se usaron proteinas de pesaslareke conocidos

como patrones de calibracion.

2.1.1.2.4.2. Identificacion de papaina mediante analisis proteémico de haella
peptidica (PMF) por MALDI-TOF/MS.

Sobre una muestra de papaina liofilizada obtenida de la misma fque en el
ensayo anterior se realiz0 la digestion triptica. Una masa degOde la proteina liofilizada
se resuspendio en 1p0de agua milliQ®. Sobre gl de esa suspension se agregaropl50
de cloruro de guanidinio (GndCl) 1,0 M en buffer J#€O; 50 mM pH 8,0 y se calent6 a
100°C durante 5 minutos. Posteriormente se agrego el reductor DTT 10/ red/l
carbamidometil6 con iodoacetamida 50 mM durante 20 minutos. La muestiayg con
150 ul del buffer y se incub6 con tripsina durante 2 hs a 37°C. Posteriorseestmbro
usando acido 4-hidroxicinaminico (4-HCCA) como matriz en una placa BBP TF
(Bruker) y se analiz6 por MALDI-TOF/MS en un espectrometrar@desas ultrafleXtrem
(Bruker).

2.1.1.2.4.3. Identificacion de papaina mediante MALDI-TOF-TOF/MS-MS.

Se seleccionaron algunos de los péptidos provenientes de ladigeigtiica y se
fragmentaron para obtener su espectro por MALDI-TOF-TOF/MSeM &l mismo equipo
del ensayo anterior. Los espectros se compararon con bases dpadlatdgterminar su

secuencia y origen.

2.1.1.2.4.4. Analisis de las bandas electroforéticas mediante PMF con MA-
TOF/MS.

Se seleccionaron bandas electroforéticas resultantes deorléddas de papaina
purificada en SDS-PAGE (seccion 2.1.1.2.1) y coloreadas mediantet@amn@oomasie
coloidal. Se cortaron las bandas y se lavaron varias veces con dgla/ ACN para
remover el colorante, luego se secaron al vacio.

Los fragmentos de gel se sumergieron en una solucién del®® 25 mM con

DTT 10 mM durante 30 min a 37°C, se centrifugaron y se lavaron con A@Nteu min.
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Posteriormente fueron incubados en una solucién dgi8B; 25 mM con iodoacetamida
50 mM durante 20 min a temperatura ambiente en oscuridad para reféatua
carbamidometilacion. Luego se lavaron con agua milliQ® y ACN.

Se realizo la digestion triptica en buffer MCO; pH 8,5 con tripsina 4 ng/ul
durante 12 hs a 37°C.

Los péptidos resultantes se recuperaron por extraccibn con ACN/al(\80) y
fueron secados en un equipo de centrifugacion al vacio (SpeedVac),oposste se
redisolvieron en agua miliQ con TFA 0,1% y se analizaron siguiendenisino
procedimiento que para las muestras de papaina liofilizada (2.1.1.2.4.2y)Ahdyl-
TOF/MS.

En todos los casos, ya sea la identificacion de nwpas tripticos como la identificacion mediante
fragmentacion por TOF-TOF, fueron evaluados empleda herramienta de busqueda Mascot (Perkins.y col
1999), empleando parametros especificos de blsgegda el caso.

Parametros de busqueda:

(1) Full MS: (a) MS tolerance, 100,00 ppm; (b) Emey trypsin; (c) Database, MSDB (version
MSDB_20060831.fasta).

(2) MS/MS: (a) MS tolerance, 100,00 ppm; (b) MS/Mrance: 0.500000 Da; (c) Enzyme, trypsin; (d)
Database, NCBInr (version NCBInr_20100728.fasta).

Probability Based Mowse Score: Protein score i3L-4€ (P), donde P es la probabilidad de que la

coincidencia observada sea un evento al azar.

2.1.2. Cambios estructurales de papaina

2.1.2.1. Estudios mediante espectroscopia de fluorescencia
2.1.2.1.1. Preparacion de las muestras

Se precipitaron con 5 volumenes de acetona en frio volumenes pequefios de
soluciones concentradas de papaina pura comercial Roche (PP@ayadiea purificada a
partir de latex en el LIPROVE (PPL). Se dejaron sedimesnidrio 1 hora y se separaron
los sobrenadantes por centrifugacion. Los precipitados fueron disusmitomedios
conteniendo ACN, DMF y MeOH en todos los casos al 90 y 99% con buffer Tris-HCI 0,1 M
pH 8,0, ya estudiados en el Capitulo 1, y se incubaron durante 1 y Rdshauestras asi
preparadas se utilizaron en ensayos de fluorescencia intriisestas.

Por otra parte, se preparé otro tipo de muestras. A partasdeoluciones descritas
previamente, se realiz0 una centrifugacion para separar los sslyembs precipitados

remanentes fueron disueltos en el buffer de partida, con el fin de estudiarsebieled de
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los posibles cambios producidos por la presencia de los solventesmigsistsas fueron
usadas para los ensayos de fluorescencia intrimsgicacta, ensayos con acido 8-anilino-
1-naftalen-sulfonico (ANS, ver 2.1.2.1.3) y ensayos de transferencia dgiaerde
fluorescencia (FRET, ver 2.1.2.1.4).

Como blancos de los ensayos (papaina sin incubar en presencia(de sulvgnte
organico), se prepararon muestras a partir de la redisolucién d@bitado acetdnico
descrito mas arriba, en el buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0.

2.1.2.1.2. Fluorescencia Intrinseca

Se diluyeron ambos tipos de muestras y los blancos hastasvd®@ncentracion
finales de proteinas entre 0,010 y 0,016 mg/ml (0,43-0,68 uM) y se [i$ mai
fluorescencia intrinsec&k) usando un espectrofluorémetro Shimadzu RF-1501 de ancho de
banda 10 nm para excitacion y emisionAEle excitacion fue 292 nm y se registraron los
espectros de emision entre 310 y 500 nm. Se tomaron los espectros deuestta por
triplicado y se promediaron. A cada muestra se le restd ettespmrrespondiente al
solvente en el cual la papaina fue disuelta de forma de obtenausiexaiente, los
espectros de la proteina. Todas las muestras se hicieron por duplicado.

Se midio también la fluorescencia intrinseca de éstmoeatie N-acetil L-triptofano
(ATrEE; 1,7 pM) en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 y en las mezclas ACN y DMF al 90
y 99%. Estas medidas se usaron para comparar el comportamiente deresdo del Trp

con el de la enzima en los ensayos directos.

2.1.2.1.3. Fluorescencia extrinseca con acido 8-anilino-1-naftalen-sulféniciN@)

Para las medidas de fluorescencia extrinseca en presentiaasonda fluorescente
ANS se ensayaron distintas concentraciones de proteina y desslN8o papaina incubada
s6lo en buffer. En funcién de estos ensayos se eligieron las cactamds de papaina y
ANS apropiadas para registrar los espectros de las distmtastras usadas previamente
para las medidas de fluorescencia intrinseca indirecta.

Para el desarrollo del resto de los ensayos se usaron lassnecigntgntraciones de
papaina que para el ensalfb. A estas muestras se les agregaron cantidades fijas del
fluor6foro ANS y se completd con buffer hasta 3 ml. Se midi6 emid& fluorescencia
excitando a 380 nm y registrando los espectros entre 400 y 550 nm. Latmioa final

de ANS en las mezclas fue de 0,0195 mg/ml (6B)L En estos espectros caso se visualizd
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la fluorescencia de las moléculas de ANS unidas a zonas hidroféleidas proteinas. En
este caso también se tomaron tres espectros de cada muestra y se fmomedia

2.1.2.1.4. Ensayos de transferencia de energia de fluorescencia (FRET)

Se usaron las mismas condiciones que en los ensayos ANS perndexaitz92 nm
y registrando entre 310 y 550 nm, es decir, los mismos parametrosrguespensayosl .
Las muestras, las condiciones de medida y los registros tienen lasro@aaeristicas que

en los ensayos con ANS.

2.1.2.2. Estudios de espectroscopia FTIR

Muestras de PPL y PPC, conteniendo entre 0,5 y 1 mg de proteina, fueron
precipitadas con 5 volumenes de acetona fria, de manera de sepatas pugrferentes en
la técnica. Después de 30 min de reposo se centrifugaron y selviedon en 10Qul de
agua desionizada. Se repitié el proceso de precipitacion sobre las soluciol@stessy los
precipitados fueron redisueltos en las mezclas solventes enoeGi@h, DMF y MeOH
con 10 y 1% de buffer boérico-borato 0,1 M de pH 8,5). Se incubaron 24 h en las condiciones
previamente especificadas y los solventes fueron evaporados. Lasasigestantuvieron
en desecador durante cuatro dias a fines de equilibrar el contenido daslabdum
Posteriormente, las muestras se diluyeron con KBr y se corspsimen pastillas para el
analisis por espectroscopia infrarroja. El andlisis de realmdoun equipo FTIR Bruker
Vertex 70 en el modo transmisiée @ cm?) y en condiciones ambientes.

La estructura secundaria de la papaina se determiné a tlav& deconvolucion de
la sefial de Amida | (1700 a 1600 ¢mEl ajuste de esa sefial infrarroja en los distintos
componentes lorentzianos se realiz6 con un modulo de software de Origin 5.0. La posicion y
namero de componentes se determing a través de la derivada segiimbartia Amida | y
la contribucién de cada componente se evalud por la integracién délagwda curva y la
posterior normalizacion por el area total de la banda de la Amida I.

2.1.2.2.1. Estudio mediante FTIR-ATR

Los espectros de infrarrojos de las muestras de papaina fueroridadqgui situ
usando una celda para estudios en fase liguida en modo de ReflexiorAfEotzdda
(ATR). Para lograr un correcto andlisis de la estructura secundaadabas el modo Amida
| todas las muestras se estudiaron luego de ser sometidamtaraambio isotopico con

D,O como se describe a continuacion.
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Para el intercambio isotépico completo se agregaron, a cada npregiaeada igual
que en la seccion anterior (hasta antes del paso de mezclaBgod ®0ul de D,O. Luego
se realizo una agitacion vigorosa durante 10 min y se incub6 duranta tomdne. Después
de la incubacion el cristal de ATR se cubri6 homogéneamenterm@indo gotas de la
dispersién y se tomd el espectro de la muestra correspondiente.

Se empled una celda de ATR, de flujo pasante y calefaccionada coamisa de
liquido (Pike Technologies). El cristal (ZnSe) de ATR, AMTIRp&zoidal de 45°, provee
10 reflexiones internas (dp = lufm para n2=1.5 a 1000 cm-1). La temperatura de la celda
se control6 en + 0.5 °C con un bafio de agua termostatizado (Julabo) condatadmiaa
de calefaccion de la celda.

Los espectros de infrarrojo se colectaron usando un espectrofadwsitet 7800
equipado con un detector criogénico MCT-A y se adquirieron 100-250 barridos a una
resolucién de 0,5 6 4 ¢l La bancada 6ptica del espectrofotdmetro y los espejos que
direccionan la radiacién a la celda de ATR fueron continuamente purgados cat@icers
un generador de gas de purga para FTIR (Parker Balston) panaaellas contribuciones

CO, y de vapor de agua en los espectros.

2.2. Resultados y Discusion

2.2.1. Obtencion de papaina pura

Se han desarrollado una gran diversidad de métodos para purifiaémgpdpsde los
extractos proteoliticos crudos del latex. Entre ellos se pueden amolahutilizacion de la
precipitacion con (NB)>SO, (Kimmel y Smith, 1954), la precipitacion c¢NH;).SO, seguida
por precipitacion con NaCl (Baines y Brocklehurst, 1979), la precipitacon NaCl
seguida por cromatografia de afinid&drke y col., 1974)las cromatografias de intercambio
ionico e hidrofobicaAzarkan y col., 2003)la precipitacion a baja temperatukéo(iti y col.,
2000) la extraccion en dos fases acuosas usando PEG 4,804 (Nitsawang y col., 2006y
la adsorcion en membranas$d y col., 2007)

Considerando que la papaina tiene un residuo cisteinico en el dgitio, a&s
importante que se mantenga en su forma activa, es decir, se delreqee el —SH
responsable de la catalisis sufra una oxidacion irreversiblentégggeductores como el
SO;*, el DTT y la misma cisteina entre otros se usan duranfesss de purificacion para
este proposito. También se pueden usar reactivos que se unan revensékangrupo tiol

y lo protejan de la oxidacion como sulfonato de metilmetanotiol, 2,2ldiigisulfuro o
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iones tetrationato, los que se unen al —SH mediante puentes disytfiuealgn regenerarlo
por adicion de los agentes reductores antes menciorats { col., 1974)El uso de estos
inhibidores reversibles ademas minimiza los riesgos de autodigestion dera.enzi
Papaina, la proteasa mas acida del late€ateca papayafue purificada mediante
el método modificado de Baines y Brocklehurst (1979). Este método fue seleccionado po
potencial aplicacion a escala industrial. La modificacion ensayaduy6 el uso de TT,
conocido inhibidor reversible de proteasas cistein{dfigrachiy col., 1975). Como se
menciono, el TT forma puentes disulfuro con los grupos tiélicos libréssderoteinas; en

este caso con el sulfhidrilo del sitio activagura 1).

< " 2
035—S—S—S03 S0

HN,Q_/ Reduccion HN,<_/

Figura 1. Mecanismo de inhibicion reversible del TT sobre proteasas cisteinicas.

El TT cumple dos funciones principales: protege la cisteina tazdalle una
oxidacion irreversible y evita la autodigestion de las prote&saie las ventajas del uso del
TT se encuentran la falta de toxicidad, a diferencia de oimbidores de proteasas
cisteinicas como las sales de'Hgdemas es relativamente barato y es facil de remover. Se
eligieron dos concentraciones distintas en estos ensayos: 1 @dnyM, en un caso

cercana a una relacion estequiométrica y en el otro en gran exceso.

2.2.1.1. Rendimiento de la purificacion

Los resultados de la purificacion pueden observarse effdaks 4 y 5. Las
soluciones usadas en el proceso contienen EDTA para secuestnaescadivalentes que
podrian combinarse con los grupos sulfhidrilos de las proteasas inhibie®iolasra parte

en los dos primeros ensayos (1la y 1b), siguiendo el protocolo origiradregé Cys como
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reactivo reductor y activador de proteasas cisteinicas. En lagosnda y 2b se agregd TT

ImMyen 3ay 3b 30mM.

Proteinas Ucas | Actividad
Ensayo 1| Totales (mg)| totales |Especifical Purificacion | Rendimiento
So 321,5 1328,0 4,1 1,0 100,0
S1 285,3 770,3 2,7 0,7 88,7
R2 121,4 404,0 3,3 0,8 37,8
R3 44,9 256,6 5,7 1,4 14,0
R4 30,9 137,0 4,4 1,1 9,6
R5 16,0 72,7 4,5 1,1 50
Proteinas Ucas | Actividad
Ensayo 3| Totales (mg)| totales |Especifical Purificacion | Rendimiento
So 254,6 1013,9 4,0 1,0 100,0
S1 230,4 652,5 2,8 0,7 90,5
R2 77,0 405,9 5,3 1,3 30,2
R3 37,0 224,3 6,1 15 14,5
R4 7,0 54,6 7,8 1,9 2,7
R5 1,9 6,1 3,3 0,8 0,7
Proteinas Ucas |Actividad
Ensayo 5| Totales (mg)| totales |Especifica Purificacion | Rendimiento
So 202,4 1073,6 5,3 1,0 100,0
S1 200,8 651,4 2,7 0,5 99,2
R2 167,6 463,8 2,8 0,5 82,8
R3 47,8 252,6 5,3 1,0 23,6
R4 10,5 70,9 6,7 1,3 5,2
R5 6,8 45,9 6,7 1,3 3,4

Tablas 4 Tablas de purificacion detalladas de los ensayos 1la 2a y 3&ol80i6n inicial,

S1: sobrenadante luego de llevar a pH 9, R2: redisolucion del pregipitaducido con
(NH4).SO, a 45% saturacion (primera precipitacion), R3: redisolucion del pradipit
producido con (NH.SO, a 40% saturacion (segunda precipitacion), R4: redisolucion del
precipitado producido con NaCl 10% (tercera precipitacion), R5: rediéoludel

precipitado resultante final.

2.2.1.1.2. Rendimientos globales
En lasTablas 5a, 5b y 5cse muestran los rendimientos globales de los distintos

ensayos de purificacion. Se observa que pap L presentd un mejor rendienigrapaina
pura que pap F; sin embargo esta ultima mostré6 mayor actividagpdmeasa purificada en
el ensayo sin T{Tabla 5a). En todos los casos se obtuvieron mejores purificaciones en el

caso de las preparaciones pap L. Es probable que la pradipithe abundante material

Llerena Suster, C.R.F. 104



insoluble separado en el primer paso de la purificacién en el textramercial, fuera el
responsable de los rendimientos menores, ya que parte de las prptehgan coprecipitar
con este material y, por lo tanto, disminuir el rendimi¢abalelkafi y col.,2009).

Para entender el aparente descenso gradb de purificacioren las tablas, se debe
considerar que al menos el 50% de las proteinas presentegtex deCarica papayason
proteasasBHoller, 1986) y que, a su vez, ellas constituyen un 80% de toda la fraccién de
enzimas El Mossaui y col., 2001)por lo cual la medida de actividad caseinolitica presenta el
inconveniente de que no distingue a la papaina de las otras proteasesada mismo al
usar otros ensayos de actividad por la gran similitud entre eastamas. Por esta razon en
las tablas de purificacién no se observa un aumento en la activigizifies al avanzar en
el procedimiento y tampoco en el grado de purificacion, ya que t#rgda proteico y la
actividad enzimatica disminuyeron simultaneamente. Dada la cataplejel contenido del
latex, esto también se ha observado en la purificacién de protieastias plantas con latex
comoArauijia hortorum(Obregdn y col., 2001 Araujia angustifolia(Obregoén y col., 2009)

y Funastrum clausur(Morcelle y col., 2004b).

Los rendimientos obtenidos en las diferentes purificaciones (Bnyre5%) son
aceptables teniendo en cuenta que la papaina representa el &fprdéclasas presentes en
el latex de papaya.

Por otra parte, los resultados mostraron que la influencia del Ta murificacion
depende de su concentracion. Al usar TT 1 mM no se ve una mejora ni en pap L ni en pap F.
Esto podria tener dos causas: a) la ausencia de Cys en lars@ugi b) la concentraciéon
de TT podria no ser suficiente para proteger todos los sitios activos de las gmeseates.
Ambos factores permitirian la oxidacion irreversible de la @slssitio catalitico de las
endopeptidasas, provocando asi menores rendimientos incluso que los observaldos en
primer ensayo, es decir el método tal cual lo describen Baim¥scklehurst (1979). En
presencia de TT 30 mM, en cambio, se obtuvieron mejores resultadostivddadc
especifica y grado de purificacién en ambos extrddtaisla 5c).

Esto es coherente con lo observado en purificaciones cromatogddigasteasas
cisteinicas en presencia de TT (Takashasi y col., 1973). Taneiém demostrado que el
TT es un mejor agente estabilizante de la actividad de papaionasearas de papaya
secadas a 55°C que otros reactivos quimicos usados, tales como anésXakntrbato de
sodio, eritorbato de sodio, t-butil hidroquinona, rutinaoytocoferol), inhibidores de
polifenol oxidasa (4-hexilresorcinol) y otros agentes reductorelidudfos (Metabisulfito

de sodio) Espin e Islam, 1998)Por otra parte, el TT se remueve facilmente de su unién al
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residuo Cys del sitio activo usando agentes reductores, que, ademan, qarezlaminados

por un paso de dialisis, como Cys @ehercaptoetanol.

Proteina total | Actividad especifica Purificacion Rendimiento
(mg/q) (Ucas/mg proteina) (%)
paplL | paph papl papF | paplpapF| paplL | papF
SO 321,5] 299,1 4,1 3,5 - - 100 100
R5 16,0 5,6 4,5 8,2 1,1 20 5,0 1,9
a
Proteina total | Actividad especifica Purificacion Rendimiento
(mg/g) (Ucas/mg proteina) (%)
papL | papF paplL papF | pap|papF| paplL | papF
SO 2546 | 323,53 4,0 3,2 - - 100 100
R5 1,9 0,4 3,3 1,9 0,8 0,6 0,7 0,1
b
Proteina total | Actividad especifica Purificacion Rendimiento
(mg/g) (Ucas/mg proteina) (%)
papL | papf papl papF | pap|papF| paplL | papF
SO 202,4 | 254 4,5 3,4 - - 100 10(
R5 6,8 0,9 6,7 1,3 1,3 04 3,4 0,3
c

Tablas 5 Resultados globales de las purificaciome&nsayos 1la y 1. Ensayos 2ay 2b.
c. Ensayos 3a y 3b. S0O: Solucion del extracto crudo inicial, R5: radiénldel precipitado
resultante de la cristalizacion final (producto puro).

La solucién con TT 30 mM fue la condicion con la que se ha obtenidodoses
resultados en la purificacion de papaina, cuando usamos el extractolblieopreparado
en nuestro laboratorio como material de partida. En cambio gpgmeeparacion comercial
resultd mejor la ausencia del reactivo, probablemente por lanpi@sede agentes
estabilizantes que podrian interferir con el TT y, por lo tanto, leomurificacion,

disminuyendo el rendimiento del procé€3abla 5a).

2.2.1.2. Electroforesis e isoelectroenfoque

Los analisis por SDS-PAGEFigura 2a) muestran, tanto en el extracto crudo como
en la papaina purificada, una importante fraccién proteica emgo tee PM alrededor de
23 kDa (segun el analisis realizado con el software Scion elmdgicha fraccion
corresponderia a las endopeptidasas. Ambos extractos crudos, papRysen buenas

fuentes para purificar papaina.
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Figuras 2. SDS-PAGE de la purificacion de papair#a. Linea 1: papaina purificada
(ensayo 3a, ver Tabla 1). Linea 2: Patrones de PM. Linea 3: gap LT 30 mM. Linea 4:

pap L sin TT (ensayo 1ab Linea 1: pap F sin TT. Linea 2: Estdndar comercial de papaina
pura. Linea 3: papaina purificada desde pap F (ensayo 1b). Lineacadbtas de PM de

Bio Rad: fosforilasa b, 97,4 kDa; seroalbumina, 66,2 kDa; ovoalbumina, 45,0 kDa;
anhidrasa carbénica, 31,0 kDa; inhibidor de tripsina, 21,5 kDa; y lisozima, 14,4 ikiea

5: pap L sin TT. Linea 6: Papaina purificada desde pap L (ensayo 1a).

1 2 3 4 5 6 1 2 3
3a 3b 4

Figuras 3.Isoelectroenfoques de la purificacion de papa@aaRango amplio. Linea 1: pap
L (Ensayo 3a). Linea 2: R3 (Precipitado resuspendido obtenido despuésrelggaacion
con (NH).S0O,45% sat). Lineas 3 y 5: Marcadores de pl de Bio Rad (amilogtiaszside
Aspergillus niger3,6; inhibidor de tripsina de porotos de soja, #:factoglobulina A de
leche bovina, 5,1; anhidrasa carboénica Il de eritrocitos, 5,9; anhidriadnicar | de
eritrocitos humanos, 6,6; mioglobina de corazén de caballo, 6,8, 7,2ndediiLens
culinaris 8,2; 8,6; 8,8; tripsinogeno de pancreas bovino, 9,3). Linea 4: Papaina purificada
(Ensayo 3a). Linea 6: Papaina pura comer@mllEF (rango alcalino) de la purificacién de
papaina (ensayo 3). Linea 1: pap L. Linea 2: Papaina purificeza 3: Marcadores de pl
de Bio Rad (los mismos defagura 3a).

