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INTRODUCCION

Se ha marcado como tendencia mundial la progresiva utilizacion de enzimas en
numerosos procesos industriales debido a la eficiencia y rapidez de las reacciones
donde participan, y a la posibilidad de sustituir procesos o productos que dafian al
medio-ambiente. La papaina (PAP), que se extrae del latex de los frutos verdes de la
papaya (Carica papaya), es una fitoproteasa muy demandada por sus aplicaciones en
la industria cervecera, en frigorificos, curtiembres y panificacién. Su obtencién se
realiza mediante precipitaciones con sales, solventes y cromatografias que requieren
de tiempos prolongados y resultan costosos.

El considerable incremento del uso de enzimas en numerosos procesos productivos
ha impulsado el desarrollo de nuevas estrategias bioseparativas sencillas, rapidas, no
contaminantes y aplicables a macro-escala que permitan recuperar enzimas de
importancia biotecnol6gica. Entre ellas, dos metodologias no tradicionales, los
sistemas bifasicos acuosos (SBAs) (Albertsson, 1986) y el reparto de afinidad
(RA) (Teotia y Gupta, 2001), han cobrado relevancia debido a sus mudltiples ventajas.
Los SBAs responden al principio de toda extraccién liquido-liquido por el cual las
biomoléculas de una mezcla compleja se distribuyen entre las dos fases de un SBA de
acuerdo a un coeficiente de reparto (Kr). Una variante de esta metodologia es el
reparto de afinidad con macroligandos poliméricos, los cuales direccionan en forma
selectiva a la molécula blanco hacia la fase donde ellos se reparten mayoritariamente
(Hilbrig y Freitag, 2003).

OBJETIVO

Desarrollar una metodologia limpia, eficiente y econémica, basada en el empleo de
SBAs y alginato sodico (NaALG) como macroligando de afinidad, que pueda aplicarse
a la extraccion y produccién de PAP industrial a partir de latex de papaya.

METODOLOGIA

Se utilizaron diferentes SBAs formados por citrato de sodio (NaCit) pH 5,20 y
polietilenglicoles (PEGs) de diferentes pesos moleculares (PM) en el rango 600-8000,
con y sin agregado de NaALG. Se prepar6 una solucion de PAP comercial (PAPom) Y
un extracto crudo de la enzima a partir de latex de papaya (PAP ).

Se caracterizaron los equilibrios de reparto del polimero, de la enzima y de los
azucares reductores (AR) contenidos en los extractos crudos, a través de los
respectivos coeficientes de reparto (Kryaaie, Krpapiaexs Krar), calculados mediante la
ecuacion (1) como el cociente entre la concentracion del soluto en fase superior e
inferior ([St]es Y [St]r). La determinacion de NaALG se llevd a cabo por el método del
fenol-sulfurico (Dubois y col., 1956) y la de AR, por el método del DNS.
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La concentracion de PAP se estim0 mediante medidas de su actividad frente a un
sustrato cromogénico. Se ensay0 un protocolo preliminar de precipitacion/redisoluciéon
de PAP4x con NaALG. El mismo contempla la conocida propiedad del NaALG de
precipitar reversiblemente formando un gel en presencia de iones Ca* (CaCl,),
fendmeno dependiente del valor de fuerza i6nica del medio (dada por NaCl). El
seguimiento del proceso se realizé determinando el rendimiento (R) y factor de
purificacion (FP) en las diferentes etapas experimentales.

RESULTADOS
Efecto del peso molecular del PEG sobre el coeficiente de reparto de papaina

La Fig. 1 muestra los valores de Kr de PAP comercial y de latex. La secuencia
decreciente observada en los valores a medida que se incrementa el PM del PEG
evidencia un mecanismo de reparto dominado por un efecto de exclusion estérica. Los
valores de Krpapcom Y Krpapiaeexs Obtenidos para todos los sistemas, fueron menores que
la unidad, evidenciando un reparto preferencial de esta enzima hacia la fase salina
(inferior).
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Figura 1: Valores de coeficientes de reparto para PAP.om Y PAP stex
en SBAs PEG/NaCit. Temperatura 20°C

Determinacién del coeficiente de reparto de azlcares reductores (Krar)

El contenido de AR en latex de papaya resulto significativo. Esto debe ser tenido en
cuenta a la hora de disefiar una estrategia de purificacion de PAP, ya que para
muchas aplicaciones seria deseable recuperarla libre de AR y ademas porque estos
azlcares podrian recuperarse para otras aplicaciones.

