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Resumen

La tecnologia enzimatica es un pilar fundamental de la biotecnologia industrial, su
proposito es el disefio y desarrollo de nuevos productos y procesos en un marco de
sustentabilidad, partiendo de la aplicacién de enzimas como agentes cataliticos, aplicados
en diversos procesos industriales del sector energético, textil, farmacéutico y los diferentes
segmentos de la industria de alimentos. En este sentido, la inmovilizacién enzimatica se
basa en asociar el biocatalizador a un soporte 0 matriz insoluble para obtener un sistema
heterogéneo de reaccidon y que el biocatalizador pueda ser reusado en reacciones
sucesivas bajo condiciones fisicoquimicas que le preserven la estabilidad.

En el presente trabajo se propone el desarrollo de un biocatalizador inmovilizado con
actividad poligalacturonasa para su utilizacion en industria de alimentos para la
clarificacién de jugos de fruta y en procesos de remediacion ambiental para la degradacion
de subproductos frutihorticulas. El disefio del bioproceso incluyé la seleccion del
microorganismo con mayor actividad enzimatica, la optimizacion de las condiciones de
fermentacion y formulacion de medio de cultivo, la inmovilizacion enzimatica que permitiera
maxima actividad y estabilidad catalitica y el disefio del biorreactor para su aplicacion en
clarificacién de jugos y tratamiento de residuos.

Mediante técnicas de screening de diferentes cepas bacterianas, se selecciond a
Streptomyces halstedii ATCC 10897 por su elevada produccion extracelular de la enzima
de interés. El cultivo celular a escala de matraz se optimizé en cuanto a condiciones de
pH, agitacion, temperatura y condiciones nutricionales, especificamente de fuente de
carbono y nitrégeno organico. La productividad del cultivo permiti6 cosechar a tiempos
cortos, se propuso una ruta de recuperacion y purificacion de la proteina mediante técnicas

de precipitacion por salado y ultrafiltracion, el estudio de las caracteristicas bioquimicas
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de la poligalacturonasa sugiere una estructura monomérica con peso molecular
aproximado de 48 kDa, caracteristicas de estabilidad a diferentes condiciones térmicas y
en un amplio rango de pH en la region alcalina, asi como tolerancia a solventes organicos
y estrés ionico.

La inmovilizacién enzimatica por unidon covalente al soporte glioxil-agarosa, permitio
obtener un biocatalizador que permitié altos rendimientos en la reaccion y con elevada
estabilidad. El atrapamiento de la poligalacturonasa en matrices poliméricas resulté en un
biocatalizador con mejores propiedades cinéticas.

Se disefid un biorreactor de lecho percolado empacado con el biocatalizador heterogéneo
inmovilizado en particulas de agar bacteriolégico, se determinaron minimas barreras
difusionales para la reaccion en el biorreactor y éste fue aplicado para la hidrélisis de
pectina presente en residuos frutihorticolas.

Finalmente, en el presente trabajo se propone un disefio de un bioproceso para el
desarrollo de biocatalizadores con actividad poligalacturonasa para la hidrélisis enzimatica
de compuestos pécticos y su aplicacion en procesos de industria alimentaria y ambiental.
Palabras clave: Poligalacturonasa — Streptomyces halstedii — Hidrdlisis — Pectina — Acido

Dgalacturénico — Reduccion de viscosidad — Lecho empacado — Reaccidon heterogénea.
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Abstract

Enzymatic technology plays a key role in Industrial Biotechnology. The aim of this
technology is to design and develop new products and sustainable processes using
enzymes as biocatalyst in several industrial processes such as energetics, textile,
pharmaceutical and in different sections of food industry. In this sense, enzymatic
immobilization is based on the association of biocatalyst to a support or an insoluble matrix
to obtain an heterogeneous reaction system. This allows the biocatalyst to be reused in
successive reactions under physicochemical conditions that preserved stability.

In the present work, the development of an immobilized biocatalyst with polygalacturonase
activity is proposed to be used in food industry for clarification of fruit juices and in
environmental processes of remediation for degradation of agro-wastes. The design of the
bioprocess included the selection of microorganism with the best enzymatic activity,
optimization of fermentation conditions, culture medium formulation and enzymatic
immobilization that allows maximum activity and catalytic stability. Finally, a bioreactor to
be applied in juice clarification and in wastes treatment was designed.

