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1.1

(l. Conceptos generales

En este capitulo veremos los conceptos generales sobre uno de los productos biotecnolégicos
mas empleados en la industria. Su conocimiento es fundamental para el ingeniero quimico, ya que
permite ampliar el espectro de catalizadores que pueden utilizarse en un proceso quimico. Aborda-
remos en este capitulo los conceptos generales sobre su naturaleza, clasificacion y mecanismo de
catalisis.

Biocatalizadores

Muchas de las reacciones quimicas presentes en la naturaleza requieren de catalizadores para
poder aumentar la velocidad a la que ocurren espontdneamente. Los catalizadores pueden definirse
como moléculas que aumentan la velocidad de una reaccién termodindmicamente favorable, me-
diante la disminucién de la barrera energética de dicha reaccion. En la Figura 1.1 puede observarse
un esquema simplificado del mecanismo de funcionamiento de los catalizadores. El catalizador
interactda con los sustratos o reactivos formando un complejo transitorio el cual reduce significati-
vamente la energia de activacion de la reaccién (Ea), para luego dar lugar a los productos previo a
la liberacion del catalizador, el cual no se ve afectado durante la reaccion.

Los catalizadores que actiian especificamente en reacciones bioquimicas, es decir en reacciones
que intervienen en el metabolismo de seres vivos, se conocen como enzimas o biocatalizadores.
Las enzimas son proteinas de elevado peso molecular y altamente especificas. En los organismos
vivos intervienen en reacciones metabdlicas (Fig. 1.2) de forma 6ptima para luego ser liberadas sin
alteracion funcional. Esto permite que la enzima pueda emplearse en sucesivas reacciones, lo que
las hace uno de los catalizadores mds eficientes de la naturaleza.

Desde los inicios de la enzimologia aplicada existen amplias controversias sobre si las enzimas
aisladas de los organismos vivos pueden actuar como biocatalizadores de la misma forma que
actian en el organismo de origen . Sin embargo, hasta la actualidad, las enzimas han logrado
aislarse, purificarse, inmovilizarse y emplearse exitosamente en diversos procesos tecnolégico,
convirtiéndose en un 4rea de especial interés para la industria en general.
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Figura 1.1: Reaccidn catalizada
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Figura 1.2: Rol de las enzimas en el metabolismo

1.2 Estructura de las enzimas

Todas aquellas propiedades que hacen de las enzimas un catalizador altamente eficiente derivan
de su estructura. Las enzimas tienen naturaleza proteica y por ende presentan las estructuras bésicas
de las proteinas. Ya se ha visto anteriormente en la materia las estructuras de las proteinas, con
lo cual las mencionaremos brevemente solamente con la intencién de recordarlas. La estructura
mads elemental de las enzimas es la estructura primaria, la cual consiste en la unién secuencial de
aminodcidos por enlace peptidico entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el grupo amino del
siguiente (Fig. 1.3).

Figura 1.3: Estructura primaria de las enzimas

La secuencia con la cual se unen los aminodcidos, asi como la naturaleza de los residuos (R),
definen las caracteristicas y el comportamiento de las enzimas.

Los aminodcidos préximos en la cadena polipeptidica pueden interaccionar mediante enlaces
puentes de hidrégeno entre los grupos amidas dando lugar a dos tipos de conformaciones espaciales,
conocidas como estructura secundaria: @ hélice (la mds predominante en enzimas) y 8 ldmina (Fig.
1.4).
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Figura 1.4: Estructura secundaria de las enzimas

Ademds, de estas interacciones entre aminoédcidos proximos, también tienen lugar interacciones
entre los R de aminodacidos produciendo un plegamiento adicional de las configuraciones nombradas.
Estos plegamientos resultan en una estructura tridimensional més compleja, denominada estructura
terciaria (Fig. 1.5). Las interacciones entre dichos R pueden ser muy diversas comprendiendo:
enlaces puentes disulfuro, interacciones idnicas, fuerzas de Van der Waals, puente de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas, etc. Como resultado de estos enlaces, en un ambiente hidrofilico, la
superficie de la proteina es rica en R de aminodcidos polares, mientras que los R hidrofébicos
quedan principalmente agrupados en el interior de la macromolécula, en tanto que lo inverso ocurre
en un entorno hidrofébico. Las enzimas presentan estructura terciaria globular, lo que les confiere
algunas de sus propiedades mas caracteristicas como la solubilidad en agua.

I
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0" \ {
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Figura 1.5: Estructura terciaria de las enzimas
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Algunas enzimas pueden contar con una estructura cuaternaria constituida por varias cadenas
polipeptidicas, conformando subunidades, las cuales pueden tener o no la misma funcién catalitica
dentro de este complejo (Fig 1.6).

Figura 1.6: Estructura cuaternaria de las enzimas

La funcionalidad biol6gica de las enzimas depende de su estructura nativa, la cual se basa en
la estructura tridimensional mds estable de la proteina bajo condiciones fisioldgicas. Si bien la
estructura tridimensional de la enzima estd determinada genéticamente, estard condicionada por el
medio en que se encuentran. Este hecho reviste importancia a la hora de trabajar con enzimas, ya
que el medio que las rodea puede diferir al entorno original donde fueron sintetizadas, con lo cual
deben tomarse las precauciones para evitar pérdidas de funcionalidad.