En la Fig. 2 se observan valores de Kragr<<<1, lo cual indica que los diferentes
azlcares presentes se reparten preferencialmente hacia la fase salina. La capacidad
de los SBAs de separar la enzima PAP de los azlcares se estimé a través de su
selectividad, B, calculada como el cociente Krpapiaex/Krar. Puede apreciarse que todos
los sistemas mostraron una selectividad satisfactoria, destacandose especialmente
aquellos formados por PEG2000 y PEG4600 con valores de 3 superiores a 13.
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Figura 2: Valores de Kr y selectividad (B= Krpap/Krar) para azlcares reductores presentes en
latex en SBAs PEG/NaCit. Temperatura 20°C.

Determinacién del perfil de reparto de PAP en SBAs en presencia del
macroligando de afinidad

La Fig. 3 muestra los valores de Krpapcom Obtenidos luego de adicionar NaALG a los
SBAs hasta una concentracién final de 0.1 % P/P. Como puede observarse, en
presencia de NaALG, el reparto de PAP se desplaza hacia la fase polimérica, fase en
la cual el NaALG se distribuye mayoritariamente (Kryaag >>>1).

El efecto observado (incremento en el valor de Krpapcom €N sSistemas con NaALG)
evidenciaria la capacidad de este polimero de unir PAP. Un analisis de las posibles
fuerzas intermoleculares involucradas indicaria como mas probables a aquellas de
origen electrostéatico, dado que el pH de trabajo (5,20) es un valor intermedio entre los
pKa de los grupos acidos del NaALG (3-5) y el pl de PAP (8,75).

Wz PAP

ol % 3 KrnaaLe
B2 PAP/ALG

Kr

Figura 3: Comparacion de los valores de Kr para PAP,, en SBAs PEG/NaCit en ausencia y
presencia de NaALG. Temperatura 20°C.



Disefio de la estrategia extractiva de PAP

En base a lo observado en las experiencias precedentes se disefié una estrategia
conformada por los siguientes pasos (Tabla 1).

Tabla 1: Rendimientos (R%) y factores de purificacion (FP) totales obtenidos en el proceso de
precipitacion y redisolucion de PAP .

R% FP

Latex de papaya 100 1

Reparto de PAP,4ex €n SBA PEG8000/NaCit/NaALG 0.3%P/P
y separacion de fase superior (FS)

FS 85 | 2.01

Agregado de NaALG hasta 1%P/P y precipitacién con CaCl, hasta 80mM de
concentracion final. Separacién del precipitado (PPDO) y sobrenadante (SN)

SN 13 15

Redisolucién del PPDO aumentando fuerza iénica con
NaCit y NaCl obteniéndose redisuelto (RD)

RD 72 2.41

Se observa un buen rendimiento en fase superior en la primera etapa del proceso,
permitiendo recuperar gran cantidad de enzima en la fase polimérica gracias a la
capacidad de NaALG de unir PAP. Al finalizar el proceso de precipitacién/redisolucion,
se obtuvieron rendimientos satisfactorios, mayores al 70%, y un factor de purificacién
de 2.4.

CONCLUSIONES

El reparto unilateral de NaALG hacia la fase rica en PEG, el direccionamiento de PAP
hacia dicha fase, el reparto mayoritario de los AR hacia la fase contraria, sumado a la
precipitacion ALG-PAP, la disolucion/disociacion de dicho complejo y la posibilidad de
reprecipitar el ALG permite plantear como viable la estrategia de recuperacion de PAP
planteada. Debe tenerse presente que la misma resulta ventajosa por cuanto permite
integrar en una Unica operacion el clarificado, la concentracion y la purificacién del
bioproducto, y reciclar los polimeros empleados.
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