By screening techniques of different bacterial strains, Streptomyces halstedii ATCC 10897
was selected due to the high extracellular production of the interest enzyme. Cell culture
conditions in a flask scale were optimized such as pH, agitation, temperature and nutritional
conditions, specially the organic carbon and nitrogen source. Culture productivity permitted
to harvest at short times, a route for recovery and purification of the enzymes protein was
proposed by precipitation with salts and ultrafiltration techniques. The study of the
biochemical characteristics of polygalacturonase suggested a monomeric structure of 48
KDa, stability at different temperature conditions and in wide range of alkaline pH, tolerance
to organic solvents and ionic stress. While enzymatic immobilization by covalent
attachment to the glyoxyl-agarose support allowed the obtention of a stable biocatalyst

with high conversion yields, immobilization by entrapment in polymeric matrices resulted

in a biocatalyst with better kinetic properties.

A trickle bed bioreactor was designed and the bed was packed with the heterogeneous
biocatalyst immobilized in bacteriological agar particles. Minimal diffusional barriers were
determined for the reaction in the bioreactor and it was applied for the hydrolysis of pectin
present vegetable residues.

Finally, in this work the design of a bioprocess for the development of a biocatalyst with
polygalacturonase activity for enzymatic hydrolysis of pectin compounds was proposed and
the application to food industry and environmental processes.

Keywords: Polygalacturonase - Streptomyces halstedii — Hydrolysis — Pectin —
Polygalacturonic acid — Viscosity reduction — Packed bed column — Heterogeneous
reaction.
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PROLOGO

Una tesis doctoral reporta avances cientificos y tecnolégicos de novedad e impacto para la
comunidad. Para cumplir este propdsito nos embarcamos en una experiencia con
pretensiones de conocimiento, el cual deberd ser respaldado por un titulo para tener
validez en el contexto académico. Al llegar a este momento, en el que todo el proceso se
condensa en el presente informe y en el que la obtencién del titulo es aquello que por su
valor simbdlico suele llenar de satisfaccidon, me resulta imperativo expresar —asi parezca
obvio-, que estos cinco afios de estudio de doctorado me condujeron a otras reflexiones tan
necesarias y valiosas como las cientificas, porque atravesaron profundamente mi condicién
como ciudadanay me llevaron a problematizar asuntos de la cultura y la historia de América
Latina, a llenar de argumentos la critica y a desarrollar habilidades para identificar,
comprender y regular emociones propias a la luz de las diferentes dificultades que iban
surgiendo en cada curva del camino.

En el momento en el que decidi enfrentarme a este reto tenia una motivacién personal por
comprender la manera como las enzimas hidroliticas de diferentes polisacaridos podian
usarse en el procesamiento de frutas y verduras, disminuir la cantidad de residuos vegetales
o aprovechar estos desechos para producir otros azucares utiles y convertirlos en productos
con valor agregado. Sin embargo, durante el camino del ejercicio académico descubri que
también se trataba de una instancia de aprendizaje para forjar el caracter como mujer
cientifica en un mundo en el que aun tenemos muchos caminos por allanar y espacios por
conquistar. Lo que inicié con una pregunta de investigacién fundada por la curiosidad y un
bagaje técnico someramente conocido, continué con una profundizacién del tema hasta
niveles moleculares, y empecé a dilucidar respuestas que me permitirian proponer algunas
aplicaciones tecnoldgicas. Finalmente, el presente trabajo de Tesis Doctoral realizado en el
Laboratorio de Investigaciones en Biotecnologia Sustentable lo escribi con la consciencia y
rigurosidad que implica el desarrollo del método cientifico y la responsabilidad social de
devolverle ala comunidad el producto de estos anos de formacion auspiciados por el Estado
Argentino. El resultado no es sélo este texto que estoy presentando sino también un recurso
humano, una investigadora que a pesar de las movidas politicas que desfavorecen los
avances cientificos, desea continuar en su labor académica, tanto en las aulas de clase con
jévenes que inician su formacion profesional como en el laboratorio, experimentando y
descubriendo el potencial de los microrganismos y su maquinaria metabdlica para la
obtencién de bioproductos.
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Prélogo

Mi formacién doctoral finaliza aqui y se trata de un umbral donde al mirar hacia atrds gozo
de la satisfaccion de haber experimentado situaciones de alegria, frustracién, retos,
entusiasmo, dificultades, debilidad y la nostalgia de tener mi familia a una distancia de
kilbmetros, separados por selvas, planicies, rios sinuosos y una imponente cordillera que, a
pesar de lo escabrosa, nos conecta de norte a sur. Ahora miro hacia adelante y el
sentimiento de gratitud es inmenso, doy gracias a la vida y a las elecciones que me trajeron
a este punto.