Finalmente, es importante mencionar que algunas enzimas pueden conjugarse con diferentes
macromoléculas como glicidos, lipidos, 4dcidos nucleicos, etc., o bien con iones metélicos. Dichas
enzimas se denominan holoenzimas y la parte no proteica conjugada se conoce como grupo
prostético. Los grupos prostéticos estdn fuertemente unidos a las apoenzimas (grupo proteico) y no
se disocian durante la catdlisis

Nomenclatura de las enzimas

Las enzimas se nombran de acuerdo a la reaccién quimica que catalizan y el sustrato que
interviene en la misma, con la terminacién —asa. Estas tienen en general nombres comunes,
sencillos y de amplio uso en la bibliografia, y un nombre sistemdtico que es el que corresponde por
norma para definirla correctamente. Por ejemplo la enzima aldehido reductasa (nombre comun) es
correctamente nombrada como: alditol:NAD(P)+ 1- oxidorreductasa (nombre sistematico).

Ademas del nombre, las enzimas pueden identificarse, de acuerdo a la Comisiéon de Enzimas
de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia molecular (IUBMB), con un nimero (EC)
compuesto por cuatro digitos:

= ]° digito: Identifica a las enzimas por la familia o categoria a la cual pertenecen.

= 2° digito: Indica el subgrupo dentro de la familia, el cual estd relacionado con la tipologia

del grupo quimico sobre el cual actia.

= 3° digito: Se refiere a la subclase dentro del subgrupo, el cual identifica el grupo quimico

especifico que interviene en la reaccidn.
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4° digito: Se trata de un nimero correlativo que las identifica dentro de la subclase.

En la siguiente seccién veremos la clasificacién de enzimas que definen el primer digito del
nimero EC.

Clasificacion de enzimas

En lo que refiere a la clasificacion de las enzimas, pueden distinguirse 6 categorias generales de
acuerdo al tipo de reaccién que catalizan:

Oxidorreductasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan reacciones de
oxido-reduccion, que consisten en transferencia de electrones, hidrégeno u oxigeno. El nom-
bre sistemadtico de estas enzimas estd conformado por: “donor:aceptor oxidorreductasa”. Un
ejemplo de esta familia es la Glucosa oxidasa (Beta-D-glucosa:oxigeno 1-oxidorreductasa):
EC 1.1.3.4.

AOZ + Bred,' = Arcd + Boz

Transferasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la transferencia de
un grupo quimico especifico, como puede ser metil, acil, amino, glicosil, o fosfato, desde
un compuesto a otro. El nombre sistemdtico de estas enzimas estd conformado por “do-
nor:aceptor grupo transferido-transferasa”. Un ejemplo de esta familia es la Glucoquinasa
(ATP:D-glucosa 6-fosfotransferasa): EC 2.7.1.2.

A-B+C=A+B-C

Hidrolasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la escision hidrolitica
principalmente de los grupos C-O, C-N y C-C. El nombre sistemadtico de estas enzimas esta
conformado por: “sustrato hidroxilasa”. Un ejemplo de esta familia es la Lactasa (lactosa
galactohidrolasa): 3.2.1.108.

A-B+HO=AH+B-0H

Liasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la escisién no hidrolitica y no
oxidativa de los grupos C-O, C-N y C-C, dando lugar a un doble enlace en los productos.El
nombre sistematico de estas enzimas estd conformado por: “sustrato prefijo-liasa”. Un
ejemplo de esta familia es la PAL (L-Fenilalanina amonio-liasa): 4.3.1.24

A—-B=A+10B

Isomerasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan el reacomodamiento
geométrico o estructural dentro de la molécula, sin cambiar la composicién atémica del
producto. El nombre sistemdtico de estas enzimas estd conformado por: “sustrato prefijo-
isomerasa”. Un ejemplo de esta familia es la Glucosa isomerasa: EC 5.3.1.5.

A=18B

Ligasas: Esta categoria incluye a todas las enzimas que catalizan la unién covalente entre dos
moléculas. El nombre sistematico de estas enzimas estd conformado por: “X:Y ligasa”. Un
ejemplo de esta familia es la Piruvato carboxilasa (piruvato: diéxido de carbono ligasa) EC:
6.4.1.1.

A+B+ATP=A—B+ADP~+P
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Mecanismo de catdlisis enzimdtica

La catalisis enzimatica comienza cuando una enzima (E) se encuentra con un sustrato con
el cual puede interaccionar (S). Esta interaccién da lugar a un estado transitorio o intermediario
denominado complejo enzima-sustrato (ES). La energfa asociada a la formacién de este complejo
impulsa la formacién del complejo activado, el cual estd asociado a una menor energia libre que el
estado transitorio de la reaccidn sin catalizar. Seguidamente, la reaccién prosigue con la formacién
del complejo enzima-producto (EP), el cual es el intermediario previo a la liberacién de Py E.

E+S <~—=ES ~—=EP~—E+P

El mecanismo por el cual una enzima cataliza una reaccién comienza con la interaccién de la
enzima (E) con el sustrato (S). Esta interaccidn tiene lugar en un sitio muy especifico de la enzima,
denominado sitio activo (Fig. 1.7). El sitio activo de la enzima es un pequefio espacio tridimensional
de la proteina constituido por unos pocos R de aminoécidos donde se lleva a cabo propiamente la
catdlisis, sirviendo el resto de la enzima como soporte del sitio activo.