Figura 4. IEF y zimograma en condiciones alcalinas (ensayo 3a). ii#a I, pap L; linea
2, papaina purificada. Zimograma: linea 3, papaina purificada; linea 4, pap L.
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Al comparar la papaina purificada con un patron de papaina purac@ines el
SDS-PAGE(Figura 2b) se vio que tienen un grado de pureza similar. En las corridas de |
distintas muestras aparecen bandas a menores PM, sin embargedsesgruuque estas
disminuyen y hasta desaparecen en las muestras purificadas.

Como se menciond antes, todas las proteasas del latex de papaya pisos
moleculares muy parecidos y estan comprendidos entre 23 y 24 kDa. Aangnaeteina
purificada coincide con este rango de PM y la movilidad electtafarés muy similar al
estandar comercial, la determinacion de la papaina por esbelanéd es concluyente.
Aunque se suele usar este método como criterio de pureza de uneardagsapaina, no
hay certeza de que la proteina purificada sea papaina y no alglems ateas proteinas
presentes en el extracto crudo o si esta contaminada con laprotessas. En cambio,
considerando que la papaina es la proteasa mas acida de lagpresdntes en el latex de
C. papaya(la que tiene el pl mas bajo), la corrida mediante un iswenfoque (IEF)
puede ser un método mas confiable para identificar las proteinagrifieado y para saber
si tiene contaminantes.

Se realizaron IEF de rango amplio y de rango alcalino de pHdeteaminar los pl
de las muestras purificadddduras 3ay 3b respectivamente).

En laFigura 3a se ve que la papaina purificada a partir de pap L se nhaeie la
region catédica hasta una zona de pl correspondiente a 9,3. Estontambaéserva al
correr la papaina purificada de pap F. La fraccion principal dedat@ crudo pap L, en
cambio, se mueve a regiones aun mas alcalinas (>9,3). Este conmguitagna el esperado
considerando que el resto de las enzimas proteoliticas del laseenpealores de pl
mayores (10,3 a 10,7 para quimopapaina, 11,7 para caricaina y por encimgata 10
glicilendopeptidasa) (Domsalla y Melzig, 2008). Se ve que después deglanda
precipitacion con (NSO, hay un importante enriquecimiento en papaina debido,
probablemente, a la separacién de la mayor parte de la quimopdfigima @a, linea 2)
(Burke y col., 1974)Sin embargo, en ese paso de la purificacion, todavia estd contaminada
con una fraccion mas alcalina, la que desaparecio después de la precipitacionlcon NaC

No hay acuerdo en cual es el valor del pl de la papaina. Algatos bibliograficos
le dan un valor entre 8,7 y 8,9 (Barrett y col., 2004), mientras otroseaud fijan en 9,6
(Sluyterman y DeGraaf, 1972). La dispersion en los valores pdegmnder del método
usado para calcularlo. Considerando sélo la estructura primaride@riglo deberia ser 8,69
(calculado a partir deGateway to isoelectric point service, http://www3.embl.degegi/

wrapper.pl) Sin embargo, hay otros factores que hay que tener en cuentalkcestado de
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oxidacion, la presencia de puentes disulfuro, etc., que tienen una gruandidl en la
determinacion de este pardmetro. La papaina tiene seis de&ysds de la del sitio activo)
formando parte de puentes disulfuro: Cys22-Cys65, Cys56-Cys99 y Cyg&308C Los
calculos basados en los resultados obtenidos empleando el motor deldldgseot para
el PMF de la papaina purificada darian un pl de 9,6, un valor magpaakque se ve en el
IEF de laFigura 3a.

El IEF de rango alcalino Flgura 3b) refuerza las conclusiones discutidas
previamente. La mayoria de las proteinas de pap L tiensupptiores a 9,3, mientras que
la papaina purificada se despliega en varias bandas alrededie g &ste despliegue no
quiere decir necesariamente que la purificacién sea parci#FEts una técnica con una
resolucion muy alta, y varias veces las proteinas muestrabamdas de las esperadas. Esto
podria ser por artefactos y por interacciones proteina-anfoliostr&s casos, como en las
proteasas cisteinicas obtenidas a partir de extractos crudasmkddina o de otras especies
vegetales de la familiBromeliaceaediferencias en el numero de cargas de las peptidasas
purificadas generan mas de una banda en los IEF. Esto podria débmasia de un
aminoacido en su secuencia (Napper y col., 1994; Bruno y col., 2008)ra@fma es la
presencia de microheterogeneidades proteicas producidas porstenes de distintos
conférmeros de la proteina: pequefios dafios durante el proceso deagdnfipueden
provocar la pérdida o ganancia de grupos cargados, asi como pueden dj&rerstes
estados de oxidacion, entre otros efect@anazza y Righetti, 19805e debe remarcar que
este IEF amplifica mucho un estrecho rango de pH (8,0 a 10,5) y pamtt evidencia
incluso mas fenbmenos que los mencionados. Esto también se manifiestzireograma

de laFigura 4.

2.2.1.3. Cromatografia de intercambio cationico (CICa)

Se han usado varios tipos de cromatografias para purificar pappamtr del latex,
en especial diferentes clases de cromatografia de afinidad gandds como los
inhibidores de proteasas de naturaleza peptidica (Blumberg y col., 1®égk A Kliper
1997), compuestos organomercuricagafkan y col., 2003p cianurados asi como derivados
piridil disulfuro con partes electrofilicas en la molécuBeo€klehurst y col., 1973; Thomas y
col., 1995) Algunos de ellos son muy utiles ya que pueden separar completanudételas
de papaina activas de las inactivas. La CICa parece ses lpapdlar, debido a su simpleza
y efectividad Burke y col., 1974) Sin embargo, este método sirve para purificar solo
pequefias cantidades de papaina y a veces esta no resulta de geangouoese ha probado
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mediante SDS-PAGEAgarkan y col., 2003)Este tipo de métodos no son aplicables en la
industria ya que es dificultoso el escalado del proceso. Etr&stgo se uso la CICa como

una herramienta para evaluar la pureza de la papaina purificada.

—— ARsorbance (280 nm)

300

a 200
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Figura 5. CICa dea. pap L con TT 30 mMb. papaina purificada segun el ensayo 3a ; c.
papaina comercial pura.

En lasFiguras 5 se muestran los perfiles cromatograficos de pap L con TTNQda
papaina purificada segun el ensayo 3a, y de un estandar de payrair@mercial. Al

sembrar la muestra cruda con el método descrito se logré unacs@pararcial del extracto
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crudo donde se advierte la presencia de tres grupos de proteinaselb fue la fraccion
no retenida, que salié en el paso 1 cuando se eluyé con solvente. Apualtimo salié al

lavar la columna en el paso 5 cuando el solvente fue 100% de B. Eapas ettermedias
salié un grupo de proteinas no resueltas donde el primer hombrtagsfaina. El tiempo
de elucién de este hombro coincide con los observados para la fracciépgbren las
corridas de papaina purificada (ensayo 3a) y el patrén de papaina pura. Samnentéaque
los perfiles de la papaina purificaddgura 5b) y del patrén comerciaF{gura 5c) tienen

patrones de elucion similares.

2.2.1.4. Analisis por espectrometria de masas (EM)
2.2.1.4.1. Determinacion de pesos moleculares

El andlisis por MALDI-TOF/MS de la papaina purificada a paté pap L revelo
una proteina homogénea con un peso molecular de 23.693dbea(6). EI PM tedrico de
la papaina es 23.413 Da. La diferencia entre estos dos pesobuglata la formacion de
complejos irreversibles de la enzima con el inhibidor E-64 (PM 35W,4) @roceso de

analisis por espectrometria de masas.
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Figura 6. MALDI TOF/MS de la papaina purificada.

2.2.1.4.2. Huella peptidica (PMF)
A pesar de que mediante los métodos usados se tuvieron fuertes indicias

presencia de papaina, los resultados no fueron concluyentes enaiaientificacion de
la muestra y a su grado de pureza. Por esta razén, se optd guertesaientas proteGmicas

como la huella peptidica (PMF).
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El PMF es una técnica analitica cuya finalidad es identificaa proteina. La
proteina desconocida es clivada por una proteasa determinada (laadases la tripsina)
obteniendo varios péptidos. Los pesos absolutos de estos péptidos se detponinan
MALDI-TOF/MS. Los espectros de masas obtenidos se comparan caxi&tentes en
bases de datos mediante una herramienta de blsqueda y sendeteridentidad de la
proteina. Para concluir, se puede mencionar que los resultados obtenidsta pécnica de
identificacibn son mucho mas exactos que otros parametros bioquimandss usn el
pasado, tales como la determinacion del PM o, en el caso de eneinwdculo de
constantes cinéticas mediante el uso de determinados susinédtisas (Obregon y col.,
2009). Por otra parte, la espectrometria de masas en tandeM3M&¢ péptidos es el

método primario para identificar proteinas en muestras complejas (Fakwler2007).
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Figura 7. Huella peptidicale la papaina purificada segun el ensayo 3a e inhibida con E-64.

La papaina purificada fue reducida y carbamidometilada anteserdeigerida
siguiendo el siguiente esquema. En primer lugar, se expuso la anaesin agente
desnaturalizante (GndCl) y se la calenté a 100°C durante 5 midlétassta manera se
despleg6 completamente la proteina. Luego se agregd un agdntgor (DTT) para
romper los puentes disulfuro. Por dltimo, se incorporé un agente (iodoat®t@ume se une
irreversiblemente a los grupos sulfhidrilos impidiendo que se recomstitas enlaces. Este
proceso garantiza que la tripsina pueda llegar a cortar en taslamiones peptidicas

especificas de la enzima. Si la proteina se encontrase Iparti@ desplegada
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probablemente varios de los sitios de corte no se encontrarian dispoailid accion
proteolitica y los fragmentos no serian comparables con la digestion téptica.t

Sobre la misma muestra usada para la determinacion de pesalargiec MALDI-
TOF/MS, es decir, la papaina pura obtenida por el ensayo 3a e inhibi@sg6gpse realizé

la digestion triptica y el andlisis de masas mediante PMEMTOF/MS. En laFigura 7

se muestra el espectro de la digestion triptica de la papaina liofilizada.

m/z (obs) m/z (exp) | m/z (calc) | Secuencia (Principio—fin}

1077,6089| 1076,6016 | 1076,5291 | -.IPEYVDWR.Q (1-8)

1106,6086| 1105,6014 1105,5880 R.SREKGPYAAK.T (97-106)

1226,6155| 1225,6082 | 1225,5727 | R.NTYPYEGVQR.Y (84 —93)

1333,7123| 1332,7051 | 1332,6826 | -.IPEYVDWRQK.G (1-10)

1596,7171| 1595,7099 1595,7117 K.NSWGTGWGENGYIR.I (175-188)

1891,9526| 1890,9453 1890,8795 R.NTYPYEGVQRYCRSR.E (8B}

1900,0139| 1899,0066 1899,0254 K.VDHAVAAVGYGPNYILIK.N (157174)
2212,0076| 2211,0003 | 2210,9862 | R.TGNLNEYSEQELLDCDRR.S * (42 — 59)
2271,0491| 2270,0418 2270,0314 R.GTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN.192 — 212)
2313,1094| 2312,1021 2312,0896 K.RGTGNSYGVCGLYTSSFYPVK.NI9( — 211)
2427,1771| 2426,1698 2426,1325 K.RGTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN{91 — 212)
2703,3788| 2702,3715 | 2702,2700 | R.SYGCNGGYPWSALQLVAQYGIHYR.N (60 —83)
2986,8215| 2985,8142 2985,5535 R.GGIFVGPCGNKVDHAVAAVGYGPNYK.N * (146-174)

'PMF MALDI TOF tedrico calculado usando el softw&ietools.” Numeracion de la papaina.
* Péptidos carbamidometilados

Tabla 6. Péptidos de la digestion del liofilizado de papaina coincidentes con peptidos de la
digestion triptica tedrica.

A partir del espectro obtenido por PMF, se vio que trece sefiales de masas coinciden
con masas de la digestion triptica tedrica de papaina. Dichas sefialessgmoden con
trece péptidos cuya secuencia se obtuvo por comparacion con la digestion teérica y
muestra en l@abla 6. La herramienta Mascot mostro un puntaje de 134 para la papaina,
siendo significativos puntajes mayores de 66. Estos péptidos cubren el 66% deneigdecue
completa de papain&g@adro 1).

1 | PEYVDWRQK GAVTPVKNQG SCGSCWAFSA WTI EG | KI RTGNLNEYSE

51 QELLDCDRRS YGCNGGYPWS ALQLVAQYG HYRNTYPYEG VQRYCRSREK
101 GPYAAKTDGV RQVQPYNEGA LLYSI ANQPV SWLEAAGKD FQLYRGG FV
151 GPCGNKVDHA VAAVGYGPNY | LI KNSWGTG WEENGY!I Rl K RGTGNSYGVC
201 GLYTSSFYPV KN

Cuadro 1. Secuencia de la papaina. En negrita se muestran los peptidos otéscakela
digestion del liofilizado de papaina que cubren el 66% de la secudacj@apaina.
Subrayados se muestran los péptidos analizados mediante MALDI-TOF-TOFBVIS-M

En laFigura 7 ademas de estas sefiales se advierte la presencia dpégpitides
resultantes de la digestion triptica, los cuales no fueron idewlils como provenientes de

papaina. Algunos de ellos podrian atribuirse a péptidos provenientesodisaproteasas
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presentes en el latex que podrian quedar en la muestra purificada. Partmdetfue esto
lo sucedido, se eligieron algunos péptidos del PMF que no aparecredandgestion
tedrica de papaina y se compararon con las digestiones tripticesag de quimopapaina,
caricaina y glicilendopeptidasa obtenidas usando el software Bio®dl (Bruker
Daltonics). Se encontraron sefiales de cinco péptidos coincidentesacatigéstiones
tedricas, dos de glicilendopeptidasa, dos de quimopapaina y una de cafigbiad)

m/z (Obs) | m/z (Calcy Enzima
1263,3734 1263,648 Quimopapaina
1444,7301 1444712 Glicilendopeptidasp
1552,7082 1552,912 Caricaina
2774,4511 2774,438 Glicilendopeptidasp
2792,4560 2792,343 Quimopapaina

! Ver Figura 72 PMF MALDI TOF teérico calculado usando el softwaietools.
Tabla 7. Identificacion de péptidos no coincidentes con la digestion tripgiaca de
papaina obtenidos por PMF MALDI-TOF/MS.

Estos datos son concluyentes en cuanto a la identificacion dengafaique el
namero de coincidencias encontradas confirma la identidad de la ani&stembargo, la
presencia de otros péptidos resultantes de la digestion triptiza ique en la muestra
purificada queda algo de las otras proteinas del lat€adea papayaEstos contaminantes
no fueron detectados por los IEF (ni el de amplio rango ni el alcainogsar de la

sensibilidad de dicho analisis.

2.2.1.4.3. Identificacion de la papaina a partir de péptidos seleccionados de la diges
triptica

En el ensayo previo se identificd la papaina a través de la caripade masas de
algunos péptidos con los que proporciona la digestion triptica tediicaen$bargo,
mediante un segundo analisis por espectrometria de masas selpeeéde la secuencia de
los péptidos con mucha mayor exactitud y de esa manera asegurar su pracedenc

Para este analisis, se analizaron algunos péptidos mediante udoseftio de
ionizacion (MALDI-TOF-TOF tandem MS). Se eligieron los péptidos guestraron
mayores sefale§igura 7) m/z: 1077,615; 1226,671 y 1596,772. Los espectros resultantes

se muestran en l&sguras 8.
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Figura 8. MALDI-TOF-TOF/MS-MS de los péptidos obtenidos a partir de la digestion
triptica de la papaina purificada.Péptido con m/z: 1077,6 a Péptido con m/z: 1226,7
Da, c. Péptido con m/z: 1596,7 Da.

Llerena Suster, C.R.F. 115



De esta manera se establecieron las secuencias amicasicldiesos péptidos y se
confirmé la identidad de la papaina purificada al comparar con baskgadedisponibles
con la herramienta de busqueda Mascot.

A partir de los espectros obtenidos y mediante comparacion con dasisos
obtuvimos la secuencia de estos tres péptidos. Para el péptido cd®#d/é Da, fue
IPEYVDWR, correspondiente a la region que va desde el N-terimaistéa el octavo residuo
aminoacidico. Para el péptido con m/z 1226,7 Da, fue NTYPYEGVQR, correspondiente a la
region que va desde el residuo 84 al 93, y para el péptido con m/z 15967 deauencia
fue NSWGTGWGENGYIR, correspondiente a la regién que va desdsiélio 175 al 188.
Los péptidos analizados corresponden a los subrayados en la sedeeleipapaina del
Cuadro 1.

2.2.1.4.4. PMF a partir de bandas electroforéticas

A fin de determinar si los péptidos contaminantes provienen ¢edtsasas enteras
o de péptidos presentes en la muestra purificada, se hicierorstindgs sobre la papaina
purificada segun el ensayo 3a (con TT 30 mM). Se realizo el ¢Mértir de la banda
principal del SDS-PAGE (23 kDa) y de las bandas difusas de nseRMeEn este caso,
luego de decolorar y extraer las proteinas del gel, tambiémedsgo con DTT y se

carbamidometilaron las muestras antes de la digestion triptica.
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Figura 9. PMF de la papaina purificada en el ensayo 3a. La determinacion per PM
MALDI-TOF se hizo a partir de la banda de 23 kDa del SDS-PAGE.
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La Figura 9 muestra las sefiales de mayor intensidad producidas por los péptidos
obtenidos a partir de la banda de 23 kDa de la SDS-PAGE de esa papaina purificada.

De un total de 36 péptidos, 11 coincidieron con la digestion trifgdraca Tabla
7), mientras que soOlo uno, y con una sefial de intensidad muy bajajdgbicon la
quimopapaina. Los péptidos coincidentes con la digestion teodrica cubren elleb4&6
secuencia de papaina. La herramienta Mascot arrojé un puntaje (@eold4 para la
papaina, siendo significativos puntajes mayores de 78abda 7 muestra los péptidos
obtenidos correspondientes a papaina. Tomando en cuenta estos resuliagos se

segundo analisis presentado e@ehdro 2.

m/z (Obs) | m/z (Calc) Secuencia [principio-finf’
1077,609 1077,536 IPEYVDWR [1-8]
1106,609 1106,595 SREKGPYAAK [97-106]
1226,615 1226,580 NTYPYEGVQR [84-93]
1333,712 1333,690 IPEYVDWRQK [1-10]
1596,717 1596,719 NSWGTGWGENGYIR [175-188]
1900,014 1900,033 VDHAVAAVGYGPNYILIK [157-174]
2212,008 2211,994 TGNLNEYSEQELLDCDRR [42-59]*
2271,049 2271,039 GTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN [192-212]*
2427177 2427,140 RGTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN [191-212]*
2668,413 2668,319 IKRGTGNSYGVCGLYTSSFYPVKN [189-2412
2986,822 2986,561 GGIFVGPCGNKVDHAVAAVGYGPNYILIK [18+174]*

' PMF MALDI-TOF teérico calculado usando el softw&ietools.?Numeracion de la papaina.
* Péptidos carbamidometilados.

Tabla 7. Péptidos de papaina obtenidos a partir de la digestion de la banda electroforética
principal de la muestra purificadas en el ensayo 32.

La presencia sélo de una sefal menor perteneciente a un péptidla deoteasa en
la banda electroforética indicaria que la papaina presente &aresa es de gran pureza.
Sin embargo en la fraccion liofilizada aparecen péptidos extrafisths Eestarian
relacionados con las bandas espurias de PM menores que aparecsrdédiinoeente en los
SDS-PAGE Figura 2a, linea 1 yFigura 2b lineas 3 y 6). Dichos péptidos y bandas podrian
deberse a productos de degradacion de las otras proteasas déldamexiestacar que el
estandar comercial puro también muestra este tipo de impurelaslectroforesisHigura
2b, linea 2). Esto también fue detectado por Nitsawang y2@i6)en papaina y parece ser
algo relativamente comun en los productos puros comerdraligadr y col., 2007)

Estas bandas de menores PM se analizaron de la misma manea lcareda
principal. Los resultados se muestran efidala 8. Ademas de péptidos coincidentes con
los obtenidos por digestion tedrica de las otras proteasas, tarebéftantraron algunos
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péptidos resultantes de la degradacion de la papaina pura. Bemsde, el SDS-PAGE

podria servir como un paso mas en la obtencién del producto puro.

1 1 PEYVDWRQK GAVTPVKNQG SCGSCWAFSA WTI EGQ | KI RTGNLNEYSE
51 QELLDCDRRS YGCNGGYPWS ALQLVAQYG HYRNTYPYEG VQRYCRSREK
101 GPYAAKTDGV RQVQPYNEGA LLYSI ANQPV SWLEAAGKD FQLYRGAE FV
151 GPCONKVDHA VAAVGYGPNY | LI KNSWGTG WCENGYI Rl K RGTGNSYGVC
201 GLYTSSFYPV KN

Cuadro 2. Secuencia aminodcidica de la papaina. En negrita se muestramplio®gé
obtenidos por digestion triptica de de la banda electroforética @indgd productos
obtenido en el ensayo 3a.

Los péptidos encontrados pueden tener dos origenes: podrian estar pegsehtes
material crudo y/o se forman durante la purificacion. La preseteibandas de menores
pesos moleculares en el SDS-PAGE del extracto crudo, sumadoagdcidad inhibitoria
del TT, permite suponer gque los péptidos en su mayoria ya se eaoymegsentes en gran
cantidad en dicho extracto crudo. La purificacidon con sales perrajgra a muchos de
éstos: sin embargo mediante técnicas de protedmica se pudo norgtloar la presencia
de estos péptidos contaminantes en el producto purificado sino tamiéércea bastante

exactitud su origen.

m/z(calc) | m/z (obs) | secuencia (principio-final) iEna
1001,576| 1001,505| LPESVDWR [1-8] Glicilendopeptidasa
1064,516| 1064,542| YPQSIDWR [1-8] Quimopapaina
1077,536| 1077,552 | IPEYVDWR [1-8] Papaina
1135,517| 1135,564 | NSWGTAWGEK [179-188] Caricaina
1174,619| 1174,528 | NSWGPNWGEK [179-188] Quimopapaina
1226,580| 1226,630 | NTYPYEGVQR [84-93] Papaina
1266,681| 1266,590 | ASGNSPGVCGVYR [196-208] Glicilendopeptialas
1323,611| 1323,671 | ASGNSPGVCGVYR [196-208]* Glicilendopeptda
1475,742 | 1475,767 | RAPGNSPGVCGLYK [195-208]* Caricaina
1592,724| 1592,812 | NSWGPGWGENGYIR [179-192] Glicilendopepsida
1596,719| 1596,809 | NSWGTGWGENGYIR [175-188] Papaina
2035,036 | 2035,109 | GYQSTSLQYVAQNGIHLR [66- 83] Glicilendopégdsa
2055,892 | 2055,965 | TGNLNEYSEQELLDCDR [42- 58]* Papaina
2384,137 | 2384,008 | NQGSCGSCWAFSAVVTIEGIIK [18- 39]* Papaina
2775,438| 2775,373 | VQSNNEGSLLNAIAHQPVSVVVESAGR [113-139] Giiendopeptidasa
2932,516| 2932,419 | GAVTPVRHQGSCGSCWAFSAVATVEGINK [11-39] Cadiina

1Numeracion de papaina. * Péptidos carbamidometslad

Tabla 8. Comparacion entre los péptidos obtenidos por digestion triptica dardashde
bajo PM del SDS-PAGE de la papaina purificada y la digestipticitedrica de las
proteasas de latex de papaina.
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2.2.2. Cambios estructurales de papaina

Se puede tener una idea del grado de estabilidad de una proteinadéuesy
exposicidn a solventes organicos o a distintas condiciones no naturphesirade la
determinacion de cambios en su estructura. El andlisis de kilidath en este caso, a
diferencia de las medidas de actividad residual, es indirect®. posibles cambios
estructurales pueden o no estar relacionados con la actividad, pwedeerjadiciales,
inocuos e, incluso, pueden favorecer la accidon enzimatica en dewonuoatexto. Entre
las técnicas mas utilizadas para este tipo de estudios encomttanespectroscopia de
fluorescencia, la espectroscopia FTIR, el dicroismo circularcglorimetria diferencial de
barrido.