Expreso mi agradecimiento sincero al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET) y la Universidad Nacional de Quilmes, que me permitieron dedicarme
exclusivamente al doctorado; gracias al Dr. Jorge Abel Trelles y su esposa la Dra. Cintia
Wanda Rivero por su guia, su especial asesoria en los temas de inmovilizacion enzimatica y
por ayudar a hacer de este informe uno mas prolijo mediante una juiciosa revisién; gracias
a la Dra. Claudia Britos siempre presente para atender las situaciones cotidianas del
laboratorio; y a la Dra. Alejandra Zinni, mi consejera de estudios.

Gratitud hacia la Dra. Catalina Giraldo Estrada, quien fue mi mentora en mis inicios en la
ciencia en el 2007 y todavia hoy hace parte de este camino, también a la Dra. Luz Deisy
Marin Palacio, colega y amiga. Gracias a todos los compafieros y amigos del laboratorio por
su aguante y permanente acompanamiento, gracias por sus palabras de aliento y por la
amistad; cada uno de ustedes, Valeria, Eliana, Andrea, Maria José, Andrés, Alejandro, Hugo,
Matias, Agustina, Mariana, Aldana, Julian, Ivan y Antonella, conforman una diversidad
extraordinaria, de todos aprendi acerca de la humanidad que somos, del amor, la
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La biocatalisis se refiere a los mecanismos a través de los cuales se favorece la
termodindmica de una reaccién quimica para aumentar su velocidad mediante la accién de
enzimas, ya sean aisladas, en una formulacién especifica o empleando células enteras. La
condicién biolégica de estos agentes cataliticos indica que son parte de un sistema en la
naturaleza mas complejo y que involucra multiples y simultaneas interacciones, lo cual
resulta en una red de reacciones y procesos metabdlicos fundamentales para el
mantenimiento celular de todos los organismos vivos. En este contexto, cada enzima posee
una funcién especifica dentro de la maquinaria bioquimica de cada célula y es condicionada
por diferentes factores presentes en el microambiente celular como pH, temperatura,
tension de oxigeno, tipos de iones, fuerza idnica, estrés hidrodindmico y otros. De otro lado,
la sintesis enzimatica ocurre en la célula viva bajo estricta regulacién molecular de origen
genético o como respuesta a cambios o estimulos del medio extracelular; de esta manera,
las investigaciones basadas en el estudio de un sistema enzimatico de interés permitirian
desarrollar cultivos celulares para la produccién enzimatica, ya sea con microorganismos
nativos o genéticamente modificados induciendo su sintesis para potenciales aplicaciones
tecnoldgicas.

En la medida que se pueda modificar el metabolismo para provocar una produccién
abundante de las enzimas en la célula, se favorece su aislamiento y purificacién con
rendimientos aceptables para extrapolar el uso de éstas en sistemas no vivos, como es la
aplicaciéon en procesos industriales en diferentes campos como el energético, textil,
farmacéutica y los diferentes segmentos de la industria de alimentos. Adicionalmente, los
desarrollos tecnoldgicos basados en la biocatalisis orientan sus estudios a analisis
funcionales para preservar, mejorar o modular la actividad catalitica de las enzimas bajo
condiciones de proceso que no se asemejan al estado fisioldgico y que resultan severas. Las
técnicas pueden basarse en la estructura de la proteina como el disefio racional,
mutagénesis y evolucién dirigida, en enfoques desde la ingenieria como aplicaciones de
liquidos idnicos o fluidos supercriticos y estabilizacidn fisicoquimica como la inmovilizacién
en diferentes tipos de soportes o matrices. La sinergia entre estas técnicas se convierte en
una herramienta efectiva para la implementacién de procesos de biotransformacién y la
sintesis de nuevos productos (lllanes et al., 2012).
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Existen cientos de enzimas en la naturaleza y tan sélo una fraccion de las enzimas estudiadas
e identificadas en los diversos procesos celulares es aplicada para el desarrollo de los
productos enzimaticos disponibles en el mercado para su uso industrial. De éstas, cerca del
50% son de origen fungico, un 35% provienen de fuentes bacterianas y el 15% restante son
de origen animal y vegetal (lllanes et al., 2012). La Unidn Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (IUBMB) ha sistematizado la clasificacion de las enzimas de acuerdo a su
accion catalitica y a continuacion se mencionan los seis los grupos principales:
oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas. El primer grupo,
cataliza las reacciones de oxidoreduccidén, el sustrato que es oxidado se reconoce como
dador de hidrégeno. Las transferasas son enzimas que se encargan de transferir un grupo
funcional de una molécula (dador) hacia otra (aceptor), las hidrolasas catalizan la ruptura
hidrolitica de enlaces glicosidicos, peptidicos, ester, fosfdricos, carbono-carbono, carbono-
azufre, entre otros. El grupo de las liasas rompen enlaces mediante el mecanismo de
eliminaciéon formando en consecuencia enlaces dobles o anillos o, de manera inversa,
adicionando grupos a los dobles enlaces. De otro lado, las isomerasas catalizan los cambios
geomeétricos o estructurales dentro de una molécula, y finalmente, las ligasas unen dos
moléculas por formacién de enlaces covalentes involucrando la hidrdlisis de ATP.