Glucose Oxidase

Figura 1.7: Sitio activo

Existen diferentes teorias acerca de cémo interacciona el sustrato con el sitio activo para
conformar el complejo transitorio enzima-sustrato. De acuerdo al modelo de llave-cerradura (Fig.
1.8-A), el sitio activo de la enzima tiene una geometria espacial tal que el sustrato con una geometria
complementaria encaja perfectamente en el mismo. Por otro lado, el modelo de ajuste inducido
(Fig. 1.8-B) sugiere que el sustrato induce un cambio en la conformacién del sitio activo de la
enzima luego de hacer contacto con la misma. Este tltimo explicarfa la posibilidad de que una
enzima pueda emplear como sustrato compuestos quimicamente similares.

o) o

s N\
@

(B) U{V

OV N/

= =

Figura 1.8: Modelos de la interaccién Ey S
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Algunas enzimas, a su vez, requieren de ciertos compuestos para llevar a cabo la catalisis.
Estos compuestos se conocen como cofactores y coenzimas. La diferencia entre éstos se ilustra en
la Figura 1.9. Los cofactores son iones metalicos que se unen fuertemente a la enzima en forma
reversible, con lo cual no se disocian durante la reaccién y no sufren alteracién alguna, mientras
que el término coenzima estd asociado a pequeiias moléculas orgdnicas que se unen también
reversiblemente a la enzima pero lo hacen durante la reaccidn, sin formar parte de su estructura.

(a) CoE s
E ™~ E-CoE

\\; P

(b) COE—;//_‘\
E —» E E-CoE
CoE «—
P 5

Figura 1.9: (a) Cofactores y (b) Coenzimas

Cinética enzimdtica
Dado que las enzimas son catalizadores biolégicos es importante determinar la velocidad a la

cual transcurre la catdlisis. Para ello, usaremos el caso mas simple que es aquel en el que hay un
unico sustrato (S) y un tnico producto (P).

kq ko
S+E_ZES—> P+E
k_1
Para calcular la velocidad a la que ocurre esta reaccidn existen diversos abordajes, los més
conocidos son los de Michaelis-Menten y Briggs-Haldane. En este apunte consideraremos una
combinacién de ambos. Michaelis-Menten asume que la velocidad de formacién de P es mucho

menor que la velocidad reversible de ES, o sea k, «« k_j, por ende la formacién de P determina la
velocidad de reaccién. En ecuaciones esto es:

dpP
=—=k|ES
V=g = hlES
Para hallar la concentracién del complejo [ES] debemos tener en cuenta el abordaje de Briggs-
Haldane, el cual propone que el cambio de la concentracién de [ES] respecto al tiempo es insignifi-
cante, lo que implica que el [ES] se consume a la vez que se produce. Luego,

dES
Velocidad de produccion : =k [E][S]
—dES
Velocidad de consumo : — = k_i[ES]+ k2 [ES]

Igualando ambas velocidades tenemos que:

ki[E][S] = k1 [ES] + ko [ES]
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Seguidamente despejamos las constantes,

[E][S] _ kitk
[ES] ki

Dado que como dijimos anteriormente k, «« k_;:

EIS ko

ES] k"

La constante K, se denomina constante de Michaelis-Menten.
Seguidamente despejamos [ES]:

[E]1S)]

BS)= 5

La concentracion total de enzima [E (] es facilmente medible, no asf la concentracion libre de
enzima [E] (no asociada al complejo ES). Ambas se relacionan de la siguiente manera: [E]=[E] —
[ES]. Reemplazando en la ecuacién anterior:

5= (E=EI
Reordenando:
£S5

Reemplazando el valor de [ES] en la ecuacion de la velocidad tenemos:

, = FlEo][S]
Ky +[S]

La constante k, se conoce como k,;. Ademds, cuando se cumple que [ES]=[Eg], v=v,.x. De
lo anterior, tenemos que:

Vimax = Keat [EO]

Reemplazando la expresion de k. en la ecuacion de velocidad, nos queda la siguiente expresion:

maxS
_ nalS]

K + 5]
Esta dltima se conoce como ecuacidén de Michaelis-Menten y se representa en la Figura 1.10.
A partir de esta ecuaciéon podemos inferir que a bajas concentraciones de sustrato (S < 0,05K,,),
la reaccién es de primer orden, mientras que a concentraciones elevadas de sustrato (S > 100K,,) la
reaccién es de orden cero, con lo cual la velocidad no dependerd de la concentracién de sustrato y
el sistema se dice que estd saturado. Por otro lado, K., es igual a la concentracion de sustrato para
la cual v = vy, /2.
Los parametros cinéticos K, y k., brindan informacién sobre la afinidad de una enzima
respecto a un sustrato determinado. Por un lado, la constante K, es un pardmetro caracteristico de
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Figura 1.10: Cinética de Michaelis-Menten

las enzimas, que puede variar empleando diferentes sustratos y modificando algunos parametros de
reaccién como la temperatura, el pH, etc. Por otro lado, k., es también conocido como nimero de
recambio y se define como la cantidad de moléculas de producto formado, por molécula de enzima
por unidad de tiempo, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Vimax
[Eo]

A partir de la ecuacién anterior podemos concluir que a una concentracién de enzima dada y en
condiciones saturantes de sustrato, k., representa la maxima velocidad a la cual puede transcurrir la
reaccion catalizada. El cociente k.. /K, es el mejor indice de la eficiencia enzimdtica y es conocido
también como constante de especificidad. Esta constante permite comparar diversas enzimas, la
misma enzima con diversos sustratos e incluso la eficiencia de la enzima en una reaccidn reversible.
Una mayor constante de especificidad implica un mayor nimero de recambio (elevada k., ) y
mayor afinidad por el sustrato (menor K,).

kcat =

Determinacion de parametros cinéticos

La representacién de Michaelis-Menten, en la cual se relaciona la velocidad de formacién de P
con la concentracién de S, permite observar a simple vista si existe una correlacién de los datos
obtenidos con el modelo de Michaelis-Menten. No obstante, este tipo de representacion no es util a
la hora de calcular con precision las variables cinéticas, tales como K., 0 v,.x. Para ello, se han
empleado a lo largo de la historia diferentes ecuaciones que surgen de la linealizacién de la ecuacion
de Michaelis-Menten. La mds utilizada es la linealizacién de Lineweaver—Burk. Esta se basa en
obtener el reciproco de la ecuacién de Michaelis-Menten, dando una ecuacién que representa 1/v
en funcién de 1/S.