La estabilidad de papaina en mezclas con ACN, THF, dioxano y MeG#studiod
mediante espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circidabdSy col., 2006). Las
mismas técnicas y solventes se usaron para determinamaliliéatl de pepsina porcina
(Simon y col, 2007). Para el estudio de la estabilidad de las potesgetales, araujiaina,
funastraina y papaina en trece solventes organicos se usgasopid FTIR (Quiroga y
col, 2007; Barberis y col, 2006). La proteasa animal quimotripsina sdi@shediante
fluorescencia intrinseca luego de su incubacién en mezclas codizme€CN, MeOH,
DMF, dioxano y THF (Kijimay col, 1996).

2.2.2.1. Estudios mediante espectroscopia de fluorescencia
2.2.2.1.1. Tipos de medidas de fluorescencia
2.2.2.1.1.1. Fluorescencia intrinseca

Por excitacion a entre 290 y 295 nm el Trp emite luz como fluorescencia. Esta
emisién dependera del entorno en el que se encuentre el aminoacidortiéinapal
analizar la fluorescencia en proteinas resulta de gran imparfanemision de este residuo,
ya que resulta ser mucho mayor que la aportada por los otros dos aminoacidasfiteses
fenilalanina y tirosina. Irradiando a las proteinas con luz deorde@ indicado se logra
minimizar la interferencia de esos otros dos residuos. El nUumelopdpresentes en la
proteina y el grado de exposicion al medio, es decir, si se halléam superficie de la
proteina, en huecos, pliegues o surcos o si estan completamentdiza#téas condicionan
el espectro de emisién que presente la proteina (Lakowicz, 1398}iko de fluorescencia
es denominada intrinseca (FI) ya que es propia de las proteinasgperprescinde del uso

de sustancias fluorescentes adicionales.
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Los estudios por espectroscopia de fluorescencia, analizando los camnbios
intensidad y el maximo de la emision fluorescente de los residuos de Trp, seiliradat
para determinar el efecto sobre la estructura de las poteéndistintos factores como el
pH (Edwin y Jagannadham, 1998), la temperat8eah{sh y col., 2007)interacciones con
sustancias desnaturalizantes (Edwin y col., 2002) y uniones covalaneslistintas
sustancias (Szabd y col., 2009), entre otros. Otro dato adicional dees&td®s es el
parametro dso/3s50 calculado como el cociente entre la emision a 330 nm y la enais360
nm (Herlax y Bakas, 2007). Estdsson caracteristicos de emision de Trp en entornos
distintos:Amax = 330 nm para entornos hidrofébicos como solventes organicgs ¥ 350
nm para entornos polares como el medio acuoso. El cambio del vdlgssdgal cambiar
las condiciones de incubacion de las protefiinas podria interpretanseuc cambio en la
conformaion e incluso como una desnaturalizacion (Herlax y Bakas, 2007).

En este trabajo, se emplearon dos muestras de papaina pura comodaddejae
sucederia en el extracto crudo, que contiene cuatro endopeptidasasa(pguaiopapaina,
caricaina y glicil endopeptidasa) y otras proteinas en su composicion.

Se realizaron dos tipos de ensayos de Fl: ensayos directos etasliteps ensayos
directos soOlo pudieron realizarse en las mezclas conteniendo AENDMF, ya que el
MeOH present6 una gran intensidad de fluorescencia en el raegaisién. En los ensayos
indirectos se separoé el solvente y luego las proteinas paglepise redisolvieron en buffer.
A partir de estas soluciones se realizaron los espectrosisiérede fluorescencia. En estos
casos se pudieron comparar los espectros con los obtenidos con la papaina nativa en buffer.

Una particularidad que sucede en los ensayos directos es que aigadxide
moléculas de solventes distintos al agua produce cambios dataieren la\ maxima
(Amax Y en la intensidad de fluorescencia (Lakowicz, 1999). Estos cangm®ducen por
la interaccion diferencial del fluordforo con el entorno: la polaridadn@damo condiciona el
nivel energético del estado excitado y por lo tanto la energi @mikion. Se ha visto que
solventes mas polares estabilizan el estado excitado por lo gemikisnes se vuelven
menos energéticas (&hax Se desplaza & menores, es decir al rojo). Por otra parte es
importante el efecto que producen solventes que pueden formar puehigi®geno con el
fluoréforo, en estos casos se observa un cambio en el mismo sentido yndro mas
pronunciado en concentraciones bajas del solvente en cuestion.

A fin de discernir si los posibles cambios en estos paramsbrosa causa de la

presencia del solvente o si provienen de un cambio en la estrpiite@a que produzca el
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cambio en el entorno de los Trp, se puede realizar el mismo tipedidas de FI sobre un
derivado de Trp (ATrEE), en cuyo caso los cambios observados se debarasplresencia
del solvente (Szabé y col., 2006). Si al cambiar el solvente, lardifardeAax entre el
ATrEE y la proteina se mantiene, se podria considerar queceherde los Trp solo ha
cambiado en la zona expuesta al solvente y no en la zona en contaelorestio de la
proteina, por lo que puede suponer que no existe, al menos en el entoesadel Trp, un
cambio conformacional (Kijima y col., 1996).

2.2.2.1.1.2. Uso del ANS

El ANS se une a sitios hidrofébicos de las proteinas expuestol/ahte. Segun la
conformacion y el tamafio de la proteina puede no existir union o pueitse hasta mas
de 50 moléculas de fluoréforo por molécula de proteina (Cardamone, 1 %9#). EI ANS
emite luz com entre 400 y 550 nm luego de ser irradiado con luz cercana a los 380hnm
embargo esta propiedad solo la posee cuando se haya en entornosnaéts: Asi
adquiere la posibilidad de fluorescer si se encuentra en s de sitios hidrofébicos o
si se haya disuelto en solventes organicos (Stryer, 1965). Por eStanma se pueden
registrar medidas directas, como las realizadas usando FI, con el ANS.

El ANS se unira a proteinas de membrana disueltas, o a proteimassp®rte, pero
se une poco a proteinas globulares solubles (Cardamone y Puri, 1992). Emagrote
desnaturalizadas completamente, cuando estas adoptan la conformamwiiblo éstadistico
ocultando todas las zonas hidrofébicas, la unién del ANS es muy bajaidradel ANS se
considera una medida de la hidrofobicidad superficial de las prot€E@sin y
Jagannadham, 1998; Cardamone y Puri, 1992).

En los primeros ensayos realizados con la papaina se obtuvo una buena respuesta con
concentraciones entre 0,2 y 101 de papaina mezclada con ANS @81 en buffer
Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, por lo que los valores de concentracion usadosreste@lde los

ensayos estuvieron de acuerdo con estos valores.

2.2.2.1.1.3. Ensayos de transferencia (FRET)

El ANS también se emplea en estudios de transferencia ddaepergresonancia
(FRET: fluorescent resonance energy tranyfé€@uando se irradia una muestra proteica en
presencia de ANS por luz @292 nm, las moléculas de Trp de la proteina excitadas

pueden transferir energia excitando las moléculas de ANS cerdézsia es posible ya que
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el pico del espectro de emision de los Trp proteicos (300 a 400 noiapa son el pico del
espectro de excitacidon del ANS (maximo 380 nm). Las moléculadNf& excitadas
emitiran radiacion de fluorescencia en el rangad dipico del ANS (400 a 550 nm). Este
fendmeno se manifiesta por la aparicion de un pico en el maximoisiéreatel ANS (477
nm), aunque los ANS no reciben una excitacién directa, y por unandson del pico
correspondiente a la emisién de los Trp de la proteina (340 nmy (f&ol., 2004) El
grado de transferencia dependera de la distancia entre dad@tgr acee la cantidad de

superposicion de los espectros mencionados (Lakowicz, 1999).

2.2.2.1.2. Ensayos directos con ATrEE

Los espectros obtenidos usando el derivado ATrEE mostraron en buffeo acuos
pico a 350 nm, en ACN 90% en 338 nm, en ACN 99% en 332 nm y en DMF, tanto 90%
como 99%, en 336 nm (V@abla 9). Aunque los valores de intensidades de fluorescencia
fueron muy variables, papaina mostré una intensidad de fluorescemma em ACN 99%
que en el resto de los medios investigadfogufa 11).

Se calcularon los desplazamientos del maximo de emisién de fapncés AL) de
papaina en las distintas mezclas de solventes respecto del valmadbsbuffer de pH 8,0
(AL = Amax €n la mezcla acuoso-organicaimax €n el buffer acuoso). Se hallaron
A\ diferentes para las dos proporciones de ACN estudiadas (-12 nm para 90% y -18 nm pa
99%) mientras que fueron iguales para el DMF (-14 nm). El etkxlos solventes parece
haber llegado a un maximo en el DMF al 90% y no en el ACN.

El derivado ATrEE disuelto en agua genera un espectro de fluocesoaninseca
desplazado hacia el rojo\ fax 350 nm), debido a la gran polaridad del medio y la
formacion de puentes de hidrogeno entre el indol del ATrEE vy el agual. dro extremo,
en un entorno apolar, el ATrEE mostraria un espectro estructurado goaximo en 300
nm (Lakowicz, 1999). EIl ACN y la DMF poseen polaridades muy lgigs, mucho
menores gque el agua pero altas en comparacién con otros solventes organicas pBdeptr
debido a su condicién de solventes aproéticos, no forman puentes de hidrégenaloEsta
caracteristicas hacen que los espectros del ATrEE en m&idi®s presenten maximos
intermedios entre esos dos valores (300 y 350 nm). Ademas se debleremrigie, aunque
escasa, existe agua en esas mezclas, por lo que el efecto dado paadefoda puentes de

hidrogeno existira (corrimiento al rojo), especialmente en las mezcld9gode agua.
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Figura 11. Espectros de fluorescencia de ATrEE disuelto en distintos solventes

2.2.2.1.3. Papaina sin incubar

Espectros de Fl.Mostraron grandes picos con maximos entre 341-343 nm para
ambas muestras (PPL y PPC). Dasx de la papaina estan desplazados entre 7 y 9 nm al
azul en comparacién con los valores observados con el ATrEE en buff@rafMar9). Esto
se explica considerando que el entorno de los residuos Trp de la pesteieaos polar que
el entorno del derivado de Trp.

El andlisis de estos espectros no es simple ya que existerresiduos de Trp en la
papaina. Es probable que los espectros correspondan a una sunseialéssprovenientes
de todos los residuos. Se sabe que residuos internalizados en un entorretacoenp
hidrofobico darian una sefial con un maximo en 300-310 nm, semejante a laiae¢ T
en un solvente apolar; por otra parte, residuos de Trp completampuogst®s a un medio
acuoso darian una sefial con un maximo cercano a 350 nm, como en @rg(le&gwicz,
1999). Dos de los cinco residuos de papaina se encuentran en el domihiélicesoe, uno
muy expuesto (Trp69) y el otro mas interno (Trp26) aunque en un entorno no
completamente hidrofobico. Los otros tres residuos se ubican en i@i@d&nTrp7 esta en
una zona helicoidal, parcialmente expuesto y rodeado por varios rekiduaf®bicos; el
Trpl77 se halla muy expuesto en una zona de estructura no definiddrgl8lL se
encuentra poco expuesto a la superficie en ungiEdwin y Jagannadham, 1998).

Los espectros de papaina en buffer acuoso mostraron sefiales coherenteduwsn resi
Trp parcialmente expuestos al medio acuoso. Los residuos mas inmna@enas

hidrofébicas deberian generar mayores intensidades de emisidumotsdencia hacia
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menores, sin embargo esto no se observo en los espectros. Dich@aausdnia justificarse
por la existencia de uniones por puentes de hidrégeno en las qog@astiindol de los

mencionados residuos o porque la emision proveniente de los mismosersagoida por

otros residuos de la papaina, como Phe, otros Trp e, incluso, por Hig Bragelborghs,

1994). Para simplificar el analisis se puede suponer que la peEiakne de residuos
parcialmente expuestos al medio.

Espectros de fluorescencia extrinseca empleando ANS union de esta sonda se
produce sobre las zonas hidrofobicas superficiales de las protEimasstos espectros
(Figura 12a), las muestras PPL mostraron intensidades de emision de flumiesce
moderadas con maximos en 478 nm, mientras que para las muestras B&fiales fueron
mas intensas con maximos en 477 nm. Ademas se observo que la idtetesida
fluorescencia se incrementé con el aumento de proteinas hattacraentracion, en tanto
que a valores superiores comenzd a descender. Este fendmeno se mlede ex
considerando que al haber mas proteinas hay mas zonas donde el ANSamreexceso,
se une. Este aumento de ANS unido aumenta la intensidad de la sefi@dzhdeor otra
parte, por encima de una concentracion de proteinas es probable gaetenextiincion
(quenching) colisional se pierda la radiacién emitida por esacuotadéde ANS unidas a la
proteina. Al aumentar la concentracion de proteinas, entonces sdgpertkr vez mas
emision hasta llegar al punto de no ser detectable por el equipo.

Espectros FRET.Se observaron dos picos, uno alrededor de 340pioa Trp vy
uno alrededor de 477 nmpi¢o ANS. En laFigura 12b se comparan los espectros FRET
con los de FI (ya que fueron irradiados a la misma longitud de.dfidd& misma se vio un
marcado descenso en ko Trpy la aparicion depico ANS cuando en la mezcla se
incorporo el ANS.

Realizando el mismo ensayo con distintas concentraciones de pre@iviasque a
bajas concentraciones los picos fueron semejantes en intensidad, mientrasuquengr la
concentracién de proteinas aumentpieb ANS de manera similar a lo que ocurrié en los
espectros ANS. La presencia de los dos picos indicé que partdudealasorbida por los
Trp se transfirid como energia a las moléculas de ANS y ganrtenitio directamente como
fluorescencia. Se puede pensar en que al menos uno de los Trp expaeshmsientra
cercano a alguna molécula de ANS a la cual transfiereian@igmismo tiempo hay uno o

mas residuos Trp que no transfieren su emision a ANS ya que aun se obsien/d igd
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Figuras 12. a.Espectros ANS de las muestras de papaina puras en buffspectros Fl
(O) y FRET (---) de las mismas. En rojo muestras PPL, en azul mues@€as PP

2.2.2.1.4. Papaina en ACN

Espectros FL En laTabla 9 se resumen los datos de los espectros, tanto los de
papaina en ACN 90 y 99%, directos e indirectos, como los de papaina EnMEOH,
buffer y todos los correspondientes a ATrEE.

En el caso de las medidas directas de FlI, las muestray IPPIC en ACN 90%
presentaron sus maximos de emision de fluorescencia a 333 y 334peutiskamente,
evidenciando un desplazamiento al azul (hacia valorasngenores) con respecto al buffer.
En ACN 99% ese cambio fue mas acentuadgx(ara la muestra PPC fue 327 nm y para la
muestra PPL, 330 nm). Se comprobd que la intensidad de emision aumerg&eeages con
respecto a la exhibida en buffer. Esto fue también observadol pareeE; sin embargo, el
aumento fue mucho mas marcado para papaina que para ATrEE. Los uhkaesdos

Llerena Suster, C.R.F. 125



para el parametrosdozso también se incrementaron al pasar de buffer a ACN, y fueron
mayores a mayor contenido de ACN en la mezcla.

Solventes Papaina pura | ATrEE

Amax 13301350 | Amax 13301350
ACN 90% | 333 1,22 | 338 1,10
ACN 99% | 330 1,30 | 332 1,26
ACN 90% | 340 0,96 | - -
ACN 99% | 342 0,92 - -
MeOH 90% | 342 0,96 - -
MeOH 99% | 345 1,03 | -
DMF 90% | 332 1,32 | 336 1,16
DMF 99% | 332 1,41 336 1,20
DMF 90% | 334 1,14 - -
DMF 99% | 334 1,19 - -
Buffer 343 0,94 | 350 0,67

! Determinaciones de FI directaDeterminaciones de FI indirecta.
Tabla 9. Valores dé\max Y l330/350d€ l0s espectros Fl de las muestras PPL y ATrEE
incubadas en distintos solventes.

Las muestras incubadas en ACN Yy redisueltas en buffer (metkdks indirecta)
mostraron espectrosinax de emision de fluorescencia semejantes a las muestras an buffe
(Figura 13a). La Amax para papaina en ACN 90% fue 343 nm y en 99% de ACN fue 342
nm. Estos picos resultaron de mayor intensidad a los de la papaimeubar. No se
observaron diferencias notorias entre ACN 90% y 99%, asi como tarapananifestaron
cambios significativos luego de distintos tiempos de incubacion. Hilagdesniento
observado en las medidas directas revirtio al redisolver papaina en buffer.

Los espectros de las medidas directas, al igual que los obteniddsTdeB en
ACN, mostraron un claro desplazamiento deNas, a longitudes de onda menores. Sin
embargo, el desplazamiento con respecto al buffer en estauead® 10 y 13 nm mientras
gue para el ATrEE habia sido de 13 y 18 para 90 y 99% de ACN, respectivamente.

Espectros ANS.En las muestras PPC, se observaron intensidades de fluorescencia
muy bajas y, por lo tanto no fue posible determinailgs En las muestras PPL se vieron
intensidades bajas connax dispersos entre 450 y 470 nm, es decir con desplazamientos
comprendidos entre 7 y 27 nm a menavelSstos cambios se ven, tanto a 90 como a 99%.

Los espectros se muestran efrilgura 13b.
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Figura 13. a.Espectros FI indirectos de las papainas puras (PPL y PPC)dasudéhoras
en ACN 90 y 99%b. Espectros ANS g. Espectros FRET de las mismas
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Espectros FRET.Las muestras PPC mostraron un goao Trpy no presentaron
pico ANS solo en algunos casos se alcanzd a ver un pequefio hombro en esta zana. En la
muestras PPL no se vio la desaparicionpgleb ANS aunque se observo un predominio
evidente depico Trp(Figura 13c). Estos resultados resultaron coherentes con los de ANS:
para las muestras PPC no se vigsmos ANSen los dos tipos de espectros mientras que si
aparecieron en las muestras PPL.

Kijima y col. (1996) establecieron una relaciéon entre el cambio afieidad
enzimatica (debido a cambio estructural) y el cambid\kig.x entre el que presenta el
ATrEE y el de la proteina quimotripsina. Consideraron que ebicadeA .« de la proteina
al cambiar el solvente contiene una componente debida al solventedghida a cambios
estructurales, mientras que el cambio que sucede para el Addgbes solo al solvente. En
ese sentido propusieron esta expresion:

= AAA,,, = AAF - AARTEE = AJE (estr) + AAR(solv) - AAATEE (sol) (A)

Donde Aer= AMTEE — AF, AAF es el cambio da para la enzima YZW\*"™F es el
cambio de\ para el derivado de Trp.

El cambio provocado por el solvente se minimiza en la restaleato®s términos
de la ecuacion y el cambio d& sera producido principalmente por el cambio estructural.
La diferencia entre estos valores es atribuible a cambiasestales. Un valor de 0 para
-AM\em habria mostrado que no hubo cambios estructurales. Las muestras dam&a papai
presentaron los valores que se presentan Eablia 10.

Estas diferencias, junto a las diferencias observadas esiddd de fluorescencia y
las evidenciadas al comparar los distintos valores sglgs4 calculados, podrian ser
justificadas por un cambio en la estructura de la papaina, egjdeastos cambios no se
deberian solo a un efecto del solvente orgéanico.

Medio Mem NAYAY Y
Buffer 350-343 =7
ACN 90% | 338-333=5
ACN 99% | 332-330=2
DMF 90% | 336-332=4
DMF 99% | 336-332=4

WWoN| !

Tabla 10. Valores deéM\¢m Y -AAAem S€QUN la ecuacidon A para distintos medios.
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Los cambios observados en ACN mediante Fl indicarian una aparente revetaion de
conformacion de la papaina al pasar de los medios con alta propdecéste solvente al
buffer acuoso original. Sin embargo, los espectros ANS y FRETranms diferencias antes
y después de incubar.

A pesar de estas diferencias, se puede considerar que los casthictumles
fueron leves, probablemente a nivel superficial, e incluirian una nexpsicion de
residuos hidrofdébicos y por ende, una disminucion en la unién de ANS. Por a¢sanpar
afectarian la zona del sitio activo y adyacencias ya que, semim en el Capitulo 1, no se
encontrd afectada la actividad enzimatica luego de la incubacidaltd ae transferencia se
relaciona también con una menor exposicién de residuos hidrofébicos. Pogstodse
puede considerar que el ACN produce cambios que se revierten enl padisaver en
buffer pero quedan “secuelas” de esta exposicion.

Estos efectos son mayores para las muestras PPC que p&RLlakEsto podria
explicarse como un posible efecto protector de las impurezasadiete@n la papaina PPL

con respecto a la PPC.

2.2.2.1.5. Papaina en DMF

Espectros FI. En medidas de Fl directas se observaron espectros con m&imos
332 nm {Tabla 9). Al igual que con ACN, hay un desplazamiento haciamenores, sin
embargo en este caso fueron observadas mayores intensidadesidie @199% que a 90%
de solvente organico.

En las medidas indirectas se vieron sefiales muy intensas candme&ue
gran parte de las proteinas se pierden en el proceso (ver €dpsitcion 1.2.2.2.3.). Los
méaximos de los espectros estan comprendidos entre 333 y 33&Egura(14a). En este
caso, lashmax son similares a las que presentan los espectros de ladameliiectas (a
diferencia de lo se observd con ACN, donde los espectros revierddores de\nax iguales
a los de papaina nativa al redisolverse en buffer). También se vio que las intsrfsigiaute
mucho mayores a 24 horas de incubacién que a 1 hora y que el desplazdetigptofue
ligeramente menor para 1 hora (337 nmg(ra 14b).

Espectros ANS.Se observé que a 1 hora de incubacion la intensidad es muy baja,
mientras que a 24 hs llega a valores apreciables\ggrentre 473 y 476 nm (solo

ligeramente desplazados con respecto a la nativa). Por otraseanteservaron intensidades
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mayores en las muestras PPC que en las PPL, asi como sedmlesensas en 99% que en
90% de DMF Figuras 14c y 144.
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Figura 14. a. Espectros Fl indirectos de las papainas puras incubadas 24 horas en DMF 90 y
99%. b. Espectros FI indirectos de PPC incubada 1 y 24 horas en DMF 90 yc99%.
Espectros ANS de las papainas puras incubadas 24 lor&spectros ANS de PPC
incubada 1 y 24 hora®. Espectros FRET de las papainas puras incubadas 24 horas.
Espectros FRET de PPC incubada 1 y 24 horas.
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Espectros FRET. Mostraron, en todos los casos, pico ANS importante y
practicamente nula emision en la region del Trp. Esto indica gate exna transferencia
marcada en todos los espectros analizados. Se vieron diferenciaasnentre 90% y 99%
de solvente y entre 1 y 24 horas de incubadigufas 14e y 14f, lo que es coincidente
con lo observado en los espectros de Fl y ANS.