Actualmente, las companias lideres en la producciéon y comercializacion de productos
enzimaticos fundamentan su competencia en factores generales como la calidad, la relaciéon
costo-beneficio, el rendimiento de los productos y otros factores diferenciales como la
propiedad intelectual, la investigacién, innovacidon y desarrollo de productos y la
sustentabilidad de los procesos. Novozymes es la empresa lider con el 48% del mercado
global, otras empresas como BASF, Associated British Foods (AB Enzymes), Danisco/DuPont
(Genencor Industrial Biosciences), Specialty Enzymes and Biotechnology, DSM, Maps
Enzymes, Chr. Hansen and Biocatalysts son empresas con gran participacion en el mercado,
el cual ha experimentado un crecimiento significativo en los Ultimos afios debido a la
demanda global de tecnologias limpias y eco-compatibles en reemplazo de procesos que
usan productos quimicos no renovables. En el periodo comprendido entre 2013 y 2016 se
estimoé un aumento de la tasa de crecimiento anual del mercado de 6.2% y una proyeccion
conservadora pronostica que el incremento sera del 4.7% hasta el 2021, lo cual
corresponderia a $6300 millones de ddlares.

El mercado global estd segmentado por tipo de industria, el 30% de las ventas de
catalizadores enzimaticos se destina a la produccion de alimentos y bebidas siendo el 4drea
mas grande de aplicacion, en agricultura y alimentacion animal la demanda es del 25%, para
la industria farmacéutica y otras aplicaciones tecnoldgicas se emplea el 25% de la
produccién global y el 20% restante es usado para la fabricacidén de detergentes y productos
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para el cuidado del hogar y limpieza industrial (BCC, 2017). Desde una perspectiva regional,
se ha considerado que los mercados pequenos crecerdn mas rapidamente, es el caso de la
region Asia Pacifico, con un incremento en la demanda de un 20% y América Latina en 15%
(Freedonia Group 2013).

Si bien la industria de alimentos demanda el mayor nimero de soluciones enzimaticas para
los procesos, también es cierto que éstos son diversos en materias primas y tipos de
operaciones, de alli que la aplicacidn de las enzimas sea variada. En la fabricacién de cerveza
la a-amilasa, gluco-amilasa y pullulanasas aumentan significativamente los rendimientos de
los cereales para la produccion de azicares fermentables, las xilanasas y arabino-glucanasas
son una solucion para la separacidon de mostos vy filtrabilidad de la cerveza, un tipo de
proteasa se emplea para la disponibilidad de aminodcidos en el producto final y asi ajustar
los niveles de nitrégeno, adicionalmente, la descarboxilasa previene la aparicién del sabor
indeseado por formacion de diacetil. En los procesos de produccion de productos
panificados, se usan enzimas como amilasas y xilanasas para mejorar la elasticidad, sabory
textura de las masas, las asparaginasas se emplean para reducir contenido de acrilamida en
los productos y la glucosa-oxidasa permite bajar la fraccion de gluten en las formulaciones
aprovechando el gluten natural de las harinas. De otro lado, para el procesamiento de
lacteos las glucosidasas permiten la fabricacion de productos libres de lactosa, y se emplea
tripsina, quimosina y caseina con el propdsito de coagular proteinas y acelerar la
maduracion de los quesos. En referencia a los productos cdarnicos, las proteasas son
deseables para mejorar textura y convertir subproductos en extractos protéicos que sirven
como complementos nutricionales. Durante operaciones con grasas y aceites vegetales se
emplean enzimas para hidrolizar gomas naturales y mejorar rendimientos, reducir el
contenido de fésforo y la interesterificacion enzimatica para adecuar la consistencia sin
producir grasas trans en margarinas como reemplazo de la hidrogenacién quimica.