1 Kyl 1

1% Vimax S Vmax

Mediante la ecuacion anterior se puede determinar el valor de v,,,, por medio de la ordenada al
origen y K, por la pendiente de la recta (Fig. 1.11).

Este tipo de representacién depende mucho de la exactitud de los valores experimentales y por
ende puede acarrear un error en la determinacién de los pardmetros cinéticos. Sin embargo continda
siendo uno de los métodos de mas empleados para estos fines. Otros métodos de linealizacién para
la determinacién de las constantes cinéticas se presentan en la Tabla 1.1.
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0.04

003

0.02

1/v

pendiente = Km;‘ B

0.01 ~

1 | 5 L L | i 1 1
015 02 025 03
1/[81

0.00 ——

Figura 1.11: Linealizacién de Lineweaver—Burk

Tabla 1.1: Métodos de linealizacién de la ecuacion de Michaelis-Menten

Meétodo grafico Ecuacién Ordenada Abscisa
. I K, 1 1 I 1
Lineweaver-Burk - = -+ — — —
VS Vingx S Vpnax E S
Langmuir — = - S
14 Vmax Vm%t}x v v
Eadle-Hofstee V= Vipax — ng v 3
K
Hanes-Wolff § = S + = § S
% Vmax — Vmax v

Actividad enzimdtica

La velocidad de catdlisis enzimatica (v) se mide a partir de la actividad enziméatica (AE). Esta
me da una idea de que tan eficiente (veloz) es una enzima para llevar a cabo una biotransformacion,
en determinadas condiciones (pH, temperatura, etc.). La AE se puede determinar midiendo la
formacidn del producto en la mezcla de reaccidn o bien el consumo del sustrato en la misma. La
eleccién de uno u otro método dependerd fundamentalmente de la facilidad de cuantificacién de los
mismos, la exactitud de la medida, el equipamiento requerido, la posibilidad de interferencia por
contaminantes, la estabilidad de la reaccidn, el costo, etc. La unidad que permite cuantificar la AE
se denomina unidad enzimatica y se representa con la letra U. La definicién de una U depende de la
enzima que se trate y debe aclararse las condiciones de ensayo (tiempo, pH y temperatura). Una U
es la cantidad de enzima que cataliza la disminucién de una cantidad de sustrato o la produccién de
una cantidad de producto por unidad de tiempo. Podemos expresar la AE de diferentes maneras.
Por un lado, la actividad total representa todas las U que tiene el extracto enzimdtico. A partir de la
AE total se puede calcular la AE volumétrica como el cociente entre la AE total y el volumen del
extracto y se expresa normalmente en U/ml. Finalmente, la AE especifica es la relacion entre la
AE total y la cantidad de proteinas en la mezcla y se expresa en U/mg. Esta ltima también puede
calcularse a partir de la AE volumétrica dividiendo la misma por la concentracién de proteinas.
Estas medidas me permiten tener una idea de que tan ‘rico’ es el extracto enzimdtico en la enzima
de interés. También es una medida de como se va enriqueciendo la mezcla en la enzima de interés
durante la purificacién. Este ultimo concepto se vera en detalle en el siguiente capitulo.
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En este capitulo veremos en forma muy resumida como se producen biotecnolégicamente las
enzimas de interés industrial. Nos enfocaremos en las enzimas de origen microbiano, ya que son
las mas empleadas en la actualidad. Se abordara el bioproceso en forma general y se verd en mayor
profundidad las etapas de downstream, ya que el upstream y la etapa de fermentacién en si misma
se verdn mas adelante en el transcurso de la materia.

Enzimas microbianas

A lo largo de la historia las enzimas se han aislado de fuentes naturales (vegetal, animal y
microbiano) para su empleo en diferentes procesos quimicos y bioquimicos. A partir de la década
del ‘60 las enzimas microbianas (principalmente amilasas y proteasas) comenzaron a reemplazar
gran parte de las enzimas de origen vegetal y animal. En la década del ‘70, con la introduccién de
la ingenieria genética y la biologia molecular, se lograron obtener microorganismos recombinantes,
los cuales aumentaron la productividad y por ende, disminuyeron los costos de los biocatalizadores
microbianos. En la Figura 2.1 se muestran los tipos de microorganismos mas empleados para la
produccién de enzimas microbianas.

Figura 2.1: Microorganismos utilizados para la produccién de enzimas: (A) hongos filamentosos,
(B) levaduras y (c) bacterias.




2.2

16 Capitulo 2. Produccién biotecnolégica de enzimas

Actualmente, la industria de enzimas microbianas representa aproximadamente un 90 % del
mercado de biocatalizadores. Esto es consecuencia de algunas propiedades de los microorganismos
que los diferencian de las demds fuentes naturales como las plantas y animales: tienen un metabolis-
mo muy vigoroso, son versétiles y faciles de propagar a gran escala, son fiacilmente manipulables ya
sea genéticamente o mediantes cambios en su medio ambiente, sus requerimientos nutricionales son
simples y no estacionales, etc. Esto hace que la produccion de enzimas a partir de microorganismos
sea relativamente simple, barata y confiable.