El cambio deAmax en los espectros FI de 343 nm para papaina nativa, a 332 nm
incubada en solvente y 335 nm luego de redisolverla en buffer. Lososaarbintensidad
entre estos estados se pueden explicar de diversas mangoasd8eonsiderar que en la
papaina redisuelta quedan restos del solvente unidos, lo que provocariaigue n®
vuelva al valor original, pero por otro lado es esperable que en mediabsoluta mayoria
de agua esta reemplace rapidamente las moléculas remasheridddF. Otra explicacion
involucraria un cambio conformacional irreversible de la papaipasalr de buffer a DMF

debido a que se observo que existe un componente estructural al axladikay (Tabla

10), ademas del ya mencionado cambio el las

Los ensayos de ANS y FRET refuerzan la hipétesis del camobforemacional. Por
otra parte, se ven en los espectros Fl y en los ANS intensidageses a las esperables en
la papaina nativa, considerando la pérdida de proteinas mencionada.

De acuerdo con los espectros Fl indirecta, se podria considerarxigte wna
disminucién de la polaridad en el entorno de los Trp, por lo gue.lgse desplazan hacia
el azul (343 nm a 334 nm). Esta menor polaridad estaria relaciooadzambios en la
conformacion que provocan aparicion de residuos hidrofébicos cerca de losasrp m
expuestos. Estos mismos residuos generarian mayores sefiaS,dgAjue proporcionan
mas sitios de union a la sonda fluorescente. También se relacional atto nivel de
transferencia, ya que los espectros muestran que, practicarwtdela energia que
absorben los Trp se transfiere a las moléculas de los ANS, nestsucede en la
conformacion nativa ya que la transferencia es parcial. El aled de emision de la Fl
puede relacionarse también con la exposicion de residuos hidrofobicollestaros Trp
internos.

Se vieron leves diferencias entre las muestras PPC y RPtorgprobd un mayor
efecto sobre PPC: esto es coincidente con el efecto apreciad@Cthrdénde se explicaba
que la PPL puede estar protegida por impurezas de la muesthiéfase observaron

mayores efectos para 99% que a 90% de solvente organico.
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Por otra parte, se evidencié que el cambio conformacional inactasemtimas ya
que presentaron nula actividad proteolitica especialmente a tieangos (ver Capitulo 1).
Sin embargo, no se vio el tipo de desnaturalizacion que sufre la papaprasencia de
cloruro de guanidinio (por ejemplo) ya que la proteina, en presencmigtab, luego de
desplegarse completamente adopta una conformacién de ovillo estagstidom coil)
(Edwin y col., 2002), en ese estado los sitios hidrofébicos se esconderoytpoto las
sefiales ANS son nulas.

Fueron notorias en este solvente las diferencias entre incubaciéredutagt24 hs
(Figuras 14b, 14d, 14f Esto se puede explicar considerando un incremento del cambio
conformacional con el tiempo de exposicion al DMF. En todos los espeetiasserva un
marcado aumento de la sefial a tiempos largos y sefales nagyabagmpos cortos. El
cambio conformacional a 1 h no superaria el efecto quenching producidtaemuega
conformacion, en este caso, donde hay menos cantidad que proteina sexptdaiaper
extincion por las mismas moléculas de DMF (Fucaloro y col., 1984).

2.2.2.1.6. Papaina en MeOH

Espectros FI.No se pudieron realizar medidas directas en este solvente, dednido a
alta emision en la zona de emision de los Trp. En las medidascitadirse ven sefiales muy
bajas en las muestras PPC y levemente mejores en las-igBta(15d). Las bajas sefales
son consistentes con la pérdida de proteinas en el procedimiento decititupa
redisolucion en buffer. Por otro lado se vio que, aunque tanto para bidié-gara MeOH
se recuperan cantidades equivalentes de proteinas en el procedimasntsefibles
detectadas luego de incubar en MeOH fueron menores que las obsesadis DMF (ver
Capitulo 1, seccion 1.2.2.2.3.). Los espectros presentaron intensidadeseligerarayores
para 99% de MeOH que para 90% y no hubo mucha diferencia entre 1 y 24 hs. Con respecto
a las Amax €n las muestras con intensidades aceptables se observarordassuitay
variables en algunos casos un poco menores que la papaina nativa (338y333885
nm). Los parametroszsysso calculados Tabla 9) en estos casos arrojaron valores muy
cercanos a los de papaina en buffer.

Espectros ANS.Tanto para las muestras PPL como para PPC se vieron intissida
de fluorescencia menores que la papaina nativa. En MeOH 99%esstenso fue mas
marcado. Para altas concentraciones proteicas se observan lws efecquenching

descritos previamente. En muestras PPL se obtuvg,aren 465 nm, es decir desplazado
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haciaA menores con respecto a la nativa, aunque no tanto como en el casoNdeER

PPC se ve algo parecido aunque no tan desplazado al azul (468qurg (L5b).
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Figura 15. a.Espectros FI indirectos de las papainas puras (PPC y PPL)dasud&horas
en MeOH 90 y 99%b. Espectros ANS g. Espectros FRET de las mismas

Llerena Suster, C.R.F. 133



Espectros FRET.Se vio una clara transferencia en las muestras PPL, dismihuyo e
pico Trp con respecto a Fl, y aparece un importade ANS En las muestras incubadas en
MeOH 90% la transferencia fue mayor que en MeOH 99%, hecho coirecident lo
observado en los espectros ANS. Se observa algo similar a louque can papaina nativa,
pero con intensidades menores. Para las muestras PPC, en casnbspelctros resultaron
de tan baja intensidad que no se pudieron anakzgur@ 15¢).

Los cambios observados en los espectros FI y ANS de papaina en beOH
respecto a los que presenté en buffer fueron leves desplazanmiggptoBor otro lado, es
posible advertir un descenso en las intensidades de estos espeadioblest a la pérdida
de proteinas del procedimiento. El MeOH produce que la papaina forameles
aglomerados insolubles, sin embargo, también es evidente que paite pipaina
permanece soluble y por lo tanto se evidencian disminuciones endatasnde actividad,
proteinas y por lo tanto en las medidas de fluorescencia (Capit@std3. precipitados, sin
embargo, no fueron iguales entre las muestras PPL y PPC. jmmelr caso se pudo
observar sefales significativas sobre las cuales fue posililearesnalisis mientras que
para las PPC son tan bajas que eso no fue posible. La papainamareper soluble
conservo las caracteristicas de la papaina sin incubar cendiéerncias manifestadas por
los espectros. Entre ellas se vio un leve desplazamiento haciaem&nde la Fl. Esto
podria deberse a un incremento en la hidrofobicidad en el entorrus desiduos Trp,
aungue en mucho menor grado que lo que ocurriria en DMF). Se e@idaetenas un
pequefio corrimiento délmax de los espectros de ANS, también observado con los demas
solventes. También se observé un aumento en la transferencia egptioatd suposicion
de aumento del entorno hidrofébico sobre los Trp, mencionado. Este efeatwuche
menos marcado que para el DMF.

Por ultimo, el efecto de aglomeracion seria mayor al sgomia concentracion de
MeOH y también al pasar mas tiempo de incubacién, ya que agsafimayor proporcion

de solvente organico y mayor tiempo de incubacién fueron menores.

2.2.2.2. Estudio mediante FTIR

El andlisis del espectro infrarrojo de las enzimas en lameatg la Amida | (1700 a
1600 cm') provee informacién cuali y cuantitativa de los distintos componefeet
estructura secundaria de la enzirBarth y Zscherp, 2002; Barth, 2001)a sefial Amida | se

origina a través de las vibraciones de estiramiento de los gragmsnido C=0 del grupo
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peptidico. El estudio de dicha sefal provee informacién de la estrgettwadaria de las
enzimas porque esta influenciada por pequefas variaciones de ldrggeoméecular y por
las interacciones puentes de hidrogeno que se producen en el interior de las proteinas.

La deconvolucion de la banda Amida | de las muestras de papainay PPC
permitié establecer que estd compuesta por ocho a diez bandasrgaporwien a la hélice
alfa, lamina beta, giros beta y estructura desorder@adenga y col., 2007; Ghosh, 200%)a
Tabla 11 indica los numeros de onda y las asignaciones de las seifadesojas de la
estructura secundaria de la papaina (Barth, 2007; Kong y Yu , 2007; kocesti 2010;
Lau y col., 2004).

El FTIR-ATR reemplaza, como se detallé en la seccién 2.1.2.2.3Celpdr DO.
Este procedimiento permite observar las sefiales IR en la zémida | (1700-1600 ci)
sin la perturbacién introducida en los espectros por la intensadef#gua a 1640 ¢h
[6(OH)].

Los resultados obtenidos mediante ambos métodos fueron muy sinuitarés que
para realizar el andlisis de los espectros se consideré enpmnte de FTIR-ATR por su

mayor exactitud.

Numero de onda (cn) | Estructura asignada
1610-1618 Agregados
1625-1628 Laminaf3
1631-1634 Laminaf3
1635-1640 Laminaf3
1642-1648 Desordenado
1655-1658 Hélicea
1668-1672 Giro 3
1674-1680 Girof3
1680-1687 Giro 3

1697 Laminaf3

Tabla 11. Asignacion de picos de la deconvolucion de los espectros de FTIR.

Como se vio anteriormente, la papaina es una enzima consistente eadana
polipeptidica simple plegada en dos dominios de tamafio similar, pero stietadi
conformacion. Estos dominios son denominados L (izquierdo) y R (deredahudp da
estructura secundaria predominante la hélipara el dominio L y la hoja plegaigpara el
dominio R. La molécula esta plegada de tal forma que entre lododaigios queda una

hendidura donde se encuentra el sitio activo; los aminoacidos deada tatalitica
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provienen de ambos dominios. La triada estd compuesta por Cys 25 enicma fual
dominio L, His 159 en hoj@ y Asn 175 en estructura al azar, ambas en el dominio R, el
residuo GIn 19 que también cumple un rol importante en la catéfigimatica, se ubica en
una estructura al azar del dominio L (Kamphuis y col., 1984).

La estructura cristalografica de Kamphuis y colaboradores (1aBdacenada en el
protein data bank (PDB) mostr0, para las dos principales estrusao@sdarias porcentajes
entre 25 y 30% para las hélimey entre 17 y 22% para las hojas

Los porcentajes de cada estructura en papaina incubada en distetios se
muestran en l&igura 16.

En buffer bérico-borato 0,1 M de pH 8, papaina presentd un 23% de dnélizé%
de hoja plegadd3, porcentajes similares a los datos de la estructura logsifica
(Kamphuis y col., 1984). También fue similar a los datos obtenidos jpsrantores usando
FTIR-ATR vy otras técnicagSzabd y col., 2006; Goormaghtigh y col., 1990; Kamphuis y
col., 1984; Oberg y col.,, 2003)En la Figura 17a se muestran los espectros

deconvolucionados de papaina (muestra PPL) en buffer bérico-borato 0,1 M de pH 8.

40

35
30
25 1
20 -
15
10

Porcentajes

Buffer ACN90% ACN99% MeOH90% MeOH99% DMF90%  DMF 99%

Solventes

Figura 16. Porcentajes de estructuras secundarias en papaina incubada en distemnoesssol
obtenidos mediante espectroscopia FTIR-AdRIélicesa, = l[aminas, m giros[3,
estructuras al azam, agregados.

Los cambios en ACN 90% fueron superficiales, sin afectar notoriams&mt
actividad. El principal cambio en la estructura secundaria se dedidnanto de estructuras
hélicea (Figura 16). El espectro deconvolucionado se muestra éfiglara 17b. En ACN

99%, en cambio se ve, principalmente, un aumento de lafiffaguras 16 y 17¢.
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Los cambios en ambos medios se pueden interpretar como una majatestion
qgue afecta la exposicién de distintos residuos. Como medianteudsoedde fluorescencia
se observé una escasa union de ANS y nula transferencia, se puede guporstos
cambios redujeron la exposicion de Trp y de zonas hidrofobicas, siendo este
comportamiento levemente mas acentuado para ACN 99% que 90%. Sin endstag
modificaciones estructurales se darian en regiones alejadlasitid activo, ya que la
actividad catalitica no se vio afectada. Por otro lado, estos caotbigmrian una mayor
estabilidad a la proteina ya que vemos que la actividad no se marel tiempo de
incubacién (Capitulo 1)

En presencia de MeOH 90%, la deconvolucion de los espectros FTRRA#Etrd
un aumento de estructura hélacgue podria deberse a una transicion conformacional desde
regiones al azar, ademas se ve un leve aumento de lafifragura 16). Este
comportamiento fue similar al observado en EtOH al 90% (Szab6 y2686). En la
Figura 17d se ve el espectro deconvolucionado de la papaina en este medio.

Aunque los cambios en la estructura secundaria observados en MeOH 90%

son similares a los de ACN 90%, en MeOH 90% la actividad enzendisminuyd un 50%
(Capitulo 1). Estos cambios, por lo tanto, no estarian involucrando laasmsgiones de la
papaina. En el caso del MeOH 90% las modificaciones en lectest, al parecer menores,
estarian ocasionando un cambio conformacional parcial en el sitio,adientras que en
ACN 90% ocurrian superficialmente. Por otro lado, y en forma inne®&@N 90%, estas
modificaciones no afectan significativamente la exposicion dey Tggiones hidrofébicas
ya que los espectros de fluorescencia no muestran diferenpi@gantes con los vistos en
papaina en buffer acuoso.

En MeOH 99%, en cambio, se observd un aumento de[yjitosleve aumento en la
proporcion de [aminf y estructuras desordenadas y un descenso de bédlkiguras 16y
179. La pérdida de actividad observada puede deberse a la desapdeitiélicesa del
dominio L ya que la Cys 25 del sitio activo se encuentra en ueHase Por otra parte las
nuevas estructurgs permitirian que residuos hidrofobicos queden expuestos explicando los
espectros de Fl y FRET. Al igual que en MeOH 90% los cambéssdmrasticos se darian en
cerca del sitio activo.
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Figura 17. a.Espectro FTIR deconvolucionado de papaina, muestra PPL, (banda Amida I)
en buffer borico-borato de pH 8%.en ACN 90%c.. en ACN 99%d. en MeOH 90%e.

en MeOH 99%f. en DMF 90%g. en DMF 99%

En DMF 90% se incrementaron levemente los gpog las estructuras al azar,

mientras que las proporciones de estructuras h@igekminasp disminuyen Figuras 16

y 17f). Es decir, las modificaciones observadas fueron leves con t@spéx papaina en
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buffer. Estos resultados contrastan con los drasticos cambios obsemad@site los
estudios de fluorescencia. Se podria proponer que se formaron bolsiltdéhiars en la
superficie enzimética debido al aumento de los @rgdas estructuras al azar para explicar
los cambios en los espectros de fluorescencia, especialmentdo cgsm empled la sonda
ANS. Por otra parte, estos cambios afectaron seria e intdeensnte el sitio activo de la
papaina.

Los cambios observados en DMF 99% fueron los mas notables: grentawn la
proporcion de estructuras laminfisy agregados y disminuciéon de héliaey giros 3
(Figuras 16y 17¢). La magnitud de los cambios, en este caso, si se pudo correldi@mar
con lo observado en los estudios por fluorescencia y con las medidadivigadc
enzimatica ya que en ellos también se observaron cambios notosios. &ambios
explicarian la pérdida absoluta de actividad y la exposicion d#uosshidrofébicos que

generaron las alteraciones en los espectros de fluorescencia.

2.3. Conclusiones

2.3.1. Purificacion de papaina

Se logro purificar papaina a partir de dos fuentes distintasxtuacto hidrosoluble
obtenido en nuestro laboratorio (pap L) y un extracto crudo comerciaFjpagediante un
método muy simple. La purificacién consté de dos pasos de precipitemn(NH,),SO,
(de 0,45 y 0,4% de saturacion) y un paso de precipitacion con NaClniedds cuales se
separ6 papaina de las otras proteasas. Se eligio este métodospuplgidad y porque
puede ser escalado a nivel industrial con bajos costos. Todos los pasatizegon en
presencia de tetrationato sédico (TT) en distintas concentraciones, ppeservar la
actividad enzimética. De esta manera se evit la oxidaciditidedctivo de la papaina. La
mejor concentracion de TT encontrada fue 30 mM. La purificaciorreasizada tuvo
rendimientos de alrededor del 3% (6,8 mg/g de solido con el maxiradtigi®lad). Para el
extracto comercial, en cambio se obtuvieron mejores rendimientassenceéa de TT (5,6
mg/g de solido, 2%) probablemente debido a la presencia de otrissagstabilizantes que
pudieran interferir con el TT y la purificacion. Se considera g sisara TT desde las
primeras etapas de recoleccion del latex se podrian obtermessgndimientos (Espin e
Islam, 1998).
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Se usaron variadas técnicas para determinar la pureza del pr@DSt®AGE, IEF
y zimogramas, cromatografias de intercambio i6nico, espectrometriasds MALDI-TOF
y PMF. Cada técnica aport6 datos valiosos sobre la purificaciorspleracon el analisis de
los PMF del producto liofilizado y de las bandas de la SDS-PA&®odtraron que se
obtuvo un producto altamente purificado, asi como la naturaleza ygehate las escasas
impurezas aun presentes. Se confirmé que el producto purificado conteaiaapaura y
que las impurezas observadas como bandas de bajos PM en las SD®4BPAGpeéptidos

provenientes de los cuatro proteasas.

2.3.2. Estabilidad de papaina en distintos mediog@oso-organicos

Los distintos analisis mediante espectroscopias de fluoresceneildR-ATR
fueron Utiles para profundizar sobre las causas de los cambiogsanlmseen la actividad
proteolitica de la papaina purificada cuando fue expuesta a distiobosntes. Esta
informacion, ademas, podria relacionarse con lo que sucede corrdm$cesxtrudos ya que,
en lo que se refiere a actividad residual, presentan un comportasireiés a la papaina
pura, como se vio en el Capitulo 1. Estos estudios resultan de im@ogare analizar la
posibilidad del uso de las enzimas como biocatalizadores en este tipo de medios.

Los sistemas investigados contenian 1 6 10% de buffer acuoso de pH 84 y 90
99% de ACN, MeOH o DMF. Se observé una estructura ligeramentecondgacta y
estructurada en todos los medios investigados cuando se la compa@eda proteina en
un ambiente acuoso. Sin embargo, no se detectaron grandes cambissestiulzturas
secundarias como se ha observado para otras enBandss@, 2002)

En ACN se vio que la actividad varia muy poco a pesar deyarmatructuracion
gue mostraron los estudios espectroscopicos. Esto puede explicar pok@i¢ et uno de
los solventes de eleccion para las reacciones biocatalizadé&srndacion de uniones
peptidicas. EI MeOH provoco un descenso grande en la actividad ecajrabtjue podria
explicarse por la formaciéon de agregados proteicos insolubles yogparambios en la
estructura secundaria que deformarian el sitio activo de la pamaingue mediante
fluorescencia no se vieron cambios importantes. DMF, un cosolvente quentaula
solubilidad de derivados de aminoacidos comunmente usados como sustrdéss en
determinaciones de actividad hidrolitidgei(nandez y col., 1991emostré ser el solvente
mas agresivo de los tres ensayados en este estudio, ya queddeovaactivacion de la

papaina luego de 1 h de incubacion. Los estudios de fluorescenciaarewaiacambio
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global irreversible en la ubicacion de los Trp luego de 24 hs. de tibnb&in embargo en

DMF 90% sélo se observaron cambio menores en la estructura se@uBgsrss cambios

provocaron la pérdida irreversible de la actividad catalitica.

Los ensayos espectroscopicos indicaron una pérdida de flexibilidadodpaina,

hecho observado en otros estudiBsrdusa, 2002)Sin embargo este efecto no explica por

qgué los resultados de la actividad caseinolitica residual son alstnt cada caso. Esto

podria relacionarse por la capacidad de algunos solventes de ptedesimodificaciones

en lugares que no afectan al sitio activo, mientras que otros lo baeacialmente en el

mismo, en mayor o0 menor grado provocando la inactivacion parcial o total de la enzima.

De acuerdo a estos resultados se confirmé que el ACN fue el mecige de los

solventes ensayados, en lo referente a la estabilidad estryctatalitica de la papaina. El

uso del MeOH podria restringirse a tiempos cortos de ensayo pro@mEes no muy

elevadas de dicho solvente. Finalmente, se confirmé la nocividad delcbiio cosolvente

en altas proporciones como medio para usar estas enzimas, heclén tabgervado en

otras proteasas con excepcion de la subtilisina. Esta observagéneimna limitacion

importante en el uso de la papaina ya que el DMF (como el DMSOapaz de disolver

azucares y aminoacidos de dificil disolucion en otros solventes (Pederser2Q@3).
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Fitoproteasas como biocatalizadores
en sintesis organica en medios
acuoso-organicos

Inmovilizacidn de proteasas y
caracterizacion de
biocatalizadores
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Este capitulo describe la preparacién de biocatalizadores y actez@acion.

Para ello se usaron los extractos crudos de las proteasasuigioSapitulo 1, papaina y
araujiaina. Dichos extractos se inmovilizaron mediante adsorcidplesisobre dos
soportes de bajo costo y gran disponibilidad:;i@oliamida.

En el primer caso estudiado se emplearon araujiaina ¥y (&itatasa), un oxido
inorganico presentado como un fino polvo blanco de gran area supeficiab no
existen antecedentes de inmovilizacion de proteasas sobre este sopayénico, se
plantearon una serie de procedimientos de inmovilizacion cambiando lanitaniones
de los extractos y los medios de incubacion. A continuacion, se désarrohinucioso
seguimiento de los procesos evaluando la cinética y la selectidéal adsorcion del
extracto crudo y de las proteasas sobre el soporte en cada ur® mlededimientos.
Posteriormente se estudiaron varias caracteristicas de doatdlizadores preparados
como la actividad amidasica, la desorcion y la reutilizacion en medios acuosos.

En el segundo caso se prepararon dos biocatalizadores adsorbiendceksaprot
sobre poliamida, un polimero poroso granulado. Después de describir el prestgim
dados los antecedentes del uso de este soporte con proteasagGenmaatxhaustiva
caracterizacion para evaluar su actividad esterasica, la desgrda reutilizacion en
medios acuosos, asi como la selectividad ante distintos sustrdaéiEas derivados de

aminoacidos.
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3.1. Experimental

3.1.1. Inmovilizacion de araujiaina en TiQ

3.1.1.1. Procedimiento de la inmovilizacion

El material vegetal usado fue un extracto crudo enziméticadendib deAraujia
hortorum (araujiaina) cuya obtencion se detalla en la seccién 1.1.1.Tagédulo 1.
Distintas cantidades de ese extracto crudo Teda 1) se disolvieron en 50 ml de agua
destilada y se centrifugaron a 9600xg durante 45 min a 4°C pararsepaponentes
insolubles. Como los extractos mostraron tener mayor actividathaldsea en rango de
pH alcalinos (Priolo y col., 2000) también se disolvio el extractoudier bérico borato
0,1 M pH 8,5. Las soluciones resultantes se mezclaron con 1,0 g gl $&0dejaron
incubando durante 24 hs a 4°C, con agitacion magnética (350 rpm), de dewaézeatar
lo menos posible la actividad enzimatica (Foresti y Ferréf)7). Durante esta
incubacién se tomaron muestras a distintos tiempos para haeguehento. Pasadas
las 24 hs, las mezclas se centrifugaron a 9600xg durante 3 min @e48€scartaron los
sobrenadantes, se lavaron los sdlidos resultantes con agua destdadaepitio la
centrifugacion. Los biocatalizadores producidos se secaron hastaopstmte en estufa
a 30°C.

Solucién| Masa de extracto Solvente Biocatalizador
crudo (mg)
a 200 Agua destilada A
b 400 Agua destilada B
C 800 Agua destilada C
a* 200 Buffer pH: 8,5 A*

Tabla 1. Composicidn de las soluciones de partida para la inmovilizacion de araujiaina en
TiO;

3.1.1.2. Seguimiento de la inmovilizacion

Se tomaron muestras de 0,5 ml de la solucion inicial antes déamaat el TiQ
ab, 10,15, 30y 60 miny a 2, 4, 6 y 24 hs después de comenzada la incuksgion.
muestras se filtraron usando filtros de nylon (O4B), para separar el solido y las
soluciones se mantuvieron a -20°C hasta los andlisis posteriores.