Las industrias de bebidas de frutas y produccion de vinos hacen uso de las enzimas
pectinoliticas, especialmente poligalacturonasas, las cuales son enzimas especificas para la
extraccién y clarificacién de las pulpas de fruta porque al hidrolizar los compuestos pécticos
conlleva a mejoras en aspectos del proceso como el rendimiento, tiempo de
procesamiento, extraccién, maceracion, clarificacion, filtrabilidad, estabilidad y sabor. Este
grupo enzimatico, capaz de hidrolizar la pectina, también tiene otras aplicaciones técnicas
en el area ambiental, para el tratamiento de aguas residuales de efluentes en el
procesamiento de productos frutihorticolas y, en las fabricas de papel, especificamente en
la etapa de preparacion de pulpa.
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El escenario de oportunidades para aplicar la tecnologia enzimdatica es amplio, la dinamica
del mercado también se ha adaptado y propone soluciones concretas a problematicas
especificas. En América Latina, debido a su economia basada en la agricultura, se requiere
de productos precisos para el procesamiento del material vegetal y la manufactura local de
alimentos procesados. La pectina y diferentes glucanos son los principales polisacaridos
constituyentes de las células vegetales, los cuales forman una red en cuya estructura se
hallan productos derivados de frutos y verduras. En este sentido, las poligalacturonasas
adquieren un rol importante debido a su accion sinérgica como depolimerizante de las
cadenas de acidos pécticos que constituyen la pectina mediante la hidrdlisis de los enlaces
glicosidicos.

La diversidad de estructuras de las sustancias pécticas en las plantas da cuenta de la
existencia de las caracteristicas variadas de las enzimas pectindliticas. Biolégicamente, estas
enzimas actuan en el ciclo de carbono como catalizadores en su reciclaje, degradando la
pectina en galacturonanos que posteriormente se catabolizan a 2-ceto-3-desoxigluconato
y finalmente a piruvato y 3-fosfogliceraldehido (Gummadi, S, Manoj y Kumar, 2007). Las
pectinasas también estdn relacionadas con el proceso endégeno de maduracién de los
frutos modificando la pared celular y acortando las estructuras ramificadas del polisacarido
y, como consecuencia, suavizando los tejidos. Adicionalmente, las pectinasas microbianas
producidas por hongos filamentosos de los géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
Rhizopus y Botrytis, especies de levaduras de Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida,
Pichia, Zygosacharomices vy bacterias de Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas,
Streptomyces, Bacillus y Clostridium se expresan porque son parte de la patogénesis en
plantas e intervienen como agentes de virulencia mediante el ablandamiento y
podredumbre de los tejidos vegetales por degradacién de la pared celular (Agrios, 2005).

En este contexto, se evidencia la relevancia en la naturaleza de la actividad enzimatica y se
da cuenta del origen microbiano y vegetal de las pectinasas. A fin de extrapolar su funcion
a sistemas artificiales para procesos ambientales y de manufactura de alimentos, las fuentes
microbianas resultan mas eficientes en términos de productividad, especificamente las
bacterias. Los criterios para seleccionar la cepa productora de la enzima de interés se basan
en la capacidad metabdlica para su secrecidn al medio extracelular ya que esto permite que
los procesos de aislamiento y purificacion sean mas sencillos comparado con los productos
intracelulares. Adicionalmente, las células hospedadoras deben ser seguras (GRAS,
Generally Recognized As Safe), particularmente por el interés de ser un producto para la
aplicaciéon en la industria de alimentos. También la actividad especifica comparada entre
organismos es un parametro que puede mostrar cepas sobresalientes.
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Una vez seleccionado el microorganismo, se pueden optimizar condiciones nutricionales y
otros parametros de operacidn en los cultivos celulares para maximizar la expresién de la
enzima.

El primer paso para la recuperaciéon de la proteina de interés es separar la biomasa celular
del medio de crecimiento, para ello se aplican operaciones de separacién sélido-liquido,
iniciando con una centrifugacion que permite clarificar el sobrenadante hasta un 95%
seguida de una microfiltracion a través de membranas de 0.45 pum para asi obtener
extractos libres de células. Previo al disefio de los procesos especificos de concentraciéon y
purificacion de la proteina en un estado nativo con alta actividad enzimatica, es necesario
una caracterizacién preliminar, primero para identificar las condiciones en las que se
maximiza la actividad como tipo de sustrato y concentracién éptima, pH y temperatura de
actividad y requerimiento de iones para estimular la actividad; y después para determinar
el peso molecular aproximado y la presencia de otras proteinas en el extracto.
Posteriormente, conocida la cantidad relativa de la proteina se seleccionan métodos
selectivos para la purificacién de la proteina de interés. Reportes bibliograficos de
investigaciones enfocadas en enzimas pectinoliticas sugieren que procesos de precipitacion
ya sea con solventes como acetona o sales como sulfato de amonio, seguido de una
ultrafiltracion para concentrar las enzimas, posteriormente llevar a cabo una cromatografia
de exclusion molecular con columna Sephadex seleccionada en el rango G-50 a G-150,
segln el peso molecular (Pedrolli et al., 2009), y finalizar con un intercambio idnico
empleando columnas como SP-Sepharose, DEAE-Sepharose o CM-Cellulose, son procesos
convencionales que permiten la obtencién de extractos enzimaticos purificados y en
condiciones aceptables para ser aplicados.