Produccién biotecnolégica de enzimas microbianas

A la hora de disefar el bioproceso para la produccién de enzimas microbianas deben tenerse en
cuenta una serie de variables que definiran el nimero de etapas y el tipo de operaciones unitarias.
El proceso para la produccién de enzimas microbianas depende de la escala a la que se trabaje.
Esta puede variar desde escala de laboratorio (para algunas enzimas muy especificas) a escala
industrial para la produccién de enzimas de uso masivo, las cuales se consideran hoy en dia
commodities. Otro factor a tener en cuenta es la pureza requerida, ya que no es lo mismo un
producto de grado farmacéutico que una enzima para uso doméstico. A mayor pureza requerida,
mayor serd el nimero de operaciones del proceso y por ende el costo del producto. Por otro
lado, debe considerarse la fuente natural de la enzima, o sea el tipo de microorganismo que la
sintetiza (hongo filamentoso, bacteria, levadura). Como vimos ya en esta materia la morfologia y la
fisiologia de estos microorganismos es muy diferente y, por lo tanto, la forma en que se cultiva y
sus requerimientos nutricionales serdn diferentes. Por dltimo, es fundamental conocer si la enzima
que vamos a producir se trata de una enzima intracelular (si es retenida dentro de la células) o
extracelular (se excreta al medio de cultivo). De ello dependerdn las operaciones unitarias que
conformaran el proceso, fundamentalmente las etapas del downstream.

El disefio de un bioproceso para la produccién de enzimas incluye una serie de etapas previas
al proceso de sintesis, las cuales se conocen como Upstream y etapas posteriores o de separacion
conocidas como Downstream (Fig. 2.2). En las siguientes secciones se describirdn sintéticamente
estas etapas.

Upstream % M T Downstream

 Conservacion de la cepa [} * Recuperacion

* Disefno y preparacion * Purificacion
del medio de cultivo B ‘ o TR e Formulacién

« Esterilizacion

* |Inoculacion

Figura 2.2: Etapas del bioproceso para la produccién de enzimas
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Operaciones del Upstream

Se trata de todas las operaciones previas al proceso fermentativo. Estas operaciones se verdn en
detalle més adelante en la materia, por lo tanto solamente se mencionardn brevemente las etapas
mas importantes.

La primera etapa es el mantenimiento y propagacién de la cepa para la produccién del indculo
(Fig. 2.3). Normalmente las enzimas se producen a partir de culturas puras, esto es, solamente
debe estar presente el microorganismo de interés. Por ello, es importante mantener un stock del
mismo en condiciones cultivables (congelado, liofilizado, etc) y propagarlo para generar suficiente
cantidad de masa microbiana para inocular el biorreactor donde se llevard a cabo la fermentacion.

Inoculum
Plate or Stock Flask  preparation
Culture at -80°C

Figura 2.3: Produccioén del in6culo

En paralelo, se lleva a cabo la formulacién y preparacion del medio del cultivo. Este tendra
todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de los microorganismos y la produccién de
la enzima (induccién enzimdtica). La calidad y cantidad de los nutrientes dependerd del costo
del mismo, la escala y los requerimientos nutricionales del microorganismo, entre otros. Si bien
muchos de estos datos estdn en bibliografia es recomendable llevar a cabo la optimizacién del
medio de cultivo para maximizar la produccién de la enzima y minimizar los efluentes del proceso.

Como ya mencionamos anteriormente, normalmente las enzimas se producen en cultivos puros,
con lo cual, tanto el medio de cultivo como el biorreactor y todo lo que ingresa al mismo (por ej.
aire) deben esterilizarse. Esta operacion consiste en eliminar completamente la carga (nimero) de
microorganismos presentes en el material debido al contacto con el ambiente, el operario , etc. El
material esterilizado resultara libre de microorganismos y estara apto para ser inoculado con el
microorganismo de interés. Normalmente la esterilizacion se lleva a cabo por tratamiento térmico
(en autoclaves o intercambiadores de calor) o bien por filtracién absoluta en caso de componentes
del medio de cultivo termoldbiles.

Las etapas mencionadas anteriormente se integran en la Figura 2.4.

Heat Sterilizer Gas

Air Filter

Seed Tank

E =
Q Media Prep Tank
Bioreactor
clp : ‘j L__J Harwest Tank

Cleaning
Air Compressor

Figura 2.4: Upstream del bioproceso



24

2.5

18 Capitulo 2. Produccién biotecnolégica de enzimas

Fermentacioén

Es el proceso en el cual se lleva a cabo propiamente la fermentacion, entendiendo como tal, la
etapa (aerdbica o anaerdbica) donde acontece el crecimiento del microorganismo y la produccién
de productos (ej. enzima) a expensas de los nutrientes del medio de cultivo. En las siguientes clases
se verd en detalle esta etapa. Se estudiard la estequiometria y la cinética del proceso, se veran las
diferentes configuraciones de biorreactores y se estudiaran los diferentes sistemas de cultivos para
lograr el objetivo deseado. Debido a ello, nos limitaremos a decir que las enzimas pueden producirse
en cultivo liquido sumergido (FLS) o en sustrato s6lido (FSS). En la FLS hay una gran cantidad
de agua libre disponible y los nutrientes se encuentran en solucién. Es el tipo de fermentacion
maés utilizado en la industria debido a que es sencillo, pueden controlarse las variables y puede
emplearse para una amplia variedad de microorganismos. En contraste, la fermentacién en sustrato
s6lido (FSS) es aquella en la cual no hay agua libre, por lo cual el microorganismo (usualmente
hongos filamentosos) crecen sobre la superficie de un soporte s6lido himedo (normalmente una
mezcla de residuos agroindustriales). Dada la dificultad para mezclar y controlar el sistema no es
muy utilizado en la actualidad, salvo en casos especiales. Lo mencionamos aqui ya que ha sido
utilizado (sobre todo en paises orientales) para producir enzimas a partir de hongos filamentosos.
De aqui en mas, continuaremos el estudio para fermentacién en cultivo liquido sumergido (FLS).