En primer término, se registraron los espectros UV-V, entre ZOMym, de la

solucion b al comienzo y al final de su inmovilizacion. A partir aealiferencia entre
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ambos espectros se calculo el espectro tedrico de la fradeiGextracto crudo de
araujiaina adsorbido.

Considerando estos espectros, se midio la absorbancia a 280 nnmie$ass
tomadas durante la inmovilizacion en un espectrofotémetro Agilent 8453E UV-Visible

Ademas se determiné el contenido proteico de las mismas usandtodbrdé
Bradford (1976) y seroalbumina bovina (BSA) como estandar. Se midiongtnido
proteico de la solucion inicial de araujiaina y de las muestras tomadastaslistimpos.

Por otra parte, se realizd la medida de actividad proteolitita a®ujiaina y de
las muestras usando caseina como sustrato (Arribére y col., 1998¢ztk de reaccion
(MR) se prepar6 agregando a 0,1 ml de muestra 1,1 ml de solucioretieacalsl% en
buffer Tris-HCI 0,1M pH 8,0 con cisteina 5 mM. Se incub6 en bafio a 378€Cgtsvo a
los 10 min por adicién de 1,8 ml de TCA (acido tricloroacético) 5%tllnss se dejaron
a 4°C durante una hora y se centrifugaron a 3900xg durante 30 mimmidigela
absorbancia a 280 nm de los sobrenadantes. La actividad fue definidaucoiades
caseinoliticas (Ucas) segun fue indicado en el Capitulo 1.

En todos los casos se hicieron diluciones adecuadas para que lammasdic

estuvieran comprendidas en el rango de cada método.

3.1.1.3. Caracterizacion del biocatalizador
3.1.1.3.1. Actividad amidasica

Se uso el sustrato PFLNA (L-piroglutamil-L-fenilalanil-Lut@na p-nitroanilida)
para determinar la actividad hidrolitica de los biocatalizadomevilizados ya que es un
sustrato especifico para cistein proteasas (Filippova y col., 1984).

Las muestras empleadas fueron suspensiones de los biocatalifadogéml) en
buffer fosfato 0,1 M pH 6,5 con EDTA 0,1mM y DTT 3 mM. El medio de néacfue el
mismo buffer. Se prepar6 una solucion stock de PFLNA 1,5 mM en DMSO
(dimetilsulfoxido); dicha solucién fue agregada a la mezcla deiéeapara llegar a una
concentracion de 0,15 mM. La incubacion de la muestra en ese medazdénee hizo
en estufa a 37°C y con agitacion orbital de 200 rpm durante 10 mined@sanes se
detuvieron usando acido acético 30% v/valfla 2). Posteriormente, las MR se
centrifugaron a 3900xg durante 20 min y se midié la absorbancia eit@anilina
liberada a 410 nm del sobrenadante. Mediante una curva de calibraceinuaron las

unidades internacionales, es decir, la cantidad de enzima quecerbgumol de p-
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nitroanilina por minuto en las condiciones del ensayo. También se deidenactividad
en el extracto crudo de araujiaina de manera de poder calcptancehtaje de actividad

retenido en el biocatalizador.

Componente de la mezcla de reaccion Concentracion/olumen
Suspension de biocatalizador en buffer. 5 mg/m 0,4 ml
Buffer fosfato 0,1 M pH 6,5; EDTA 0,1 mM; DTT 3 mM 1,62 ml
PFLNA en DMSO 1,5mM 0,18 ml
Acido acético 30% 0,5 ml

Tabla 2. Componentes, concentraciones y volimenes en la mezcla de reaccion de
actividad amidasica.

3.1.1.3.2. Desorcion enzimatica del biocatalizador

Se prepararon suspensiones de 5 mg/ml de los distintos biocata&&addsuffer
fosfato 0,1 M pH 6,5 con EDTA 0,1 mMy DTT 3 mM. A 0,4 ml de estas sugpessse
les agreg6 1,62 ml del mismo buffer con distintas concentracionE€ideSe dejaron
incubando durante distintos tiempos en agitacion a 200 rpm en estufa araBrC3).
Se centrifugaron las muestras a 4500 rpm, 5 min, 4°C y se sefdassobrenadantes de

los sélidos.

Biocatalizador | Tiempo (min) Buffer
A 3 con KCI0,3 M
C 3 con KCI0,3 M
A 20 con KCI0,3 M
C 20 con KCI0,3 M
A 8 sin KCI
B 8 sin KCI
C 8 sin KCI
A 8 con KCI 0,1 M
A 8 con KClI0,2M
A 8 con KCI0,3 M

Tabla 3. Condiciones para el estudio de la desorcion enzimatica desde el biocatalizador.
A, B y C biocatalizadores producidos a partir de las solucion a, b y ¢, respecteament

Se midié actividad amidasica en los sobrenadantes y los solidasi€i€lo con lo
detallado en la seccion anterior. En el caso de los sobrenadanttanu#@e se adiciond
el sustrato. Los sélidos, en cambio, se resuspendieron en 1,62 ml deabtde del
agregado de PFLNA.
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Los ensayos permitieron comparar tanto tiempos de incubacion, bixasdeds,
como fuerzas idnicas (a partir de las distintas concentradien€€l) como se detalla en
la Tabla 3.

3.1.1.3.3. Ensayos de reutilizacion

Para estos ensayos se utilizé el biocatalizador preparadoiradga®00 mg de
araujiaina con 1,0 g de Ti@n agua destilada (A). Se realizaron ensayos de hidrélisis con
PFLNA como se describe en las secciones anteriores durantenl®ara detener la
reaccion se colocaron los tubos en un bafio de hielo, en lugar de agrdgaacético,
que inactivaria permanentemente al biocatalizador. Se cganaiu inmediatamente y se
separaron las fases. A los sobrenadantes se les agregd ehédido y se midid la
absorbancia a 410 nm. Por otra parte, a los sélidos se los lavé cateatilaala y se los
centrifugd nuevamente. Los sdlidos lavados fueron resuspendidos en elfbsfito
previamente mencionado y se repiti6 el ensayo de actividad acaidaEste
procedimiento se repitié tres veces mas. Los resultados sesaxpre&eomo porcentajes
respecto a la primera medida de actividad.

3.1.2. Inmovilizacion de papaina y araujiaina sobreoliamida

3.1.2.1. Preparacion de los biocatalizadores

Se prepararon suspensiones enzimaticas a partir del ex¢ratoatico crudo
liofilizado de latex déAraujia hortorum(ver Capitulo 1) de papaina comercial Fluka en
buffer bérico borato 0,1 M pH 8,5 con DTT 50 mg/ml. Para ello, serqe$D0 mg de
araujiaina y se suspendieron en 3 ml del buffer. Esta suspensioezst con 3,0
gramos de poliamida y se agitd enérgicamente durante 10 minutosigggyurar una
distribucion homogénea (Clapés y col., 1999). El producto fue liofilizado duBénte
horas. Los biocatalizadores producidos se nombraron como Ara/pol y Pap/pohshske
prepard una mezcla entre 1 ml del buffer mencionado con 1,0 g de sop@tgose
liofilizé de igual manera que la muestra. Estas Ultimas prejmares (Bco/pol) se usaron

como blancos en algunos de los ensayos.
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3.1.2.2. Caracterizacion de los biocatalizadores en poliamida
3.1.2.2.1. Medidas de actividad

Se midié concentracion de proteinas por el método de Bradford wdadti
caseinolitica en las soluciones de araujiaina siguiendo el protocolo descrito en 3.1.1.2.

La actividad de los biocatalizadores (Ara/pol y Pap/pol) se rdetérmediante
medidas de actividad esterasica usando ZpAtirofenil éster como sustrato. El mismo
fue disuelto en acetonitrilo para obtener una solucién stock 1 mM, en daatda
concentracion final en la mezcla de reaccion fue de 0,04 mM. Byessarealizdé en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. Se midi6é espectrofotométricamentdsmrdancia dep-
nitrofenol liberado a=405 nm en forma continua con el tiempo, en celda termostatizada
a 37°C con agitacién constante. Simultaneamente se realizaronsblasendo Bco/pol
para descontar gd-nitrofenol liberado por hidrdlisis espontanea en iguales condiciones
(Ascenzi y col., 1983). Cada muestra se hizo por triplicado. Como medidacdkvidad
en cada caso se calculé la pendiente de la curva de cipétieazona de incremento
lineal de la absorbancia en funcion del tiempo. Posteriormente regalimaron los
valores de pendientes a una masa fija de los biocataliza8arey).(Se realizé una curva
estandar dep-nitrofenol para calcular las unidades enzimaticas interndemn@l,
definidas como la cantidad de enzima que liberanttl dep-nitrofenol por minuto en las
condiciones del ensayo).

3.1.2.2.2. Ensayos de desorcién enzimatica

Se pesaron entre 5 y 6 mg de los Ara/pol, Pap/pol y Bco/pol y seacmioen
tubos con tapa. Se incubaron durante 0, 1, 2, 5, 10 y 30 min, en 2,4 ml de bsffé€CITri
0,1 M pH 8,0 con EDTA 2 mM. Posteriormente se separaron los sobrersantiante
pipetas Pasteur y se midio actividad enzimatica tanto en losnadlrges como en los
solidos remanentes.

Estas medidas se desarrollaron por el método cinético y se sissirako sintético
Z-Gly p-nitrofenol 1,0 mM en ACN. En el caso de sélidos, se agreg6 sobmeidasos
2,4 ml del mismo buffer y 10Ql del sustrato (0,04 mM en la mezcla de reaccion) e
inmediatamente se comenzo la lectura cinética a 405 nm, redsteaabsorbancia cada
3 seg. A los sobrenadantes se les agregdull@@l sustrato y se realizaron las mismas

lecturas.
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Todas las medidas fueron realizadas a 37°C durante 90 seg. Cada sai@sto
por por triplicado. Como medida de la actividad en cada caso se calp@ddiente de la
curva en la zona de incremento lineal de la absorbancia en funcidtiemfglo.
Posteriormente se normaliz6 estos valores de pendientes a un fij@late los
biocatalizadores y los so6lidos (5 mg). Para obtener la mediddideadt de las enzimas
a las medidasMUAs/seg) de las muestras se les restd las medidas de taodla

respectivos.

3.1.2.2.3. Ensayos de reutilizacion

Se midié actividad esterasica con Z-@hpitrofenil éster como se describid
anteriormente sobre muestras de 5 mg de los biocatalizadores;aretp la cinética de
liberacion dep-nitrofenol durante 2 min. Se separaron las fases usando pipetasr Bas
se descartaron los sobrenadantes. Los solidos remanentes se lavaram mpequefio
volumen de agua destilada para retirar el sustrato y/o productmeetea Una vez
retirada el agua de lavado se procedié a medir nuevamentevidaattsterasica. Este
procedimiento se repitié cinco veces. Lo mismo se realiz6 con Bcodpob ensayo

blanco.

3.1.2.2.4. Selectividad de los biocatalizadores

Siguiendo el mismo procedimiento de medida de actividad por cinéticatdesn
3.1.2.2.1. se evalud la actividad de ambos biocatalizadores usando distinta®ssust
sintéticos. Los sustratgsnitrofenilados usados fueron: Z-Aganitrofenil éster, Z-Glyp-
nitrofenil éster y Z-Leus-nitrofenil éster. Se realizaron blancos usando soluciones del
buffer con DTT 0,1 mg/ml. Ademas de los sustrgiastrofenilados se uso Z-Arg-
nitroanilida como sustrato; en ese caso el buffer usado fue &atM pH 7,4, EDTA
1 mM vy la solucion stock del sustrato fue 20 mM en DMF (0,8 mM andacla de

reaccion). Las medidas se realizaron por cuadruplicado.
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3.2. Resultados y Discusion

3.2.1. Inmovilizacion de araujiaina en TiO2

En la Introduccion de esta tesis se revisd en profundidad la impar@dada
inmovilizacibn de enzimas, en particular de proteasas, para la pi@dude
biocatalizadores eficientes para ser usados en distintos tipos de sintestaorga

Entre los posibles soportes propuestos figuran los Oxidos inorganicos. La
investigacion y uso de este tipo de soportes presenta una seeitai@s: tienen un bajo
costo y alta disponibilidad, para la inmovilizacién de enzimas en ssfstes se usa
métodos de inmovilizacion muy simples, poseen una gran area s@srficia escasa
reactividad y, por el momento, su utilizacion como soportes de enzimas es poco comun.

Estos Oxidos, en presencia de agua, generan un pH especifico enrfciesgpe
se puede medir como pH superficial en el punto de carga ceronfpdidnte medidas
electroforéticas (Deo y col., 1994). Los 6xidos que potencialmente pusdese como
soportes (MgOy-Al,Os, ZrO,, TiO,, NB,Os, SiG,) en medios acuosos, poseen distintos
pzc superficial. El TiQ resultaria mejor soporte para enzimas que otros 6xidos ya que
presenta un pH en pzc de 6,0 a 6,4. Oxidos méas &acidos o basicos poddavadeskas
enzimas.

El TiO, (titania) es el principal pigmento blanco en el mundo, se encuemtra
pinturas, pigmentos de colores, tinta para impresion, plasticos, esméilbras
artificiales, papel y gomas (Yuan y Luo, 1997). No resulta toxica phambiente y
constituye un aditivo alimenticio certificado por los EEUU (U.Sp&enent of Health &
Human Services). Es usado en una gran diversidad de industrias caanmamufactura
de chocolate blanco, cosméticos, pasta de dientes, pantallas galaresos. Como no
posee actividad quimica en organismos y no es venenoso, la titania)\aeinteresante
no sélo como aditivo alimenticio sino también en la tincion y enngdba¢ado de
alimentos, en la cosmética y en la medicina. Por otra pg@te buenas propiedades
mecanicas, electronicas y Opticas.

Existen investigaciones acerca del uso de ,T€dmo soporte para la
inmovilizacién de enzimas. La lipasa B @andida antarcticase ha inmovilizado por
adsorcion en titania (Foresti y col., 2010), una enzima degradadqgrastieidas fue
inmovilizada sobre polipropileno cubierto por diéxido de titanio (Zhang.y 2006), la

peroxidasa de rabanito fue adsorbida sobre conjuntos de nanotubos geséie films
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delgados de titania sol-gel (Liu y Chen, 2005; Yu y Ju, 2002). Sin embarg@yno h

reportes sobre inmovilizaciones de proteasas sobre didxido de titanio.

3.2.1.1. Seguimiento de la inmovilizacion

Para el seguimiento de la inmovilizacion se realizaron trdsignén paralelo que
proporcionan informacién complementaria. Las medidas de absorbar2g) aam
sirvieron para estimar la cantidad de araujiaina adsorbida al sopat ensayo de
Bradford permitié la cuantificacion de las proteinas reman@mtda solucion, y por lo
tanto saber cuanto se adsorbi6. Las medidas de actividad caseingidticsu parte,
permitieron estimar la retencién de proteasas especificardestie la solucién del
extracto crudo de araujiaina. Las tres medidas dan informaciGradera indirecta, ya

que se estudia lo que no se unio al soporte a distintos tiempos.

3.2.1.1.1. Medidas de absorbancia a 280 nm

Los espectros UV-Vis registrados para las soluciones inicialealgdi del ensayo
con la solucién b, y la diferencia entre ellos se muestranfeguaa 1. Los espectros de
las soluciones son muy similares; sin embargo, la ligera ddereen la forma e
intensidad de los mismos permitid obtener el tercer especti®.UEsno, presenta un
pico levemente corrido hacia el rojo con un maximo en, aproximadan2&dem y se
puede interpretar como el espectro de la fraccidn adsorbida sdh@.ela longitud de
onda coincide con el maximo de absorbancia que presentan los resainascas de las
proteinas (Dumm, 1989).

En base a estos datos, se midi6é absorbancia a 280 nm de las srtoestdas a
distintos tiempos en los procesos de inmovilizacion. Se graficartamrisas de adsorcion

calculando en cada tiempo el porcentaje adsorbido usando la siguiente ecuacion:

YEC :Mx]_oo A

AZSOSO
Donde %EGgs es el porcentaje de extracto crudo adsorbido sebmsmporte,

A0S0 es la absorbancia a 280 nm de la solucién déiara antes de mezclarla con el
TiO, y Agsd es la absorbancia a 280 nm de las muestras tenadda tiempos t.

Llerena Suster, C.R.F. 155



1,5

Absorbancia (UAbs)
N

0,54

200 300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 1. Espectros UV-Vis de la solucion b antés)(y después(( ) de la
inmovilizacién sobre TiO2 y espectro de la fracaitenextracto crudo adsorbida §,
calculado como diferencia entre los dos anteriores.
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Figura 2. Isotermas de adsorcion de las solucionés aya* (/! ) sobre 1,0 g de Ti©
Se grafica el porcentaje de extracto crudo adsonsiegun la ecuacion A) en funcion del
tiempo de incubacion de la mezcla.

La Figura 2 muestra la isoterma de adsorcion de los ensayudedse mezclaron
200 mg de extracto crudo de araujiaina con 1,0 gpderte tanto en agua destilada como
en buffer. En ambos casos la adsorcion llega a aximo entre el 41% y 43% con
respecto a los valores iniciales de absorbanciduer la inmovilizacion es més rapida
gue en agua destilada. El maximo de adsorcioncamzad entre los 5 y los 10 min en el

buffer bérico-borato, mientras que en agua se lagrgo de 6 hs de incubacion.
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En la Figura 3 se observan las isotermas correspondientes ankey@s con
distintas cantidades de araujiaina y agua destdada medio de inmovilizacion. Se ve
qgue las isotermas correspondientes a 200 y 400 engxttacto crudo de araujiaina
muestran un rendimiento de inmovilizacion simitde, alrededor de un 40%. Por lo que,
la cantidad total adsorbida desde 400 mg de ewtraato duplica la adsorbida desde 200
mg del mismo. En cambio, al observar la isoternreespondiente a 800 mg de extracto

crudo solo un 18% es adsorbido por el soporte.

50,0

N
o
o

20,0 ’&/l‘\._f;

Porcentaje de EC adsorbido

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
tiempo de incubacion (min)

Figura 3. Isotermas de adsorcion de las solucionés p b (O ) y ¢ (0 ) sobre 1,0 g de
TiO,. Los parametros graficados son los mismos deglar&i2.

La diferencia en la velocidad de adsorcion ergsesbluciones a y a* (en agua y
buffer, respectivamente) se puede explicar coremdr que al pH del buffer (8,5)
existirian en el soporte y las proteasas cargaest@sl por lo que las interacciones
electrostaticas entre ellos se reforzarian. Eldeda ese pH se carga negativamente,
principalmente gracias a la especiedi (Oliva y col.,, 2003). Las endopeptidasas
presentes en el latex, en cambio, a ese pH posega neta positiva ya que sus pl son
mas alcalinosdraujiaina h 1y araujiaina h Il tienen un pl mayor que 9,3 mientras que
el dearaujiaina h Illes 8,9) (Priolo y col., 2000; Obregon y col., 208unque a pH 8,5
las proteasas estan solo débilmente cargadas perdania de este pH a sus pl, las cargas
generadas sobre la superficie del Jgarecen suficientes para provocar una intensa y
rapida interaccion. A pH menores (el pH del agustildela debido a la carbonatacion
producida por el aire disuelto, es menor a 7) lopgs predominantes en la superficie del

sélido son TiOH por lo que las interacciones serian menoresagdarcion mas lenta. En
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varios casos se menciona a las interacciones @déaicas como las responsables de la
adsorcion de distintas proteasas sobre adsorbsintésicos (Arai y Norde, 1990; Lui y
Wang, Y.C.Yang, 1995; Yang y col., 2002; Zhang k,@006; Zoungrana y col., 1997).
Se ha descrito la adsorcion de distintos amino&caproteinas sobre la superficie del
TiO, en funcion de interacciones electrostaticas datseiperficie cargada negativamente
del soélido y los grupos cargados positivamente. (dHs"). También se han propuesto
interacciones a través de puentes dé’@e zonas negativas de los aminoacidos o
proteinas con el soporte e interacciones genegamasl reemplazo de grupos hidroxido
por los grupos -COQle la proteina en su union con los Ti (Rezwanly 2005).

Que el valor maximo de adsorcion sea el 40% dé&laeto crudo sugiere la
presencia de un componente o de un grupo de comi@snen el extracto crudo de
araujiaina que son adsorbidos selectivamente sebr&iO,. Cuando se duplicéd la
cantidad de extracto en contacto con titania (hd®@ mg) también se obtuvo un
rendimiento constante de aproximadamente el 40%ddesx también se duplico la
adsorcion del extracto crudo la titania, lo quaedada que el area disponible en 1,0 g de
TiO, no es limitante para la adsorcion del crudo enseshsayos (con soluciones a y b).
La hipotesis de que s6lo un tipo de componentaife#0% de proporcidon) es adsorbido
en el TiIQ se ve reforzada con estos resultados. En la solwpiedarian numerosos
compuestos que presentan absorbancia a 280 nra,ediols péptidos y compuestos con
anillos purinicos o pirimidinicos, como acidos miobs y nucleétidos (Dumm, 1989).

Los resultados con la solucidon ¢, en cambio, andian menor porcentaje de
inmovilizacidon (18%). Este descenso en la eficiarsa puede explicar de dos maneras: a)
presencia de aglomeracién en la solucion de araajigo b) saturacion del soporte. Se
sabe que en el latex hay presencia de otros comfEmeomo gomas, péptidos y acidos
nucleicos. Dichos componentes, especialmente lamago podrian promover la
agregacion de todos los componentes del extractdocde araujiaina, limitando su
adsorcion sobre el soporte. Sin embargo, las ggnuos compuestos insolubles estan
en menores concentraciones en el extracto crudeceua latex, ya que la mayoria se
eliminan en el paso de centrifugacion.

Por otra parte, es posible que exista una satural@bsoporte al usar cantidades
de extracto crudo mayores a 400 mg. El rendimiebtenido usando 800 mg del mismo
es aproximadamente la mitad del obtenido con 400 esgdecir, las cantidades
adsorbidas de extracto crudo en ambos casos suolarss abla 4); en cambio las

cantidades remanentes en la solucion son muchoresaga el ensayo c. Sin embargo no
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se puede determinar si existe formacion de mongoapaulticapas ya que la preparacion
enzimatica tiene una composicion muy compleja.eSisara una preparacion enzimatica
pura que contiene una sola proteasa de dimensiorescidas, como es el caso de
papaina o de varias lipasas como la CADB:(th y col., 1968; Uppenberg y col., 199dh

calculo simple considerando el area BET del;ld@ria la cantidad de enzima tedrica que

se necesita para formar una monocapa en la adsorcio

Biocatalizador Masa de extracto Contenido de Cantidades adsorbidas en Cantidades maximas

crudo contactada proteinas del 5 min (mQ) adsorbidas (mg)
conTiG; (mg)  extracto crudo Extracto  Proteinas  Extracto  Proteinas
(mg) crudo crudo
A 200 50 50 50 84 50
B 400 100 96 100 156 100
C 800 200 112 116 144 140
A* 200 50 76 50 84 50

Tabla 4. Masa de extracto crudo y proteinas adsorbidas eprimeros 5 minutos de
contacto y al final del proceso por todos los hialzadores sintetizados.

3.2.1.1.2. Determinacién de proteinas

En primer término se determind la concentracioprdéeinas a tiempo 0, es decir
sobre las soluciones iniciale3apla 4). En todos los casos se obtuvieron valores
cercanos al 25% de contenido proteico sobre la mogaslade extracto crudo de araujiaina
usado.