Sin embargo, si se trata de someter las enzimas a condiciones operativas severas existe la
posibilidad de que la actividad enzimatica sea afectada rapidamente conduciendo a una
inactivacion irreversible. Ademas, si se desea separar la enzima de los productos de reaccion
para que sea reusada en procesos consecutivos, los extractos acuosos con la proteina
purificada resultan inapropiados porque quedan solubles en el medio de reaccién. En este
contexto, se considera la inmovilizacién como una alternativa significativa para estabilizar
el biocatalizador seleccionado y disefiar un sistema heterogéneo que permita separar de
manera sencilla productos de reaccidn y biocatalizador. Adicionalmente, la inmovilizacion
enzimatica puede traer beneficios como incrementar la actividad, la especificidad y la
selectividad.

Aplicando tecnologias de inmovilizacidn, se restringen los grados de libertad del
biocatalizador uniéndolo a un soporte o reteniéndolo dentro de una red tridimensional
denominada matriz. Las estrategias para lograr esto son el entrecruzamiento covalente o
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cross-linking que mediante la adicién de un reactivo bifuncional, como el glutaraldehido, se
favorece la unién de las enzimas y se logra obtener una estructura tridimensional
denominada CLEAs (cross-linked enzyme aggregates) con resistencia a condiciones
extremas de pH y temperatura. Esta técnica permite obtener derivados econémicos, sin el
requerimiento de soportes o complejas técnicas de inmovilizacion.

La unién a soportes se puede realizar mediante adsorcién o unién covalente. En la
adsorcidn, las interacciones son reversibles de cardcter idnico y estan en funcion de las
fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrégeno reguladas por el pH, la fuerza idnica y el
diametro del poro del soporte. La inmovilizacion de proteinas por unién covalente implica
la formacidén de enlaces que son irreversibles y se da entre grupos disponibles de la enzima
y el soporte funcionalizado con grupos aminos, carboxilos, hidroxilos, sulfidrilos entre otros.
Adicionalmente, la técnica de atrapamiento se basa en mezclar el biocatalizador con una
matriz y su posterior polimerizacidn para confinar la enzima en el interior de la estructura
tridimensional que se forma, tales matrices pueden ser polimeros naturales como
hidrogeles (alginato, carragenano, quitosano) y termogeles (gelatina, agar, agarosa) o
también se usan polimeros sintéticos (poliacrialamida, polivinialcohol).

En definitiva, el desarrollo del sistema biocatalitico se concluye con el disefio del biorreactor
adecuado en funcién del proceso de aplicacion y de la forma y estructura del biocatalizador
inmovilizado. El sistema mas sencillo por su diseiio y funcionamiento es el reactor de tanque
agitado, otras opciones son las columnas de lecho empacado o fluidizado y los reactores de
membranas, todas son opciones que pueden adaptarse, definiendo el tipo de operacion
continua o discontinua, los pardmetros de operacion, aspectos de la transferencia de masa
y modos de control, para verificar viabilidad y actividad relativa a lo largo del tiempo del
bioproceso, la cual puede cambiar debido a la naturaleza bioldgica de los catalizadores.

El presente trabajo de investigacion, en el marco de las consideraciones particulares del
sistema, tiene como propdsito desarrollar un biocatalizador inmovilizado con actividad
poligalacturonasa para aplicaciones en alimentos y ambiente, proponiendo una ruta de
disefio de un bioproceso sustentable, que va desde la seleccion del microorganismo
adecuado hasta la optimizacion de la produccién de la enzima y de su inmovilizacién hasta
la implementacion de un biorreactor para la hidrélisis de compuestos pécticos. Los
resultados de este trabajo constituyen un aporte al drea de biotecnologia a nivel local, que
aprovecha los recursos tecnolégicos precisos para proponer alternativas biocataliticas a la
cadena de operaciones del procesamiento frutihorticola y soluciones ambientales a
industrias papeleras y textiles.
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OBIJETIVOS

GENERAL

Desarrollar biocatalizadores inmovilizados con actividad poligalacturonasa que
permitan disefiar potenciales bioprocesos sustentables de bajo impacto ambiental
relacionados a la industria ambiental y alimentaria.