Operaciones del Downstream

El downstream del proceso incluye todas aquellas etapas posteriores a la fermentacién ten-
dientes a la recuperacion y formulacién del producto de interés biotecnoldgico, en nuestro caso el
biocatalizador. Debido a que el downstream pueden incluir un gran nimero de operaciones unitarias,
llega a representar alrededor del 60 % de los costos de produccién, los cuales se reflejardn en el
precio final del producto. Debido a ello, la eleccién correcta de la secuencia y de las operaciones
involucradas es fundamental. En lo que respecta a las operaciones que engloba el downstream
del proceso, podemos distinguir tres grupos fundamentales: la recuperacién del biocatalizador,
la purificacién del biocatalizador y la formulacién del biocatalizador (Fig. 2.5). En las préximas
secciones se describird brevemente cada una de ellas.

Recuperacion S
pl Purificacion

[ \Formulacion

:
|

Operaciones:

F : Fermentacion
S: Separacion S-L
E: Ruptura celular
C: Concentracion
P, ,: Purificacion
D: Deshidratacion
F1y2: Formulacion

——> Enzimaintracelular
————— > Enzima extracelular

Figura 2.5: Downstream del bioproceso
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Recuperacion del biocatalizador

Las operaciones de recuperacion tienen como objetivo aislar el biocatalizador del medio
circundante. En el caso de biocatalizadores producidos a partir de microorganismos, el medio
circundante es el medio de cultivo en el cual se encuentra inmerso el microorganismo productor y el
biocatalizador. De acuerdo a la naturaleza del biocatalizador, dependerdn las operaciones destinadas
a su recuperacion:

* Enzimas extracelulares: se trata de aquellas enzimas que se producen y se excretan al exterior
de la célula. En este caso, la enzima quedard diluida en el medio de cultivo con lo cual las
operaciones de recuperacion incluiran la separacién de las células del medio de cultivo conteniendo
la enzima (extracto enzimdtico) y la concentracién de dicho extracto. Debido a que el extracto
enzimadtico contiene los componentes del medio de cultivo mads las sustancias excretadas por las
células, requerird de técnicas de purificacion adicionales.

* Enzimas intracelulares: son aquellas enzimas que quedan retenidas dentro de las células. En
este caso, las operaciones de recuperacion incluirdn la separacion de las células (conteniendo la
enzima) del medio de cultivo. Una vez obtenido el pellet de biomasa puede optarse por liberar la
enzima de la célula por ruptura celular, obtener el extracto enziméatico y proceder a la purificacion
de dicho extracto, o bien puede emplearse la célula como soporte de la enzima mediante técnicas de
permeabilizacion selectiva de la membrana plasmadtica. Las operaciones de recuperacion utilizan las
diferencias entre las propiedades fisico-quimicas de las sustancias a separar. El criterio de eleccién
de estas operaciones debe priorizar aquellas que aprovechen al maximo estas diferencias y a la vez
resulten econémicas.

Para la separacion de biomasa del medio de cultivo se utilizan operaciones de separacién del
tipo sdlido-liquido. La eleccién de las mismas dependerd, entre otras cosas, del tamafio de las
particulas (células), la diferencia de densidad entre las células y el medio de cultivo, la forma de
dichas particulas (esféricas, alargadas, filamentosas), etc. Si bien los microorganismos pueden
decantar naturalmente, la velocidad de sedimentacién natural es muy lenta debido al tamafio
pequefio de estos y que la densidad de los microorganismos es muy similar a la del medio de
cultivo que lo rodea. Para acelerar dicha separacion las operaciones méds empleadas son la filtracién
y la centrifugacion. Una vez separadas ambas fases, y dependiendo la ubicacién de la enzima,
se continda el proceso con la fase liquida (producto extracelular) o con la fase sélida (producto
intracelular).

La disrupcién o ruptura celular es utilizada cuando el producto de interés es intracelular y
se requiere liberarlo al medio para su posterior purificacién. Se trata de la disgregacion de la
membrana y/o pared celular con la consiguiente desestabilizacion de la misma y liberacién del
contenido intracelular. La disrupcion de la célula usualmente requiere de métodos fuertes, en
particular en microorganismos como las bacterias y levaduras debido a la estructura de la pared
celular. Los métodos de disrupcién celular pueden clasificarse en: métodos fisicos (molino de perlas,
homogeinizadores, ultrasonicadores etc.), métodos quimicos (surfactantes, dlcalis fuerte, solventes
organicos, etc) y métodos enzimaticos (lisozimas, glucanasas, etc.).