En base a los resultados de concentracion de pastein el sobrenadante se
construyeron isotermas de adsorcion graficandoeptafe de proteinas adsorbidas en
funcion del tiempo de incubacion. En lkigura 4 se muestran las isotermas
correspondientes a la mezcla de 200 mg de extecagto de araujiaina en agua destilada
y en buffer. Las isotermas muestran que indepetatimnte del medio existe una rapida
adsorcion de proteinas sobre el soporte. Cinco tognde contacto fueron suficientes
para retirar del medio entre el 97 y 98% del cadtetotal de proteinas, sugiriendo una
fuerte atraccion entre ellas y la superficie didaia.

Al usar 400 mg de extracto crudo de araujiainaolsgerva un perfil
semejanteKigura 5). Sin embargo al mezclar 800 mg del mismo con, T&Cadsorcion

no fue completa, logrdndose una adsorcion maxingee
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Figura 4. Isotermas de adsorcion de proteinas sobre déJas soluciones al() y a*
(") graficadas como porcentaje de proteinas adsarleilduncion del tiempo
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Figura 5. Isotermas de adsorcion de proteinas sobre déQas soluciones &l(), b (O)
y ¢ (O) graficadas como porcentaje de proteinas adsareidduncion del tiempo

Resulta notorio que cuando solo un 40% del extraatdo es adsorbido (en las
soluciones a, a* y b), la totalidad de las proteipeesentes en el crudo sean rapida y
selectivamente adsorbidas sobre el TiExsta idea se refuerza por el cambio haciahuna
de 280 nm en el maximo de absorbancia del espeatonlado con respecto al de la
solucion b original que se ve enHmura 1.

Por otro lado, comparando las isotermas de adsowaldtenidas por medida de
absorbancia a 280 nm y por cuantificacion de pmageide las soluciones a y b, se vio
que, mientras la isoterma de proteinas alcanzan@sata a los 5 min de inmovilizacion,
la adsorcion del extracto crudo muestra un increenen 2 pasos. Las isotermas de

extracto crudo alcanzan un valor entre 24 y 25%s& min de contacto y luego de lo
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cual presentan un incremento menos pronunciaddlegee finalmente a un maximo del
40% (Figura 3). Si se considera que la cantidad total de praseém el extracto crudo de
araujiaina es de aproximadamente un 25% y que gstaadsorbidas totalmente en los
primeros 5 minutos de la inmovilizaciéhabla 4, columnas 4 y 5), se puede suponer que
el primer componente en adsorberse son las pretetflaresto de las sustancias
adsorbidas (un 15% del extracto crudo), se addarben segundo término al soporte y
con velocidades de adsorciébn menores. Por lo eupliede considerar que tienen menor
atraccion por el soporte inorganico.

En el ensayo realizado con 800 mg de extracto ocrdd araujiaina, la
determinacion de proteinas mostré dos pasos decamsgroteica, a los 5 minutos un
58% de las mismas fue retirado desde la soluci@mtndis que se alcanza un valor final
de adsorcién de un 70% después de los 20 mirHgara 5). Por otra parte se observa,
en la isoterma de adsorcidriqura 3), que a los 5 min de contacto con el 782 retira
del medio entre un 14 y un 15% del extracto crudlosteriormente con una baja
velocidad de adsorcion se llega al 18%. Consideraigvamente que aproximadamente
un 25% del extracto crudo son proteinas los radoft demuestran que en los primeros 5
minutos hay una adsorcion selectiva de proteinasedte catalizador la adsorcion seria
principalmente de proteinasgbla 4 linea 3). Esto se ratifica porque el 18% de exdrac
crudo adsorbido en Ti¥den este caso es exactamente el 25% del porcentajede
proteinas adsorbidas. ObservandoTkbla 5 se evidencié la alta concentracion de
proteinas en este biocatalizador ya que en ellausstran los datos en términos de masa
total de extracto crudo /masa total de biocatatizadtambién en términos de masa de

proteinas /masa total de biocatalizador.

Biocatalizador Extracto crudo Extracto crudo  Proteinas Masa de extracto Masa de proteinas /

inicial (mg) adsorbido adsorbidas crudo / masa de masa de catalizador
(mg) (mg) catalizador (%) (%)
A 200 84 50 77 76
B 400 156 100 135 8,7
C 800 144 140 12,6 12,2
A* 200 84 50 77 26

Tabla 5. Porcentaje de extracto crudo de araujiaina y praseen los biocatalizadores.

Por otra parte, el ensayo realizado en buffemgéltfila de laTabla 4) pone en
evidencia un comportamiento distinto en el cual liayinico paso de adsorcién visto en
las medidas de absorbancia a 280 Rkigura 2). Como ya se menciond en la seccion
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anterior, la diferencia de carga entre la superfreegativa de la titania y las proteinas
ligeramente positivas puede ser el motivo de ltss alelocidades de adsorcion. En ese
caso las fuerzas i6nicas determinan la existereiandsolo paso de adsorcion total con un

rendimiento final entre 39 a 42%.

3.2.1.1.3. Actividad caseinolitica

Se midio la actividad proteolitica de las muestisendo caseina como sustrato de
acuerdo al método descrito por Arribére y col. @)9%n laFigura 6 se muestra la
disminucién de la actividad proteolitica en el soladante de las muestras obtenidos a
distintos tiempos.

En la misma se ve la disminucién de la activideskgwlitica durante el proceso
de inmovilizacion. Mientras en los ensayos con 20809 mg se ve una rapida y
practicamente completa caida de la actividad emSdhinutos, en el ensayo con 800 mg
se llega a una meseta de alrededor del 64% derdisidn de actividad que se mantiene
hasta el final del procedimiento.

Es probable que las enzimas extraidas del solaeteado conserven su actividad
en los mismos valores cuando estén adsorbidas sdbseporte. Para probar esta

hipotesis serian necesarios otros ensayos.

Ucas totales

0 —A— T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo de incubacién (min)

Figura 6. Actividad caseinolitica a distintos tiempos ensebrenadante durante la
incubacion de las soluciones a*{,a(d),b@d)yc ({d)con1,0gdeTi®

Los resultados de actividad caseinolitica ratifida discutido en la seccion
anterior. Las proteasas, al ser una fraccién imaptetde las proteinas totales del extracto
crudo, se adsorben rapida y completamente en lssscde las soluciones menos
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concentradas. Mientras que en la solucion c la adsodlega a un 64%, valor muy

cercano al encontrado para la adsorcion de prateina

3.2.1.2. Caracterizacion de los biocatalizadores
3.2.1.2.1. Actividad amidasica

Para determinar la actividad enzimética retenidmesel TiQ se uso la hidrolisis
del sustrato PFLNA. EI método original (Filippova®l., 1984) incluye KCI 0,3 M en el
medio de reaccion. Dicho componente incrementaitdengente la fuerza ionica del
medio: esto podria ocasionar desorcion en los tabzadores producidos en los cuales
las fuerzas de unién entre enzima y soporte sorcedmente idnicas. Dicha desorcion se
analiza detalladamente en la seccién 3.2.1.2.2e$tarrazon se evalué la posibilidad de
retirar del medio de reaccion la sal KCl. Para sfla@eterminé actividad enzimatica sobre
una solucién de araujiaina libre en medios connyKLl. Los resultados de actividad
especifica fueron: 2,3 Ul/mg en ausencia de KG& 2@ Ul/mg en presencia de KCI 0,3
M. Dada la pequefa diferencia entre ambos ensayexcgyd este componente de los
medios de reaccion usados para las medidas déeladt@midasica.

En esas condiciones, la actividad de los biozadtires fue de 0,19 Ul/mg de
proteina. Este resultado de actividad fue simitatoglos los biocatalizadores obtenidos
excepto en el que se prepard en buffer (A*). Encas® la actividad amidasica fue un
50% menor que la obtenida con el biocatalizadgrgreo en agua destilada (A).

Considerando la actividad especifica de la arengidibre (2,3 Ul/mg) y del
biocatalizador (0,19 Ul/mg), las proteasas inmasiias mostraron un porcentaje de
recuperacion de actividad de alrededor del 8% d8iede que existe un notorio descenso
de la actividad del biocatalizador con respecta arhujiaina libre, probablemente por
inactivacion de las proteasas. La reduccion declavidad puede relacionarse con
cambios conformacionales en la enzima cuando emtreontacto con la superficie del
TiO,. De hecho se cree que el cambio conformacionkseproteinas, debido al aumento
en la entropia, podria ser una importante fuerzauisora de la adsorcion (Zoungrana y
col., 1997). El reordenamiento estructural produsigalmente estados mas desordenados,
y el correspondiente aumento de la entropia prameduerza extra para la adsorcion. Se
ha reportado que esta fuerza extra puede provodsor@dn, aun en situaciones
desfavorables de interaccion electrostaticas gmveeinas y superficiesBéll y Jones,

1996). En el caso de la inmovilizacidén realizada en butferpH 8,5 pareciera que la
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distorsion estructural es mayor, ya que la caidadtieidad también lo es. La causa de
este fendmeno podrian ser las fuertes interacciefedrostaticas generadas en este
medio, ya que se sabe que mayores interaccionesmaesuperficie ocasionan mayores
cambios conformacionales (Kondo y Mihara, 1996).

Otra razén para explicar la pérdida de actividada$ catalizadores podrian ser
efectos de desnaturalizacion durante el secadanal del proceso. En particular, el
tiempo empleado en ese paso es un factor importantgue se comprob6é que una
disminucién en el tiempo de secado de 48 a 24 hpatujo un aumento al triple de la
actividad final del biocatalizador.

A pesar de este bajo porcentaje de recuperacioactigidad encontrada en el
biocatalizador aun resulta interesante, no sél@eninos absolutos, sino también tomada
como porcentaje con respecto a la enzima nativa. Madores de actividad retenida,
usando PFLNA, en biocatalizadores preparados cpaipa y funastraina adsorbidos
sobre poliamida dieron valores de 25 y 23% resgattente (Morcelle y col., 2006).
Otros estudios dieron un 16% de actividad reterpdea una proteasa de calidad
alimentaria inmovilizada sobre agarosa derivatiz§8akalinsky y Boulton, 1985).
Aunque hacen faltan mas estudios para optimizaradtvidad retenida por el
biocatalizador, el bajo costo de la fuente enzitaay del propio soporte lo vuelven

interesante para potenciales aplicaciones.

3.2.1.2.2. Desorcion enzimatica

El KCI presente en el medio de reaccion incrementectividad hidrolitica sobre
el PFLNA de los biocatalizadores (Filippova y cd984), sin embargo la fuerza i6nica
gue genera en el medio provoca desorcién proteisdedel soporte.

Al probar con dos de los biocatalizadores (A y&Cylos tiempos distintos se
obtuvieron los resultados que se muestran &iiglara 7. En todos los casos se ve que la
actividad registrada en el sobrenadante es mayerlguwel sélido remanente. Esta
diferencia se incrementa cuando el tiempo de immdhaes mayor. En el caso de las
medidas de actividad del sobrenadante del biozathdr C el sustrato se consume
totalmente y se llega al maximo de generacion deymto, por lo que no se advierte
diferencias en el tiempo.

Hay una importante desorcion enzimatica aun apiisntortos (3 min) en ambos
biocatalizadores y se observa que al aumentareeiptt de contacto con el buffer

aumenta la cantidad de enzima liberada.
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En los ensayos realizados con los biocatalizadare® y C a un tiempo de 8

minutos de incubacion en el buffer sin KCI se oldron los resultados de Fagura 8.
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Figura 7. Desorcion de araujiaina desde los biocatalizadang C. Medidas de actividad
amidasica en solidos y sobrenadantes a distinémspts. A y C, solidos remanentes
luego de la incubacion. SN Ay SN C, sobrenadasiedes mismos.
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Actividad (UI)

Figura 8. Actividades en sobrenadantes y solidos en losatatizadores A, B 'y C
después de incubarlos 8 minutos en buffer sin KCI.

Se vio que la actividad en los sobrenadantes|usgo de tiempos de 8 min de
incubacion, es mucho menor que lo que ocurre cuahdmffer contiene KCI 0,3 M,
dejando en claro la importancia de la fuerza idpiaea el grado de desorcion. Por otra
parte, el porcentaje de actividad en los sobrerntadaron respecto al remanente en los
sélidos aumenté del biocatalizador A al C (A. 184623% y C 40%). Para entender este
mayor porcentaje de liberacion se debe consideunar @& pasar del biocatalizador

preparado con 200 mg de extracto crudo al de 8Qdarzantidad de proteina adsorbida
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es mayor y, probablemente, con menos interacciooes! soporte. Estas proteinas en
multicapa o mas débilmente unidas al 7&& liberaran mas facilmente provocando el

aumento en la proporcién de enzimas del sobrenadant

14,0
12,0
10,0

8,0
6,0
4,0
2,0

Actividad (Ul x 1000)

0,0 \
0 0,1 0,2 0,3

Concentracion de KCI (M)

Figura 9. Actividad de sobrenadantds | y solidos [ ) del biocatalizador A para
distintas concentraciones de KCI.

En laFigura 9 se muestra la liberacién de enzima (expresadanafades de
actividad) desde el biocatalizador A a distintascemtraciones de KCl entre 0 y 0,3 M en
el medio de incubacion. El aumento de KCI provoobaumento en la liberacion de
enzima. En presencia de KCIl 0,3 M se encontr6 esokfenadante una actividad de
alrededor del 85% de la actividad total, mientras gn ausencia de KCI esta actividad
fue soélo de un 23%.

Por otra parte, se notd que el aumento de laidativen el sobrenadante es muy
superior al descenso de la actividad del sélieigura 9). Se puede concluir que las
enzimas liberadas son mucho mas activas que lapamu@necen unidas al soporte. La
inactivacion parcial que sufren las proteasas rabwilizarse se revierte al liberarse del
mismo. Sin embargo, dado que la actividad enzimatel sobrenadante al usar KCI 0,3
M como maximo alcanza un 26% de la actividad derdajmina libre en las mismas
condiciones, se debe considerar que existe un gtadaactivacion irreversible en las
enzimas, producida por interaccion con la superfiel didxido.

Los resultados obtenidos ponen en evidencia un raitel de desorcién en
presencia de KCI, reforzando asi la hip6tesis de €lumecanismo de adsorcion esta
basado en interacciones electrostéticas. Por @rte,pse vio que la adsorcion de
araujiaina sobre Ti©genera una inactivacion parcial que no se recup@nacuando se

desorbe, probablemente producto por un cambiodrséde en la conformacion de la
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enzima nativa. Un hecho similar se encontré albaco-quimotripsina con un soporte de
silica: las estructuras helicoidales de la enzimf@ieson una fuerte reduccion y no se

recuperd la conformacion nativa (Zoungrana y d8197).
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Figura 10. Porcentaje de actividad retenida, con respeadradial, en cinco ciclos de
uso del biocatalizador A.

3.2.1.2.3. Reutilizacion de los biocatalizadores

Se probo la reutilizacion de los biocatalizadaresndo la hidrélisis de PFLNA en
ausencia de KCI. En Eigura 10 se muestran las medidas de actividad amidasioaan
sucesivos del biocatalizador. La actividad enzicadgufri6 una reduccion gradual en
cada paso.

A pesar de no tener KCI, el medio provoco la EHoagyn de enzimas desde el
soporte. Ademas de la pérdida en los lavados ietdion también se debe considerar la
posible pérdida de actividad por el esfuerzo mecamil agitar vigorosamente para
resuspender el solido en el buffer o el agua posteente a cada centrifugacion. A pesar
de estas caidas de actividad aun el quinto ciclasdese mantuvo un 20% de la actividad
inicial.

Para un estudio mas completo de estos biocataliesda actividad, la desorcién,
la reutilizacion y la estabilidad de estos biodasamlores deberia ser probada en medios
acuoso organicos. Resultaria razonable suponeem@ste tipo de medios los procesos
de desorcion mencionados previamente seran metgadasias bajas polaridades de estos

medios.
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3.2.2. Inmovilizacion de papaina y araujiaina sobreoliamida

Se han realizados varios estudios sobre el usstdematerial polimérico poroso
como soporte de proteasas para la preparacion abatalizadores Utiles en distintas
reacciones de sintesis organica. La poliamida pwedeusada en medios con bajas
actividades acuosas presentando altas velocidagleseatcion y altos rendimientos
gracias a su conveniente hidrofilicidad y su greea&uperficial (Capellas y col., 1994).
En este sentido, la proteasaquimotripsina inmovilizada se usé en la formacubs
enlaces ésteres (Adlercreutz, 1991) y enlacesdiepsi (Capellas y col., 1994) con muy
buenos resultados; papaina y otras proteasas lesgetenovilizadas fueron usadas en
sintesis peptidica (Morcelle y col., 2006) y en ilatesis de surfactantes basados en
arginina (Clapés y col. 1999; Morcelle. y col., 2D09

Se inmovilizaron las proteasas estudiadas mediadsorcion simple sobre
poliamida siguiendo el método propuesto por Clap&®nl. (1999). Las suspensiones
enzimaticas fueron preparadas usando un bufferHi®giimo para el uso de ambas
proteasas considerando que luego de la liofilizacidnservaran el estado de ionizacion
adecuado (Klibanov, 2001). Ademas se agregé DTTgran cantidad de manera de
mantener un ambiente reductor que mantenga furliciangsteina del sitio activo de
estas cistein proteasas.

La liofilizacién de la mezcla permite una rapideficiente adsorcidén de proteasas,
sales y otros componentes de los extractos solpeliEmida, aunque podria ocasionar

cierto grado de inactivacion.

3.2.2.1. Caracterizacion de los biocatalizadores
3.2.2.1.1. Actividad de los biocatalizadores producidos

Se midi6 la actividad enzimatica y el contenidot@ia de los biocatalizadores
sintetizados y de las suspensiones de los extrao@wmaticos originales. Los resultados
se resumen en [Babla 6.

Aunque la proporcion de proteinas en los extractodos fue similar se observo
que papaina posee una actividad especifica entr@0%n a 70% de la que presenta
araujiaina. Esta diferencia se incrementa cuandinmseviliza ya que la actividad
especifica del Pap/pol fue de un 32% de la obdanean Ara/pol. El porcentaje de
recuperacion de actividad enzimética obtenido espdi fue del 18,5% y para Pap/pol
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del 9%, aunque como se describe mas adelante@sentaje puede estar influido por el

grado de desorcion enzimatica.

Araujiaina | Papaina
Proteinas(mg/mg de extracto crudo) 0,24 0,30
Actividad enzimatica (Ucas/mg de extracto crudd) 1,70 1,30
Actividad especifica(Ucas/mg proteinas) 7,08 4,33
Actividad especifica(Ul/mg extracto crudd) 6,758 4,527
Actividad especifica(Ul/mg proteinas) 28,158 15,09
Actividad especifica biocatalizador(UI/mg EI)® 0,109 0,035
Actividad especifica biocatalizador(Ul/mg extracto crudd) 1,253 0,402
Actividad especifica biocatalizador(UI/mg proteinas) 5,221 1,34

YEn la solucion original®Usando como sustrato caseifldsando como sustrato Z-Afsnitrofenil éster.
El: Enzima inmovilizada. extracto crudo:El = 0,087.

Tabla 6. Medidas de actividad y proteinas en los biocatadtizes de araujiaina y papaina
en poliamida y en las soluciones iniciales

3.2.2.1.2. Ensayos de desorcion
3.2.2.1.2.1. Blancos de desorcion

La composiciéon de los biocatalizadores (extractml@rde araujiaina, DTT y sales
del buffer sobre poliamida) y la naturaleza de fasrzas involucradas en la
inmovilizacién (idnicas, de Van der Waals, etc.grmiten suponer que, de existir
desorcion desde el soporte, la misma sera tantprateinas como de DTT y otras
sustancia adsorbidas en el proceso. La hidréldisustrato serd promovida por la accion
enzimatica (tanto adsorbida como libre), pero existertidumbre acerca de si el DTT
podria provocar cierto grado de hidroliper sé

Para discriminar la accién enzimatica presente aeffiase liquida (la enzima
desorbida del soporte) de la accion del DTT tambi#srado, se disefiaron los ensayos
blancos. Para ello se prepararon sélidos dondesatadé DTT disuelto en buffer en la
poliamida (Bco/pol). Este blanco se llevé a cab@ @sclarecer si el DTT hidroliza o no
el sustrato y, en caso de hidrolizarlo, la progwmraile la misma. En Ikigura 11 se
muestran como el DTT en el soporte y el materiaglod®do afecta la hidrdlisis del
sustrato.

Estos ensayos mostraron que hay una importantecitasadel DTT desde la
poliamida. En laFigura 11 se ve que la hidrélisis del sustrato provocadagb®@TT se
incrementa en el sobrenadante a medida que aureent@mpo de incubacion. Este

incremento fue importante en los primeros dos st Mmas leve durante la primera
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media hora. Por otra parte, también se observdagbardlisis producida por el sélido
remanente disminuye hasta un 25% de lo observaterapos cortos y que la caida en la
hidrdlisis en los dos primeros minutos no fue teentuada como el aumento de la misma

en el sobrenadante.

601 °

4044

Hidrolisis (UIx1000)

2,0

0,0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo de incubacion (min)

Figura 11. Variacion de la hidrdlisis del Z-Glg-nitrofenil éster en funcion del tiempo de
incubacion, en fase solide) (y en los sobrenadanteg (espectivos en los ensayos blanco

(Bco/poal).

Otros ensayos permitieron comprobar que, en lascisvles de buffer acuoso
usadas, el sustrato no sufrié hidrdlisis en lospies ensayados; sin embargo, al agregar
DTT en el buffer espontaneamente (sin accién ertda)acomenz6 a hidrolizarse.
Medidas con distintas concentraciones de DTT pegroii saber que dicho efecto
aumenta a medida que se eleva la concentraciomdehBsta 75 pg/ml, mientras que en
valores superiores la hidrolisis no sigue aumertand

El cambio en el ritmo de desorcién del DTT que seem laFigura 11, puede
tener distintas explicaciones: a) agotamiento d€T [2n la fase sdlida, b) desorcion
rapida inicial de DTT unido débilmente al soportduggo desorcion mas lenta, c)
saturacion del liquido que inhiba la desorcion desmTT, o d) que el incremento de
DTT en el liguido no se acompafie por aumento dnddlisis del sustrato porque se
llegd a un maximo de esta reaccion. Aunque no |3& sen certeza cual es el motivo de
este comportamiento se puede suponer que el DTOFadem comportamiento similar al
analizar la desorcion desde los biocatalizadores.

El cambio que se vio en los sdélidos remanenteoldedos dos primeros minutos,
no acompafa el gran aumento que mostraron losrsdastes, es decir, la aparicion de
DTT en el sobrenadante no produjo un descenso aquie en el solido. Aun cuando,

evidentemente, hay menos DTT en el sélido, estetumanun gran porcentaje de su
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efecto sobre la hidrolisis (mas del 61% al menadahis 10 minutos) y probablemente

conserve el mismo efecto protector de la activiela@matica.

3.2.2.1.2.2. Desorcion de enzimas

En lasFiguras 12 y 13se muestran los valores de actividad especificgoktios
y sobrenadantes de los biocatalizadores Pap/poaipdl respectivamente, incubados en
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 a distintos tiempos.