ESPECiFICOS

Evaluar la capacidad metabdlica para sintetizar poligalacturonasas de un banco de
cepas bacterianas existentes en el Laboratorio de Investigaciones en Biotecnologia
Sustentable (LIBioS) mediante técnicas de screening e identificar los
microorganismos con la actividad deseada.

Identificar caracteristicas bioquimicas de las poligalacturonasas obtenidas mediante
técnicas instrumentales y moleculares.

Desarrollar procesos downstream de alta selectividad y bajo costo para la obtencién
de poligalacturonasas con elevada pureza.

Estabilizar la proteina deseada mediante diferentes metodologias de inmovilizacién
como atrapamiento, adsorcion y union covalente a superficies.

Optimizar las condiciones de inmovilizacidon utilizando la matriz seleccionada vy
evaluar el desempefio del biocatalizador obtenido.

Realizar estudios preliminares de modelos cinéticos y de escalado del bioproceso
desarrollado para el potencial uso a nivel industrial.
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ENZIMAS PECTINOLITICAS: GENERALIDADES

Las enzimas pectinoliticas tienen la funcion metabdlica de catalizar la depolimerizacién de
la pectina presente en los tejidos vegetales, disminuyendo el peso molecular del
polisacarido. Los mecanismos para fraccionar la estructura polimérica son especificos segln
el tipo de enlace glicosidico, la composicién de los mondmeros, la proporcién de residuos
metilo y las ramificaciones laterales de las cadenas. Las diferencias entre los mecanismos
de accién determinan la clasificacién de las proteinas que constituyen este grupo
enzimatico, el cual actua sinérgicamente en la desarticulacién de la estructura polimérica
de los compuestos pécticos (Jacob, 2009). Los principales tipos de enzimas pectinoliticas se
describen a continuacién y se muestran los esquemas de reaccion en las figuras del 1 al 4.

Poligalacturonasas (PG)

Catalizan el rompimiento del acido poligalacturénico mediante la hidrélisis del enlace
glicosidico a-(1,4) que une las unidades de acido D-galacturdnico. Estas enzimas se clasifican
en endopoligalacturonasas cuya accion es aleatoria dentro de la cadena y las
exopoligalacturonasas que actian en el extremo reductor del polimero.

Acido poligalacturénico Acido D-galacturénico Oligogalacturonanos

COOH COOH COOH COOH COOH

o o OH o Ty—o o
OH OH +H,0 —> OH + OH OH
0 o~ ) 2 OH \ P 0 i
OH T OH n OH OH OH
PG

Figura 1. Esquema de reaccion de poligalacturonasas (EC 3.2.1.15, EC 3.2.1.67).

Pectato liasas (PGL)
Enzimas que cortan la cadena del polimero mediante el mecanismo de B-eliminacién del

enlace glicosidico a-(1,4), eliminando un hidrégeno en C5, produciendo oligogalacturonatos
insaturados en el enlace C4-C5 y un nuevo extremo reductor.
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Acido poligalacturénico Galacturonano insaturado Oligogalacturonanos
COOH COOH COOH COOH COOH
o o J 0 Ty—o o
OH _~K OH — OH + R OH _~ROH
0 0 0 o— M/o OH
OH T OH n OH OH OH
PGL

Figura 2. Esquema de reaccidn de pectato liasas (EC 4.2.2.2, EC 4.2.2.9).

Pectin liasas (PL)

Enzimas pectinoliticas que escinden el enlace a-(1,4) por B-eliminacidon reconociendo los
galacturonanos con radicales metilester.

Acido poligalacturénico metoxilado Galacturonano insaturado Metil oligogalacturonanos

COOCH, COOH COOH COOH COOCH;
o o J o Ty—o o
OH _~K OH — OH + (OH )‘ _~K OH
[o} (0] [0} o— o OH
OH T OH n OH OH OH
PL

Figura 3. Esquema de reaccién de pectin liasas (EC 4.2.2.10).

Pectin metilesterasas (PME)

Realizan la desesterificacién hidrolitica del polimero liberando metanol por la remocién
aleatoria de los grupos metilo presente en los galacturonatos sustituidos en C6. Dado que
el grupo ester esta constituido por un acido y un alcohol, las unidades de monosacaridos
actlan como acidos y se genera el metanol.