Finalmente, una de las etapas previa a la purificacién enzimdtica es la concentracién del
extracto crudo. Mediante esta etapa se elimina el contaminante mas abundante: el agua. Ademas al
reducir el volumen de material se facilitan las operaciones de purificacién y a su vez, se reduce el
costo de dichas operaciones. Las técnicas de concentracién dependerdn fundamentalmente de las
propiedades fisico-quimicas del producto a recuperar. Algunos de los métodos mas utilizado para
estos fines son: métodos térmicos, precipitacion con sales o solventes y filtracién por membrana.

Purificacion del biocatalizador

Las operaciones de purificacion tienen como objetivo remover todos aquellos contaminantes
que se encuentran en el extracto crudo y que pueden interferir en su uso posterior. A su vez, a través
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de la purificacion se logra incrementar la actividad especifica de la enzima.

La composicién del extracto crudo dependera si la enzima es extracelular o intracelular. En
el primer caso el extracto contendrd un pool de enzimas extracelulares y pequefios solutos de
bajo peso molecular, ya que la membrana celular es una poderosa barrera que retiene todo el
contenido celular. Sin embargo, en el caso de extracto de enzimas intracelulares que debieron
pasar por un proceso de disrupcién celular, esta contiene todos los componentes intracelulares,
entre ellos, una mezcla compleja de proteinas y 4cidos nucleicos. En este dltimo caso unas de
las primeras etapas de purificacién debe separar los dcidos nucleicos de la muestra, lo cual puede
lograrse mediante precipitacion con algunos agentes o bien empleando nucleasas. El sulfato de
amonio puede emplearse con este fin pero no es especifico, ya que también precipita proteinas. Los
componentes de bajo peso molecular, principalmente las sales, pueden ser removidas previamente
ya sea mediante didlisis o cromatografia de exclusién molecular. Esta etapa se conoce como
desalado.

Una vez eliminados los componentes no proteicos, el extracto crudo consiste principalmente en
una mezcla de proteinas. A estas alturas la purificacién del extracto estard dirigida a operaciones de
fraccionamiento de las diferentes proteinas. Cada una de estas etapas incrementard la pureza del
compuesto, expresado como el grado de purificacion, pero a su vez se perdera parte de la enzima
en cada etapa, pardmetro conocido como el rendimiento de purificacidn. Idealmente, el grado de
purificacidn final debe ser elevado al igual que el rendimiento. Esto dependerd en gran medida de la
cantidad de etapas de purificacién, ya que aun si se obtiene un rendimiento por etapa elevado, si el
proceso tiene muchas etapas, el rendimiento final serd bajo.

Desde el punto de vista industrial, las operaciones de purificacién en general son costosas y el
precio del producto muchas veces no puede compensar los costos de obtencién de enzimas puras.
Es por ello, que aun cuando el grado de purificacién es importante, es esencial obtener un buen
rendimiento final en detrimento de la purificacion.

Las operaciones empleadas para la purificacién de un extracto enzimético que contiene mayori-
tariamente proteinas, consistird en una serie de etapas cromatogréficas que utilizan las diferencias
entre las propiedades fisicas (tamafio molecular, solubilidad y distribucion de carga en la superficie)
asi como también propiedades bioldgicas (especificidad a un determinado ligando) para separar las
diversas proteinas. La cromatografia es una de las técnicas de purificacion mas empleadas debido a
su eficacia. La configuracién mds comtin para este propdsito es en columna. Esta técnica consiste en
el pasaje de una mezcla de sustancias (en este caso proteinas) disueltas en una fase movil a través
de una fase estdtica, la cual generalmente es una matriz sélida. Durante dicho pasaje los solutos
interaccionan de manera diferente con la matriz, produciendo un retardo en la elucién de acuerdo a
sus propiedades. Existen muchas técnicas cromatogréficas para la purificacién de proteinas, las mds
relevantes son: Cromatografia de exclusién molecular o filtracién en gel (separa las moléculas por
su peso molecular), Cromatografia de intercambio i6nico (separa las proteinas de acuerdo a su carga
neta a un determinado pH), Cromatografia por interaccion hidrofébica (separa las proteinas de
acuerdo a su hidrofobicidad) y cromatografia de afinidad (separa una proteina gracias a su afinidad
con un ligando absorbido en el relleno).

Finalmente, la cristalizacién es una forma de purificacién muy antigua la cual se estd empleando
en la actualidad, debido a la bisqueda de alternativas factibles de aplicar a escala industrial y a su
vez econdmicas. Algunas enzimas que se lograron cristalizar para uso comercial son las celulasas,
la glucosa isomerasa y la alcohol oxidasa. La cristalizacion trata de la formacién de particulas
s6lidas de la enzima de tamafio y forma definida. Para que una enzima cristalice se tienen que dar
las condiciones adecuadas para que se encuentre sobresaturada en el solvente. Existen muchos
factores que influyen en la cristalizacién incluyendo el tipo de sal y su concentracion, el pH, la
temperatura, la agitacion, el nicleo de cristalizacion, etc. Mediante el control de los niveles de
saturacion se puede optimizar el tamaiio del cristal obtenido. Adicionalmente algunas enzimas se
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pueden hacer crecer en diferentes morfologias modificando las condiciones de cristalizacién.

Formulacion del biocatalizador

La formulacién del producto consiste en una serie de operaciones diversas tendientes a la
estabilizacion, estandarizacién y presentacion del producto de acuerdo a su aplicacién. Las enzimas
en general se presentan para su comercializacién de dos maneras: sélidas o liquidas.