Los resultados obtenidos para ambos biocatalizaddeea/pol y Pap/pol)
muestran que las enzimas se desorbieron desdesutes. Esta desorcion fue mayor a
medida que aumento el tiempo de exposicion delabatizador al buffer. La actividad
especifica en el sobrenadante para Ara/pol tier@é2?2 Ul/mg de biocatalizador y para
Pap/pol a 0,061 Ul/mg de biocatalizador, mientras gmbos soélidos tienden a 0,012
Ul/mg de biocatalizador.
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Figura 12. Actividad esterasica, sobre Z-Gbyitrofenil éster, en sélidos remanentes (
y sobrenadantes)(en funcién del tiempo de incubacion del biocatalor Pap/pol. El:

Enzima inmovilizada

Se observé una marcada diferencia de actividadesales entre ambos
catalizadores (0,065 Ul para Ara/pol y 0,025 UlgpBap/pol). Aunque en las soluciones
de enzimas se comprobd que araujiaina tiene magdadt que papainalébla 6), la
gran diferencia en este caso, evidencia otro tipofathdmeno, que se revisard mas
adelante.
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Figura 13. Actividad esterasica, sobre Z-Gbynitrofenil éster, en solidos remanentes (

y sobrenadantes)(en funcién del tiempo de incubacion del biocatalor Ara/pol. El:
Enzima inmovilizada

100

50

Actividad (%)

0 . , . , .
0 10 20 30

Tiempo de incubacién (min)

Figura 14. Porcentaje de actividad en funcion del tiemporbeithacion para Ara/pol y
Pap/pol en sobrenadantes y solidos remanente0(Bb para los sélidos es el valor de
actividad sin incubacion. ElI 100% para los sobransss es el valor de actividad

obtenido a un tiempo de incubacién de 30 minut@did® remanente de Ara/pot)(
sobrenadante de la incubacidon de Ara/pd), (solido remanente de Pap/pol),(
sobrenadante de la incubacién de Pap&jol (

Se vio que los biocatalizadores perdieron actividdd largo de la incubacion.

Esta pérdida en ambos casos se dio principalmenteserimeros segundos. Después de
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los primeros 5 minutos, la actividad permanecexpradamente constante en el tiempo.
Para poder hacer una mejor comparacion, dfigara 14 se grafican la actividades de
ambos biocatalizadores, pero en términos porcarguabnsiderando el 100% en el caso
de los sélidos a la actividad sin incubacion y passsobrenadantes a la actividad a los 30
minutos de incubacion. La actividad del sdlido paod/tiende a 20,4% del valor inicial,
del solido de Pap/pol a 49,1%.

A partir de lasFiguras 12 y 13 donde se advierte que los aumentos de las
actividades en los sobrenadantes son mucho magadies descensos en los sélidos, se
puede concluir que la actividad de las enzimagditsera mayor que las inmovilizadas,
posiblemente debido a una inactivacion parciabdeehzimas adsorbidas. Este fenomeno
fue observado también con los biocatalizadoresgpaglos usando TiO

En todos los casos los valores de los ensayosdddoeron mucho menores que
los de los biocatalizadores; en la mayoria de d89< resultaron despreciables. Por eso, si
bien es util restar el valor de los blancos alagenhuestras (como se planted en la seccidn
Experimental) para obtener resultados méas exaabs;omportamiento observado
corresponde principalmente a la actividad enziradtanto en el sélido como en el
sobrenadante. En los dos biocatalizadores se dbsgma importante desorcion de
proteinas en los primeros minutos, al igual deue ge vio en los ensayos con Bco/pol.
Sin embargo, para ambos biocatalizadores la désoacios 2 minutos fue de un 50% de
lo que se desorbe a los 30 minutos, mientras quegbdco/pol este valor fue del 77%.
Es decir, la forma en la que las especies de des@m uno y otro caso son distintas.

Como se vio existe una rapida desorcion de uneai@macimportante de las
enzimas cuando se exponen los biocatalizadoresdionacuoso, por lo tanto se debe
considerar que esa desorcion también ocurre duenpgocedimiento de medida de
actividad. Considerando este hecho, se puede sugaeda actividad observada en los
sélidos se divide en dos: la que tiene la enzima sl libera mas la de la enzima
inmovilizada remanente en el soporte. La fraccidrerada durante el ensayo de
actividad, sin embargo, sélo sera importante ennelidas a tiempos cortos de
incubacion, ya que se espera que en tiempos mgsslgb, 10, 30 min) la desorcion
ocurra, en su mayor porcentaje, durante la incobagino durante medida de actividad.
Por esto, se puede considerar que las actividdilersidas a estos tiempos son propias de
la enzima inmovilizada y que la misma estara fueetgte adsorbida sobre la poliamida.

Por otra parte, se ve que la actividad de los @®lib varia demasiado entre estos

tiempos, pero, la actividad de los sobrenadantegusienta. Esto se puede explicar
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suponiendo que entre los minutos 5 y 30 se desdenéamente (por su mayor afinidad
por el soporte) algunas moléculas mas de enzinmaedio. Esta pérdida no afectara
significativamente la actividad del biocatalizademanente dado que se liberaran pocas
enzimas y que estas tienen una baja actividad siaidsoporte. Sin embargo, estas pocas
enzimas liberadas si pueden tener un efecto imperém el sobrenadante por la evidente
multiplicacion de su actividad en ese estado.

Siguiendo estos razonamientos ademas, se podri@mafijue la gran diferencia de
actividades iniciales de los biocatalizadores spliex por la mayor velocidad de
desorcion de la araujiaina y por el incrementoadactividad de las enzimas cuando se
liberan.

De todo este analisis se puede concluir que:

- Las enzimas se liberan en los primeros 5 minules exposicion del
biocatalizador al medio acuoso (al igual que el PDP&ro aun a los 30 minutos de
exposicion se encuentran buenos niveles de aativddos solidos.

- A pesar de tener una actividad casi tres vecasomen el biocatalizador con
papaina se observa que ambos catalizadores a Selamgps de incubacién tienen
actividades semejantes. Por lo que es remarcabdstébilidad mostrada por Pap/pol
comparada con Ara/pol.

- La desorciéon del DTT en el intervalo de 5 a 3Gutds no repercutié en la
actividad del biocatalizador por lo que tambiéngiads suponer que el DTT restante es
suficiente para favorecer la actividad enzimatica.

- Existen dos tipos de uniones generadas en lagaepn de los biocatalizadores.
Las mas débiles provocan una gran pérdida de eszidd T en los primeros minutos de
contacto con el solvente acuoso, mientras que porlado una fraccibn de ambos

compuestos queda mas fuertemente unida a la pdaami

3.2.2.1.3. Ensayos de reutilizacion

La Figura 15 muestra la hidrolisis del sustrato provocado paw/Bol en funcion
del numero de usos. Se vio una caida de un 79% rewet de hidrolisis del primero al
segundo uso. Los pasos siguientes también exhibiero descenso pero no tan
pronunciado, del segundo al tercero cae un 36%uiGdisminuyendo hasta llegar a un
valor aparentemente estable entre un 8 y un 9%adie original.
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Actividad especifica (UIx1000 / mg Bco/pol)

Figura 15. Hidrdlisis del sustrato Z-Glp-nitrofenil éster en funcion del nimero de usos
del preparado Bco/pol.

En lasFiguras 16 y 17se muestra la actividad en cada ciclo de uso mea |
biocatalizadores Pap/pol y Ara/pol respectivameBte.ambos casos se vio una caida
muy importante de actividad en el segundo uso egpecto al primero. Para Ara/pol
estuvo entre el 93 y 96% mientras que para Papfiam 80 y 90%. Luego de este brusco
descenso, la actividad enzimética siguid dismindgepero a un ritmo menor. La caida
en la actividad parece tender a un valor estalske ygganumero alto de reutilizaciones. En
el caso de Ara/pol este valor estuvo entre 0,2%61de la actividad original (1,02x%0
1,05x10° Ul / mg de biocatalizador) y en el caso de Pdpéptre 4 y 6% (1,2x10 -
1,5x10° Ul / mg de biocatalizador). Dado estos resulta#osio que, aunque la primera
medida fue mucho mayor para Ara/pol, la ultima ltésser mayor para Pap/pol, este
resultado es coherente con lo observado en loyenga desorcion.

La medida de actividad del primer uso implicé iempo de exposicion del
biocatalizador al buffer acuoso de 2 min (tiempordglida de la cinética), por lo tanto, la
actividad registrada durante el segundo uso podoiapararse con la medida de
desorcion a los 2 min ya que en ambos casos elptiede exposicion total del
biocatalizador al buffer es el mismo. Esta comparapara Ara/pol muestra que en el
ensayo de desorcién la actividad cayo hasta unB@@tras que en la reutilizacion esta
misma llega al 4%. Para Pap/pol los porcentajeofué0 y 10% respectivamente. La
diferencia que se vio entre ambos ensayos puededzsia por el paso de enjuague del
biocatalizador posterior a la medida de actividaok lo tanto, se puede suponer que en
ese paso, cuando el biocatalizador se contactdneatio fresco, aunque el mismo fuera
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s6lo agua destilada (de fuerza idnica menor alebyffse favorecid una grado de
liberacion enzimatica muy superior a la que se &ip) a tiempos mucho mas largos en

los ensayos de desorcidon ya que en estos el meglgidmpre el mismo.
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Figura 16. Actividad esterasica de Pap/pol en funcion delenande usos. El: Enzima
inmovilizada
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Figura 17. Actividad esterasica de Ara/pol en funcion del eéorde usos. El: Enzima
inmovilizada

Los pasos siguientes de reutilizacion, como sdizasan a partir del
biocatalizador remanente del paso previo, no fueromparables a los ensayos de
desorcion. Se observé que la caida de actividatind@ncuando se aumenta el nimero de

reutilizaciones. Sin embargo, la actividad enziosafiarece converger a valores que, Si

Llerena Suster, C.R.F. 176



bien fueron bajos en comparacion a los valoresnmaligs, se mantienen en el tiempo.
Esto es evidencia de que una fraccion, tanto deipas como de DTT, permanecié muy
firmemente unida a la poliamida, alin luego de laosicion del biocatalizador a medios
frescos (buffer y agua alternadamente),

Los bajos resultados obtenidos de actividad dsb@mdos sucesivos lavados,
pusieron en evidencia que existe una gran partéasleproteinas que estaban muy
débilmente unidas a la poliamida (descenso obsereadlos ensayos de desorcion y
segundo uso). Esta unién podria ser en forma décapéhs. Ademas se evidencié la
existencia de una fraccion mas firmemente unida sjnpeembargo no soporté los
procesos de enjuague y renovacion del medio. Haycguasiderar, por otra parte, que
estas liberaciones se dan especialmente porquedds a los que se expusieron los
biocatalizadores tienen alta fuerza idnica y abtastante dieléctrica; esto no sucederia en

el caso de que el medio contenga proporciones tanues de solventes organicos.

3.2.2.1.4. Actividad hidrolitica de los biocatalizadores frente a distintos sustiz
sintéticos

En laFigura 18 se muestran los resultados de las medidas deceird# ambos
biocatalizadores y los ensayos en blanco usandoulaso sustratos sintéticos elegidos.
En la Tabla 7 se indican los valores de actividad especificaeradbs a partir de la
diferencia de las pendientes de las medidas casetie los biocatalizadores con los
blancos, considerando, ademas, la masa de protaisasbida en cada uno.

Los ensayos blanco mostraron que la hidrolisis mspea, promovida por la
presencia de DTT en el medio fue de 0,046; 0,021,3) 0,0004 Ul{moles de producto
generado por minuto) para Z-Afanitrofenil éster, Z-Glyp-nitrofenil éster, Z-Leys-
nitrofenil éster y Z-Argp-nitroanilida, respectivamente. Cuanto menor eglacidad de
aparicion de producto mas estable es el sustratbrardio acuoso reductor.

Los resultados de las cinéticas realizadas mostrar@a clara preferencia de
ambos biocatalizadores por el sustrato derivadblaea pesar de que la generacioméde
nitrofenol por hidrdlisis inducida por el DTT retlser mas alta que en el resto de los
sustratos. La preferencia Ara/pol por el derivadAth fue tan pronunciada que antes de
los 5 segundos del ensayo, todo el sustrato seliziglrPor otra parte Ara/pol mostré una
preferencia similar por los otros dos sustratosrést mientras que Pap/pol muestra el

doble de actividad cuando reacciona con el derikdGly.
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Figura 18. Medidas de cinética de Ara/pol, Pap/pol y blancos distintos sustratos
sintéticos.a. Z-Ala-p-nitrofenil éster.b. Z-Gly-p-nitrofenil éster.c. Z-Leu{-nitrofenil
éster.d. Z-Arg-p-nitroanilida. Ara/pol {0 ), Pap/pol 0 ) y Bco/pol ).

Biocatalizador | Sustrato [ Actividad especifica
Ara/pol Z-Ala-pNf 0,109
Ara/pol Z-Leu-pNf 0,037
Ara/pol Z-Gly-pNf 0,041
Ara/pol Z-Arg-pNA 0,00048
Pap/pol Z-Ala-pNf 0,035
Pap/pol Z-Leu-pNf 0,00B
Pap/pol Z-Gly-pNf 0,016
Pap/pol Z-Arg-pNA 0,00017

* umoles de producto en la mezcla de reaccion porpoinmg de enzima inmovilizada

Tabla 7. Actividad especifica de Ara/pol y Pap/pol condistintos sustratos sintéticos.

En todos los casos se observo que el biocatalizameniendo araujiaina resulta
mucho mas activo que el producido con papaina, wuren esta obseracion no

consideramos el fendmeno de desorcion revisadeaoses anteriores. Pap/pol mostro
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una actividad, del 32% usando Z-Ala-pNf, 22% cohefi-pNf, 39% con Z-Gly-pNf y
35% con Z-Arg-pNa respecto de la de Ara/pol.

La actividad observada con estos sustratos permfiiéciar la versatilidad de
ambas enzimas para hidrolizar efectivamente enkstes ademas de los amida. También
la capacidad de aceptar grupos como nitrofenilatroanilida en la posicion S1° y del
grupo Z en S2 (velFigura 19). En este trabajo, se estudio la preferencia de lo
biocatalizadores por sustratos derivados de distiaminoacidos, no sélo para estudiar el
comportamiento en reacciones hidroliticas sino pegger las afinidades por sustratos en
reacciones de sintesis. Con respecto a este tipeadeiones se espera que sustratos
derivados de Ala que se unan por el grupo carbaelaaminoacido sean eficientemente
incorporados por las enzimas, pero también espergme sean aceptados los sustratos
derivados de Leu y Gly.

3.3. Conclusion

3.3.1. Inmovilizacién de araujiaina sobre TiO2

Siguiendo un procedimiento de adsorcion simpleogedlinmovilizar un extracto
crudo rico en proteasas cisteinicas sobre dioxadttanio. Mediante medidas UV-Vis se
observé que la adsorcion de proteinas es altansatetiva; en sélo 5 minutos de
contacto con la titania las proteinas fueron ptéatiente indetectables en la solucion del
extracto crudo. Mediante determinaciones de activickseinolitica se confirmd que la
adsorcion de proteasas es rapida y completa. erded también, que usando 800 mg
de extracto crudo se logré saturar el soporte exatitia de la que ocurre con 200 y 400
mg, y que se obtienen mejores resultados al usar ey lugar de buffer de pH 8,5.

Por otra parte, se comprobo que los fendmenossteaén enzimatica en medios
acuosos son un grave problema para el uso de lstostalizadores en este tipo de
medios y que este fenbmeno es mas importante alangde aumenta la fuerza iénica del
medio. En este mismo sentido, se observé una iammerpérdida de actividad luego de
algunos ciclos de reutilizacion en medios acuosos.

La actividad recuperada en el biocatalizador capeaeto a la del extracto crudo
es de un 8% al medir actividad amidasica. A pesaesta pérdida de actividad, el
biocatalizador producido es bueno dado los bajstoatel extracto crudo como fuente de
proteasas y del soporte y porque se comprobd goie$zncia de proteinas activas en el

biocatalizador
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3.3.2. Inmovilizacion de papaina y araujiaina sobreoliamida

Se profundizé el estudio de estos biocatalizadarssdos previamente en

reacciones de sintesis. Se observo que la activetagherada en ambos biocatalizadores

luego de la inmovilizacion es de un 18,5% parajeiaa y del 9% para papaina.

En medios acuosos, como los empleados en las asedal actividad hidrolitica,

se vio que existe un fendmeno de desorcion muy ritapie en ambos biocatalizadores,

siendo éste mas pronunciado en el caso de Ardipoho que no la convertiria en una

opcion adecuada para su uso en estos medios. tiafiossde reutilizacion ratificaron

esta observacion. Por ultimo, se vio que tantop®atomo Pap/pol fueron activos frente

a los sustratos sintéticos ensayados, siendoighderde Ala el preferido de ambos.
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Fitoproteasas como biocatalizadores
en sintesis organica en medios
acuoso-organicos

Sintesis de derivados peptidicos
empleando fitoproteasas como
biocatalizadores
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En este capitulo se describen los ensayos de sideg-aa-amidas realizados

empleando los biocatalizadores que se describehapitulo anterior.

Se realiz6 la sintesis de péptidos isostéricdaseque se hizdq{gura 1) reaccionar un
dador de acilo (un aminoacido unido por el grupfa amino a un grupo protector
carbobenzoxi, Z-), con nucledfilos tales como amlooholes. Entre ellos se forma un enlace
amida catalizado por las enzimas inmovilizadas.

Como primer paso se seleccionaron las mejoresaonds de reaccion para lo cual se
ensayaron distintas condiciones:

- mecanismos de reaccidn: control cinético y termémico,

- medios de reaccion: distintos solventes y mezaasoti/entes,

- biocatalizador libre o inmovilizado.

Determinadas las mejores condiciones, se estwdiéspecificidad que mostraron
ambos catalizadores. Se usaron tres tipos de film$ed etanolamina (glicinol),
3-amino-1-propanolf-alaninol) y 3,3-dietoxipropan-1-amina, asi comas dadores de acilo:

Z-Alay Z-3-Ala.
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4.1. Experimental

4.1.1. Sintesis enzimatica de Z-aa-amidas

4.1.1.1. Sintesis bajo control cinético

Se prepararon distintas mezclas de reaccion dsale las cantidades del dador de
acilo (Z-Ala-OMe) y del nucledfilo glicinol, que sedican en laTabla 1 en el solvente o
mezcla de solventes respectiva. A 2 ml de mezdagraparadas, se les agregé 200 mg de
papaina inmovilizada en poliamida (Pap/pol). Lgppracion de este biocatalizador se detallo
en el Capitulo 3. Cuando se us6 la enzima araaji@re, a la mezcla de sustratos en buffer
NaHCO3-NaCO3 0,1 M pH 10 con EDTA y DTT 5 mM, se le agreg6 20 aedjextracto crudo

enzimatico.
Las reacciones se desarrollaron en viales cerd&dsml bajo atmdsfera de nitrégeno
a 25°C en un agitador orbital (150 rpm). Se tomanoiestras de 100l a distintos tiempos

(hasta 96 hs) y se detuvieron por el agregado e &€ido acético (HAc) glacial.

Medio de reaccion Dador de acilo Nucledfilo Biocatalizador
ACN 0,5% H20 (v/v) Z-Ala-OMe Glicinol Pap/pol
(20 mM) (30 mM)
ACN 1,5% H20 (v/Iv) Z-Ala-OMe Glicinol Pap/pol
(20 mM) (30 mM)
ACN 4% HZO (VvIv) Z-Ala-OMe Glicinol Pap/pol
(20 mM) (30 mM)
Metil-tert-butil éter (MTBE) saturado Z-Ala-OMe Glicinol Pap/pol
en HZO (20 mM) (30 mM)
Diisopropil éter (DIPE) saturado en Z-Ala-OMe Glicinol Pap/pol
, (20 mM) (30 mM)
Buffer NaHCO-NaCQO 0,1 M pH 10 Z-Ala-OMe Glicinol Araujiaina libre
3 3
con EDTA Y DTT 5 mM (5 mM) (90 mM)

Tabla 1. Condiciones de reaccion para la sintesis enzient control cinético.

4.1.1.2. Sintesis enzimatica bajo control termodinamico

Para preparar las mezclas de reaccion se diselvidagua una masa del derivado
aminoacidico (Z-aa) suficiente para preparar 2 ml ancentracion 10 mM. A estas
suspensiones se les agrego6 la solucién stock dedfile 100 mM hasta que el pH de la
mezcla llegara a 7,0 y posteriormente se liofibrapara eliminar el agua. Los liofilizados
fueron redisueltos en 2 ml del medio de reaccidmespondiente. Las concentraciones de

dador de acilo y nucledfilo en todos los casosdueimilares entre si, 10 mM en los ensayos
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detallados en l&abla 2y 5 mM en los de lagablas 3 y 4 Las reacciones se desarrollaron en
viales cerrados de 4 ml bajo atmédsfera de nitrégeB6°C en un agitador orbital (120 rpm).
Los biocatalizadores (4 Ul de actividad enziméatisa)agregaron a 2 ml de la solucion de
reactivos para comenzar la reaccion. Durante lanmise tomaron muestras de 10@ 1, 3,

6, 24, 48 y 72 horas. A cada muestra se le agregb2Ac glacial para detener la reaccion.

Medio de reaccion Dador de acilo Nucledfilo Biocatalizador
ACN 1% HZO (vIv) Z-Ala (10 mM) Glicinol (10 mM) Pap/pol
ACN 4% HZO (vIv) Z-Ala (10 mM) Glicinol (10 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (VvIv) Z-Ala (10 mm) Glicinol (10 mM) Ara/pol
ACN 4% HZO (VvIv) Z-Ala (10 mm) Glicinol (10 mM) Ara/pol

Tabla 2. Mezclas de reaccién para sintesis por control téimamico tomando como
variables los biocatalizadores y los medios deciéac

Medio de reaccion Dador de acilo Nucledfilo Biocatalizador
ACN 1% HZO (VvIv) Z-Ala (5 mM) Glicinol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (VvIv) Z-Ala (5 mM) B-alaninol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (VvIv) Z-Ala (5 mM) 3,3-dietoxipropan-1-amina (5 mM) Pagql

Tabla 3. Mezclas de reaccién para sintesis por control téimamico tomando como
variables los nucledfilos

Medio de reaccion Dador de acilo Nucledfilo Biocatalizador
ACN 1% HZO (VIv) Z-Ala (5 mM) Glicinol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (VIv) Z-Ala (5 mM) Glicinol (5 mM) Ara/pol
ACN 1% HZO (VIv) Z-3-Ala (5 mM) Glicinol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HO (V) Z-B-Ala (5 mM) Glicinol (5 mM) Ara/pol
ACN 1% HZO (VIv) Z-Ala (5 mM) B-alaninol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (VIv) Z-Ala (5 mM) B-alaninol (5 mM) Ara/pol
ACN 1% HO (v/v) Z-B-Ala (5 mM) B-alaninol (5 mM) Pap/pol
ACN 1% HZO (viv) Z-B-Ala (5 mM) B-alaninol (5 mM) Ara/pol

Tabla 4. Mezclas de reaccidn para sintesis por control téimamico tomando como
variables los biocatalizadores, los dadores de gdibs nucledfilos.

Para optimizar el método, se modificaron algunasmbkes de la reaccién. Se usaron
distintos medios [ACN con 1 6 4% (v/v) de agualistintas concentraciones de reactivos (5

0 10 mM). Ademas se comparo la efectividad de Ieshiatalizadores (Ara/pol y Pap/pol) y

la selectividad de los mismos para distintos daldee acilo (Z-Ala y Z3-Ala) y distintos
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nucledfilos (glicinol, B-alaninol y 3,3-dietoxipropan-1-amina). Las disdgtmezclas de

reaccion se describen en Teablas 2, 3y 4

4.1.1.3. Andlisis por HPLC-MS

Las reacciones fueron monitoreadas por HPLC-MS ¢éhgil1100 LC/MSD)
empleando una columna Lichrosphere RP C18n( 250x4 mm, Merck). Las condiciones
cromatograficas fueron: solvente A;®10,1 % (v/v) TFA, solvente B, G&EN: H,O 80:20
0,1% (v/v) TFA, velocidad de flujo 1 ml/min; gradte de 10% a 70% de B en 25 min;
deteccion a 215 nm. En algunos casos, se hicieréliss en los mismos solventes A y B sin
el agregado de TFA. La cuantificacion fue realizagaartir de las areas de los picos segun el
método del estandar externo. La caracterizaciécada pico fue hecha por ES-MS en modo
positivo.

4.2. Resultados y discusion

4.2.1. Sintesis enziméatica de Z-aa-amidas

Existe una demanda cada vez mas importante dedpgpnodificados con buenos
perfiles de estabilidad y propiedades farmacoainétoptimizadas. Estos compuestos pueden
tener actividad inhibitoria de proteasas, y sonartgntes para el tratamiento de enfermedades
tales como el SIDA (Sarubbi y col., 1993), dengdim (y col., 2006) y malaria (Ersmark y
col., 2005), gracias a que se podrian unir al sitbvo de las proteasas. Por esta misma
caracteristica, también pueden emplearse como diégarpara purificar proteinas por
cromatografia de afinidad (Voyushina y col., 1999).

La obtencion de precursores como peptidil amindetas y peptidoaldehidos por la
via quimica usual, suelen involucrar la reducci@ los derivados de aminoacidos y/o

péptidos empleando NaBH,, previa derivatizacion del grupeCOOH con pentaclorofenol

(Nagvi y col., 1999); mientras que la oxidacion Ids peptidil aminoalcoholes se realiza
usando acide-iodobenzoico en acetato de etilo calentando ajoefOceio y col., 2005). En

contraste, el empleo de enzimas es una alternabwiajosa a estos procesos quimicos
tradicionales de manufactura de productos farmawaEu{Khmelnitsky y Rich, 1999). Como

se vio en la Introduccion, los meétodos biocatalfticevitan pasos de proteccion y
desproteccion, disminuyendo el uso de reactivosolyestes peligrosos asi como de
condiciones extremas de reaccion. En el caso qastsdia en el presente trabajo, el hallazgo

de peptidasas capaces de catalizar la sintesisstde ckase de moléculas tiene un rol
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preponderante. El ensayo de dos biocatalizadoegmpmdos a partir de proteasas vegetales, la
seleccién de las condiciones de reaccién 6ptimabk gstudio de las especificidades de las
mismas, son pasos primarios y fundamentales paler @plicar dichas enzimas en la sintesis

de estos compuestos.

4.2.1.1. Seleccién de los medios, del mecanismo de reaccién y de los
biocatalizadores

En las reacciones realizadas por control cinéfadador de acilo: Z-Ala-OMe) se
observo que la reaccion transcurre lentamehéblé 5) excepto en aquella catalizada por
araujiaina libre en buffer NaHG®a,CO,0,1 M de pH 10, en la que a las 6 hs de reaccion se

obtuvo el rendimiento maximo en la formacién dedducto Z-Ala-glicinol. Por otro lado,
utilizando Pap/pol, se obtuvieron rendimientos kires a las 48 hs., usando metil-terbutil éter
(MTBE) vy diisopropil éter (DIPE). En ACN con bajo®rpentajes de agua se obtuvieron
menores rendimientos, observandose que los misemagah cuando se aumento el porcentaje
de agua del 0,5% al 1,5% v/v.

Medio de reaccion | Biocatalizador | Dador de acilo | Rendimiento méaximo %
(tiempo)
ACN 0,5% H20 Pap/pol Z-Ala-OMe 47% (96 hs)
ACN 1,5% H20 Pap/pol Z-Ala-OMe 16,5% (48 hs)
ACN 4% HZO Pap/pol Z-Ala-OMe 16,3% (48 hs)
MTBE Pap/pol Z-Ala-OMe 55,7% (48 hs)
DIPE Pap/pol Z-Ala-OMe 59,1% (48 hs)
Buffer acuoso pH 1( Ara libre Z-Ala-OMe 60% (6 hs)
ACN 1% HZO Pap/pol Z-Ala 69% (72 hs)
ACN 1% HZO Ara/pol Z-Ala 54,9% (72 hs)
ACN 4% HZO Pap/pol Z-Ala 67% (72 hs)
ACN 4% HZO Ara/pol Z-Ala 8,3 % (72 hs)

Tabla 5. Resultados en conversion maxima a tiempos detadosde los ensayos realizados
para optimizar el medio de reaccion y el mecanidmoontrol.

De los resultados de las reacciones transcurfiidgs control termodinamico se
observa que las mejores conversiones (69% a ldsd&reaccion) en Z-Ala-glicinol fueron
obtenidas con papaina inmovilizada en poliamidaccbracatalizador. En el caso de Ara/pol,
se puso de manifiesto una gran dependencia camtdrado de agua presente en el medio: en
ACN con 1% de agua la actividad fue 7 veces mayeran ACN con 4% de agua, mientras
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que Pap/pol presenté practicamente la misma aatividPor otra parte, con Pap/pol se
observaron valores de actividad mucho mejores emégbdo por control termodindmico que
la reaccidn realizada bajo control cinétidalfla 5).

De los dos mecanismos de reaccion se prefirio mra@lotermodinamico debido a dos
razones principales. En primer lugar, porque sevidéton mejores resultados. En segundo
lugar, porque con el control cinético se presentalas desventajas: 1) la necesidad de activar
el dador de acilo y 2) la aparicion indeseada ulebsoducto de hidrdlisis del mismo (Z-Ala).

Con respecto al solvente, si bien los éteres edsaydan buenos rendimientos, se ha
comprobado (Capitulos 1 y 2) que el ACN con bagpercion de agua es un solvente que no
afecta la actividad de las proteasas, por esdgié ebte medio para las reacciones siguientes.
Se determing, ademas, que la cantidad de aguandeziela con la que se obtuvieron mejores

conversiones usando control termodinamico fue de 1%

-Ala- 2 0H
- Z-Ala-NH
AN (a)
HN"V7S0H
HM@H
Z-Ala-OH + EH ;Z-AIa-E Z_A|a_NH«/Hg\OH
Hz

(b)

OEt
H2N 2
OEt
H*  EtoH

o
EH O\ _/ AN
-Ala- 2
z-Ala-NH/Hz\( >l Z-Ala-NH

OEt

(©) (d)

Figura 1. Esquema de sintesis por control termodinamicaZdganilamidas empleando
papaina como biocatalizador. EH: papaina. Nuckeifilicinol (n=2) 3-alaninol (n=3) y 3,3-
dietoxipropan-1l-amina. Medio de reaccion: ACN con &agua (v/v).a. Z-Ala-glicinol.
b. Z-Ala3-alaninol.c. Z-Ala-dietoxipropanamidal. Z-Ala-3-alaninal.

A pesar de que el rendimiento obtenido con arangidibre es de los mas altos, se
prefirid el uso de enzimas adsorbidas sobre patiamia que permite una facil separacion del
biocatalizador desde la mezcla de reaccion.

Se lograron altos porcentajes de conversion us&agdpol y Ara/pol en ACN con

agua bajo control termodinamico. En este sistenp#oBbafue mejor que Ara/pol. Este ultimo,
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por otra parte demostré ser muy sensible a la daohtde agua, limitdndose su uso a los
medios con 1% de agua
En la Figura 1 se muestran las reacciones catalizadas por losatblzadores

mediante control termodinamico.

4.2.1.2. Especificidades de las fitoproteasas

En las sintesis propuestas catalizadas por lgsu@eones proteoliticas inmovilizadas,
se considerd que papaina y araujiaina tienen dégpailes similares, dada su pertenencia a
la misma familia (C1) y subfamilia (C1A) (Rawlingsol., 2010).

Ambas proteasas requieren de un residuo hidroféicta posiciéon P2 (subsitio S2)
(Rawlings y col., 2010), usando la nomenclaturgopesta por Schechter y Berger, (1967)

(Figura 2). En las sintesis ensayadas esta posicion esi@adaupor el grupo protector

N’-carbobenzoxi (Z-) de los dadores de acilo usados.

I 2 3 4 5 6

L ]
HaN P3| P2 [Py [ Pi | P2 [P3CoON

s4ls

Figura 2. Esquema de la terminologia de los subsitios espesitle las proteasas con las
caracteristicas complementarias del sustrato.tiél attivo de la enzima estd compuesto por
subsitios (S1-S4 y S1'-S3’) localizados a amboedatkl sitio catalitico. Las posiciones P del
sustrato se cuentan desde el punto de corte, tniagsi la misma numeracion que los
subsitios que ocupan. C: sitio catalitico.

En la posicion S1, en cambio, para este tipo deidgagas la exigencia seria baja
(Rawlings y col., 2010), por esa razon se probarmtratos que contenian los residuog -
Ala (Tabla 4). En el Capitulo 3 se comprob6 que en la reaad@hidrolisis de derivadgs
nitrofenilados, los dos biocatalizadores hidrolmabien los derivados de Ala, Gly, Leu y
Arg. Entre ellos, los biocatalizadores demostraener preferencia por el derivado de Ala.
Por esa razon, se eligi6 el sustrato Z-Ala paradasciones de sintesis.

Por ultimo, para ensayar la especificidad deligobS1” se seleccionaron tres aminas

diferentes: glicinolp-alaninol y 3,3-dietoxipropan-1-amin&gblas 3y 4.
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4.2.1.2.1. Especificidad del subsitio S1°

La cinética de reaccion de sintesis, catalizaddpp/pol y Ara/pol, de los productas
(Z-Ala-glicinol) y b (Z-Ala-B3-alaninol) se muestra enfiégura 3 y los valores de rendimiento
méaximo y los tiempos para las tres reacciones adsay con ambos biocatalizadores en la
Tabla 6.

Dador de acilo Nucledfilo Biocatalizador Rendimiento méximo
(tiempo)
Z-Ala Glicinol Pap/pol 69% (72 hs)
Z-Ala Glicinol Ara/pol 56% (72 hs)
Z-Ala B-alaninol Pap/pol 95% (48 hs)
Z-Ala B-alaninol Ara/pol 95% (48 hs)
Z-Ala 3,3-dietoxipropan-1-amina Pap/pol 96% (48 hs)
Z-Ala 3,3-dietoxipropan-1-amina Ara/pol 80% (48 hs)

Tabla 6. Resultados de las reacciones biocatalizadas mpap®aon tres nucledfilos distintos

80

60 _—
o A
20 %

Porcentaje de conversion

a
0 T T T
0 20 40 60 80
Tiempo (hs)
100 -
:5 80 /
[z
i
g 60
o
£ ol
b o 40
2!
c
g 20
S
o
0#

0 20 40 60 80

Tiempo (hs)

Figuras 3.Cinética de sintesis d@e producto (a) y: producto (b) empleando Ara/peH) y
Pap/pol £). Las reacciones fueron seguidas por HPLC y laslymtos detectados por
absorcion a 215 nm y caracterizados por ES-MS emomodgitivo. Producto (a), Z-Ala-

glicinol, (M+H+):266,8; producto (b), Z-Al@-alaninol, (M+H+):281,2.

Los biocatalizadores presentaron buenos rendingemsando cualquiera de los tres

sustratos nucledfilos. Los mejores rendimientosradados se obtuvieron cdhialaninol

Llerena Suster, C.R.F. 191



usando cualquiera de los dos biocatalizadores “gi8{8xipropan-1-amina con Pap/pol. Las
conversiones observadas con el sustrato 3,3-dptgpan-1-amina fueron de alrededor del
80% en productos para Ara/pol luego de 48 h deci@acmientras que para Pap/pol se logro
el mismo rendimiento luego de 24 h de reacciomdsiea las 48 hs de un 96%.

La cinética de las reacciones mostré que a las 24 tonversion para el produdies
muy cercana a la maxima y luego practicamente tendela reaccion, mientras que para el
se registra un leve aumento entre las 24 y lass7Eiguras 3). El grueso de la reaccién en
todos los ensayos transcurrio en las primeras 24 hs

Para el caso de Ila reaccion de condensacion entrdla Z con
3,3-dietoxipropan-1-amina, en ambos ensayabl@a 6), el analisis por HPLC-MS revel6 que
el principal producto detectado es el pico g€l8,5 min Figura 4a, pico 1) con masas de
(M+H")=279,2 y (M+N&)=319,1 Figura 5). Dicha masas corresponderian al proddc(a-
Ala-B-alaninal) y su hidrato, respectivamente. Ambos maestos se formarian a partir del
producto de sintesis esperaad (Figura 1). El producto de sintests presenta un pico de
tr=21,8 min Figura 4a, pico 3, (M+N&)=375,2].

1
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Figura 4. Cromatogramas de la reaccion de condensacion 2ita y 3,3-dietoxipropan-1-
amina catalizada por Pap/pol (tiempo de reacci@nhg). Pico 1: productd y su hidrato,
masas de (M+H=279,2 y (M+N&)=319,1 respectivamente; pico 2, Z-Ala (MHH224,1;
pico 3, producte (M+Na')=375,2.a. Cromatograma de la reaccion detenida con HAc dlacia
y con TFA en la fase mévil de la cromatografiaCromatograma de la reaccion detenida con
HAc glacial y sin TFA en la fase mévil de la croogtafia.c. Cromatograma de la reaccién
detenida en bafio de agua-hielo (sin HAc glacialsiry TFA en la fase moévil de la
cromatografia.
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Para saber si el producto d se formé mediante catalisis enzimatica o sélo como resultado del
acido presente en el medio, se repitieron las sintesis, pero en lugar de emplear HAc para detener
las reacciones, las mezclas de reaccién se sumergiendo en mezclas de agua-hielo. Las muestras
fueron analizadas con y sin TFA en las fases méviles A y B de HPLC (Figuras 4b y 4c,

respectivamente).

Figura 5. Espectro de masas del pico 1 correspondiente alatograma de la Figura 4a,
donde se observan el producto d y su hidrato.

Los cromatogramas de |&#guras 4b y 4cdemuestran que el area del pico de 13,5
min disminuye a medida que decrece la cantidadca &n el medio, hasta desaparecer,
mientras que el area del pico de 21 min aumentaZ-Bla-B-alaninal y su hidrato se
obtendrian mediante la catdlisis acida producidagdude detener la reaccion con HAc.
Incluso el TFA presente en la fase moévil de la amgrafia podria favorecer la aparicion de
los mismos antes de ingresar a la columna. El nioandel equilibrio entre los productos
mencionados esta ilustrado erFlgura 6.

Estos resultados demostraron la versatilidad deeteimas en el subsitio S1’, no
solamente para acomodar derivados aminoacidicne, también aminoalcoholes y otros

derivados como aminoacetales.

Llerena Suster, C.R.F. 193



o HV\r ‘L *JY“WO

s

@OAH%HV\&OH

Figura 6. Reaccion de equilibrio del produat@en medio acido. La forma acetal del producto
se convierte, mediante catalisis acida, en el spamdiente aldehidal), que inmediatamente
daré lugar al hidrato del mismo.

4.2.1.2.2. Especificidad del subsitio S1

Al reemplazar Z-Ala por $-Ala, no se observo la formacion de ningun produlso
reaccion. A pesar de que se considera que el guBgitdonde se acomoda este aminoacido es
bastante flexible, los resultados demuestran gngunia de las dos enzimas reconocié este
aminoacido no codificado. La razon de estos redodtano estaria en el hecho de que el
derivado contenga un residuo aminoacidico no aadib, ya que se han realizado sintesis
usandoa-aminoacidos no codificados (Krix y col., 1997; Basa, 2002), sino debido a la

diferencia estructural de las molécutag 3 aminoacidicas.

4.3. Conclusiones

Se llevé a cabo la sintesis de distintos peptidit@alcoholes catalizada por
endopeptidasas de origen vegetal tanto inmovilgaapoliamida como libres. Se utilizaron
distintos medios y las reacciones se llevaron @ tabto bajo control termodinamico como
cinético.

Las condiciones oOptimas encontradas para la gnteslos compuestos planteados
fueron el desarrollo de la reaccion bajo controhtedinamico (Z-Ala en lugar de Z-Ala-OMe
como dador de acilo), mezcla equimolar de sustrgtbis7,0), ACN con 1% (v/v) de agua
como medio de reaccidn y las enzimas inmovilizadas.

Las dos enzimas inmovilizadas fueron efectivoslizatdores en la sintesis de tres
productos: Z-Ala-glicinol, Z-Alg3-alaninol y el productcc que, en medio acido genera
Z-Ala-B-alaninal y su hidrato. De esta forma se demostffekibilidad en el subsitio S1° de

ambas enzimas. Por el contrario, la flexibilidatisi#sidio S1 no fue suficiente para aceptar
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el B-aminoacido ensayado, por lo que se concluye quespecificidad estaria limitada a

o-aminoacidos.

La gran flexibilidad de estos biocatalizadoresapaaccionar frente a sustratos tales

como aminoalcoholes y aminoacetales los conviemteh&ramientas muy Utiles para la

obtencion de peptidil amino alcoholes y péptid@hldos, compuestos que son intermediarios

en la sintesis de isésteros peptidicos en la inddatmacéutica.
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conclusiones finales

Conclusiones generales del trabajo:

- A partir del desarrollo de este trabajo de testuad a través de una extensa practica
concreta, los conceptos basicos para el plante&mi@norganizacion, la realizaciéon y
la conclusién de un trabajo de investigacién. Adeimaorporé también la capacidad
de replantear métodos y estrategias de acuerdodasiiintos resultados.

- Conoci y me entrené en un gran numero de técnieaktwbratorio como las de
medidas de actividad, electroforesis, isoelectrmgund, purificacion e inmovilizacion
de proteinas, entre otras. También en el uso @esdis equipos de laboratorio como el
espectrofotdmetro, el espectrofluorémetro, equig@sromatografia liquida, HPLC-
MS, liofilizador, rotavapor entre otros. Y, en laerpretacion de los resultados de los
ensayos usando estos equipos asi como de ensayesipntes de EM MALDI-TOF
y FTIR-ATR.

- Aprendi a realizar busquedas de material bibliagpay a seleccionar los mas utiles
para el desarrollo del plan proyectado y para trporacion de nuevas ideas al
mismo.

- Trabajé como parte de un grupo de investigacidmamngbtén en colaboracién con
distintos miembros del LIPROVE como investigadotes;arios y estudiantes y, por
otro lado con grupos de otras unidades de investigegomo el CINDECA.

- Por dltimo, también pude ser capaz de presentarrdesgltados del trabajo de
investigacion en distintos formatos como informesdalicos, posters y presentaciones

orales en congresos Yy publicaciones en revistas.
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Conclusiones especificas del trabajo

En el Capitulo 1, en primer término, se describié la obtencion ograetos
enzimaticos de papaina y araujiaina en buenagiadet y a muy bajos costos.

Posteriormente se detallaron las medidas de adtabilrealizadas en distintos
solventes. El empleo de isooctano no afecto ldiiskad de papaina y araujiaina. En cambio,
el dioxano en proporciones del 30, 50 y 70% (vioypco la pérdida total de actividad luego
de 6 hs de incubacion en los dos extractos enziogatensayados. EI MeOH en bajas
proporciones (30, 50 y 70%) y el ACN en altas (90996) no afectaron la actividad del
extracto de papaina, mientras que redujeron ef®Unla actividad de araujiaina. En ACN 30,
50 y 70% ocurrié una reduccion del 50% de actividadambos extractos, mientras que en
DMF la reduccion de actividad fue proporcional @datidad de solvente, entre un 10 a 30%
de caida en el caso de DMF 30% y entre un 70 y 1 ®@9®MF 70%. En MeOH y DMF en
altas proporciones la papaina conserva un 40 y0% @e su actividad, respctivamente,
mientras que araujiaina la pierde completamentegétreral, los efectos de los solventes
sobre araujiaina fueron mas drasticos que los wides sobre papaina.

El ACN en todas las proporciones y el MeOH en propoes bajas mostraron ser
solventes que no afectaron notablemente la activigalas enzimas, lo que no fue observado
para DMF. ACN y MeOH podrian ser asi solventes decgbn a la hora de realizar ensayos
biocataliticos.

Asimismo se determiné que el extracto crudo de ipap& la papaina purificada
presentaron un comportamiento catalitico similaxgonerse a ACN, MeOH y DMF en altas

proporciones.

En el Capitulo 2 se describieron los analisis espectroscépicoslurekcencia vy
FTIR-ATR realizados para profundizar el estudio esabilidad de papaina en mezclas
acuoso-organicas. En ellos se observé que papadsand una estructura ligeramente mas
compacta y estructurada en todos los medios imaekis [ACN, MeOH y DMF 90 y 99%
(v/v)] que la que presenta en un ambiente acuasoer@bargo, excluyendo lo ocurrido en
DMF 99%, no se detectaron grandes cambios en lag®sts secundarias.

En ACN se vio que la actividad de papaina varialg poco a pesar de la mayor
estructuracion que mostraron los estudios por ésmencia. EI MeOH provoco que la
actividad enzimética descendiera hasta un 20% dédarvada en buffer. Este descenco se
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vio acompafnado por aumentos leves de héticgdaminasf; en MeOH 90% y de laminas y
giros B en MeOH 99%, observados mediante espectroscopiR-ATR. Por otra parte
mediante los estudios de fluorescencia no se vieaambios importantes. DMF demostro ser
el solvente mas agresivo de los tres ensayadosterstudio, ya que provocé la inactivacion
de la papaina. Esto fue acompafado por cambiogeigibles en la estructura terciaria
evidenciados por desplazamientos emlgs de los espectros de Fl y por los espectros ANS y
FRET. En DMF 99%, ademas se observo un gran aungentéminas b y descenso en las
demas estructuras.

En el Capitulo 2 también se describié la purifiGacde papaina mediante un método
simple. La purificacién constdé de dos pasos deigitacion con (NH),SO, y un paso de
precipitacion con NaCl, mediante los cuales se réepapaina de las otras proteasas en
presencia de TT 30 mM en todos los pasos, obtersénamdimientos de alrededor del 3%.
Para determinar la pureza del producto se usaroades técnicas: SDS-PAGE, IEF y
zimogramas, cromatografias de intercambio ionispeetrometria de masas MALDI-TOF y
analisis de la huella peptidica. Se confirm6 queredlucto purificado contenia papaina puray
que las escasas impurezas observadas fueron peptiodeenientes de los cuatro proteasas

presentes en el latex @arica papaya

En el Capitulo 3 se detallé el procedimiento utilizado para inmaell araujiaina
sobre dioxido de titanio mediante adsorcion simpobservd, en el mismo, que la adsorcion
de proteasas es altamente selectiva y muy rapadactlividad recuperada en el biocatalizador
con respecto a la del extracto crudo es de un 8ftedir actividad amidasica. Ademas, se
comprobé que los fenébmenos de desorcion enziméticanedios acuosos son un grave
problema para el uso y la reutilizacion de estosdializadores en este tipo de medios y que
este fendbmeno es mas importante a medida que aatadnerza idnica del medio.

Por otra parte, se profundizé el estudio de bidizatdores preparados con papaina y
araujiaina en poliamida. Se observd que se recugdeid@% de la actividad luego de la
inmovilizacién en el caso de araujiaina y el 9%agaapaina.

En medios acuosos se observo que existe una dasaleienzimas muy importante,
siendo ésta mas pronunciada en el caso de Ar&ppoliltimo, se vio que tanto Ara/pol, como
Pap/pol fueron activos frente a los sustratos e ensayados, siendo el derivado de Ala el

preferido de ambos.
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En elCapitulo 4 se describié la optimizaciéon de las reaccionesidigsis propuestas.
Las condiciones Optimas encontradas para la ssndesios peptidilaminoalcoholes fueron el
desarrollo de la reaccion bajo control termodin@nimezcla equimolar de sustratos (pH 7,0),
ACN con 1% (v/v) de agua como medio de reaccioasydnzimas inmovilizadas. Por otra
parte se encontré que las dos enzimas inmovilizdga®n efectivos catalizadores en la
sintesis de tres productos: Z-Ala-glicinol, Z-Aalaninol y Z-Ala-alaninal, con
rendimientos entre 60 y 95%. En cambio, ningundodedos biocatalizadores fue capaz de

aceptar como sustrato elZZAla, demostrando una alta selectividad peaminoacidos.
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