Para la presentacién de enzimas en forma sé6lida, las mismas se mezclan con estabilizantes y
se someten a operaciones de secado. Las técnicas de secado mds comunes son el secado a baja
temperatura y la liofilizacién. La primera técnica se emplea a escala industrial ya que es un método
econdmico y la segunda es mis cominmente empleada a bajas escalas. Las enzimas presentadas
en forma sélida tienen el beneficio de conservar la vida ttil del producto por mas tiempo debido
a la disminucién de la actividad acuosa (aw). Bajas aw reducen la velocidad de ocurrencia de la
mayoria de las reacciones de deterioro, incluyendo el deterioro microbiano. Adicionalmente pueden
ser almacenadas a temperatura ambiente con el concomitante ahorro de energia de refrigeracién y a
su vez son mds facilmente transportables, debido a la reduccién de volumen. En contraposicion,
la presentacion de enzimas en forma sé6lida puede producir polvo y afectar a los trabajadores, los
cuales pueden sufrir de alergias debido a ello.

Por otro lado, la presentacion de enzimas en forma liquida incluye la concentracidn, la adicion
de estabilizantes y la posterior filtracion. Los estabilizantes méds empleados son la glucosa, sacarosa
y algunos polioles. Estas sustancias confieren estabilizacién en cuanto al mantenimiento de la
estructura nativa de la proteina y de este modo evitan la desnaturalizaciéon. Ademads previenen
la formacién de agregados, manteniendo a la enzima soluble. Seguidamente el producto se filtra
para eliminar sélidos insolubles y reducir la carga microbiana. Las ventajas de utilizar enzimas
liquidas estdn dadas por la facilidad de manejo y dosificacion y existe ademas un ahorro energético
al no tener que utilizar operaciones como el secado. Sin embargo tiene la desventaja de ser mas
vulnerable a desestabilizacion y contaminacién microbiana, con lo cual generalmente debe ser
almacenada en condiciones de refrigeracion.

En definitiva, la aplicacién del biocatalizador determinaré si es mds factible su utilizacién en
forma sdélida o liquida. Por ejemplo, para la industria de detergentes para la ropa en general deben
suministrarse en forma sélida, mientras que para la industria de jarabes de alta fructosa se prefiere
la enzima liquida.

Finalmente, parte de la formulacién del producto es su estandarizacién. Es muy comun en los
procesos bioldgicos las variaciones entre batch y batch, y desde el punto de vista de la comercializa-
cién se requiere que el producto tenga caracteristicas estables en el tiempo. Una forma de disminuir
las fluctuaciones del proceso es mediante la incorporacion de sistemas de monitoreo y control del
mismo. Aun asi la estandarizacién del producto es necesaria para lograr obtener las especificacio-
nes del producto y una calidad constante. Dichas especificaciones deben suministrar la siguiente
informacién: Actividad especifica, estabilidad en el almacenamiento, solubilidad, contenido de
agua, etc.

Aplicacién industrial de enzimas

El empleo indirecto de enzimas en la manufactura y conservacion de los alimentos se remonta
al antiguo Egipto, donde las mismas intervenian en el proceso de obtencién de bebidas alcohdlicas.
Sin embargo, no fue hasta el siglo ‘18 que comenzaron a aislarse y estudiarse desde un punto
de vista mds cientifico. Con el avance de la biotecnologia se ha logrado mayor eficiencia en la
busqueda, obtencién y purificacion de las enzimas, permitiendo su aplicacién en diversas industrias.
Algunas de las aplicaciones actuales se resumen en la Tabla 2.1.

A la hora de escoger un catalizador para su aplicacién industrial, existen una serie de caracteris-



22 Capitulo 2. Produccioén biotecnolégica de enzimas

Tabla 2.1: Algunas aplicaciones industriales de las enzimas

Aplicacién Industria
Detergentes
Producto final Farmacéutica
Analitica
Textil
Cuero
Coadyuvantes Pulpa y papel
Azucarera
Café
Lactea
Cervecera
Vinos y jugos
Carnica
Panadera
Aceites

Alimentos y bebidas

ticas que hacen a las enzimas mas eficientes que los catalizadores quimicos. Entre las principales

ventajas que surgen de la utilizacién de enzimas estd su elevada especificidad, tanto que permite
discriminar entre partes similares de las moléculas (regioespecificidad) e incluso entre isémeros
Opticos de una misma molécula (estereoespecificidad). Otra ventaja importante de las enzimas
respecto a los catalizadores quimicos es su capacidad de trabajar en condiciones de reaccion (tem-
peratura, pH, presion, etc.) suaves, con lo cual el consumo energético es bajo y el equipamiento
necesario no requiere materiales y aspectos constructivos especiales, lo que resulta favorable para
su aplicacién industrial. Finalmente es importante destacar que las enzimas, a diferencia de muchos
catalizadores, son inalteradas por el proceso que catalizan pudiendo emplearse sucesivas veces, no
son toxicas para el ser humano si se usan correctamente, son biodegradables, etc. En contraste, las
enzimas presentan algunos inconvenientes o desventajas a la hora de emplearlas. Si bien tienen una
alta actividad en condiciones moderadas de operacion, la mayoria son muy labiles en condiciones
de elevada temperatura o pH extremos, inestables en presencia de solventes no acuosos, pueden
ser degradadas por proteasas o inactivas en presencia de algunos inhibidores. Ademas, algunas
enzimas y sus coenzimas son costosas o dificiles de conseguir en grandes cantidades. Finalmente
es necesario tener en cuenta que si bien muchas enzimas estin presente en nuestros alimentos
cotidianos, algunas pueden causar alergias cuando son ingeridas o inhaladas.
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