PME PME
COOCH, COOH COOCH, COOH COOH COOH
) o) 0 +H,0 0 o) )
OH OH OH — OH OH OH
0 o~ o 0 0 o~ o 0
OH OH OH OH OH OH
n n
Acido poligalacturénico metoxilado Acido poligalacturénico + nCH;OH

Figura 4. Esquema de reaccion de pectin metilesterasa (EC 3.1.1.11).
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La tabla 1 muestra un resumen de los tipos de enzima de acuerdo al IUBMB, la clasificacién
por grupos y la estructura segun la base de datos CAZY (Carbohydrate-Active enzymes) que
describe las familias de enzimas que degradan, modifican o forman enlaces glicosidicos y se
clasifican segun relaciones estructurales, dominios funcionales o mddulos de unién a
carbohidratos.

Tabla 1. Descripcion de la clasificacion de las enzimas pectinolitica.

Familia Estructura Mecanismo Numero IUBMB Nombre
3.2.1.15 Endopoligalacturonasa
Glicosil hidrolasa GH28 B-hélice Hidrdlisis 3.2.1.67 Exopoligalacturonasa
3.2.1.82 2-exopoligalacturonasa
4.2.2.2 Pectato liasa
. . . PL1 B-hélice L .
Pol 3 L -el 5 4.2.2. P I
olisacérido Liasa PL2 Barril a/a B-eliminacién 9 ectato exoliasa
4.2.2.10 Pectin liasa
Carbohidrat . T . .
arbonidrato CE8 B-hélice Hidrdlisis 3.1.1.11 Pectin metilesterasa
esterasa

EL SUSTRATO: COMPUESTOS PECTICOS

Los componentes estructurales de la pared celular de las plantas son la celulosa,
hemicelulosa y las sustancias pécticas. Las microfibras de celulosa confieren la fuerza a la
pared celular, mientras que la hemicelulosa y los compuestos pécticos actian como agentes
cementantes de la red formada por la celulosa (Jacob, 2009; Yapo, 2011).

Los compuestos pécticos contribuyen a procesos fisioldgicos como la velocidad y direccién
del crecimiento de la planta y la diferenciacién celular para determinar la integridad, rigidez
y arquitectura de los tejidos (Jayani et al., 2005). Son macromoléculas glicosidicas de alto
peso molecular que varian entre 25y 360 kDa, su naturaleza es de cardcter acido y de carga
negativa y estan presentes en la [dmina media de la pared celular vegetal (0.5% — 7.0% peso
fresco). Adicionalmente, ayudan a resistir la presion interna de las células, regulan la
difusion de material a través del apoplasto y actlan como agente protector contra
patégenos (Gummadi, S, Manoj y Kumar, 2007).

Estos compuestos estan constituidos por una cadena principal denominada
homogalacturonano (HG) con uniones a-(1,4) de acido poli-D-galacturdénico, con grupos
carboxilo parcialmente esterificados con radicales metilo. Lateralmente, se unen otras
moléculas de carbohidratos como B-D-xilosa formando xilogalacturonanos (XGA),
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ramnogalacturonanos (RG) con arabinanos y arabinogalactanos unidas a la cadena,
formando regiones ramificadas que constituyen un complejo conjunto de polimeros
coloidales (Jayani et al., 2005). En la figura 5 se muestra una estructura esquematica de las
sustancias pécticas que pueden variar en longitud y composicién.

HG XGA RG

secbbebsscea C o #eido D-galacturénico
@ { S Q0@ { Ramnosa

@ Galactosa
Metoxilo

@ Arabinosa
 Xilosa

Figura 5. Esquema de la estructura de las sustancias pécticas presentes en los vegetales. Son
biomacromoléculas complejas y pueden estar compuestas hasta por 7 tipos de azlcares.

La textura de las frutas y verduras durante su maduracion y almacenamiento esta
influenciada principalmente por el tipo de pectina que presenta la estructura, ésta va
cambiando segun las modificaciones quimicas y enzimaticas que ocurren durante estos
procesos. Adicionalmente, las transformaciones de los frutos carnosos durante la
maduracion se atribuyen a la degradacion enzimatica y solubilizacion de las sustancias
pécticas (Jacob, 2009). Dado que las sustancias pécticas son las responsables de la cohesién
celular en los vegetales, su descomposicidon molecular deriva en suavidad y ablandamiento.

Segun la composicidn y la estructura de la pectina, las enzimas que actdan en ella son
especificas segun el tipo de enlace y su ubicacion en la cadena, ya sea terminal o intermedio.
En este sentido, las poligalacturonasas son protagonistas en la desarticulacién del polimero
debido a que actla sobre la cadena principal del homogalacturonano que tiene una longitud
gue supera las 100 unidades monoméricas, dejando libres los polisacaridos laterales que
varian de tamafio entre 5 a 50 monosacaridos.

POLIGALACTURONASAS

Mecanismo de accion

La reaccién de hidrdlisis del acido poligalacturdnico por accién de las poligalacturonasas
ocurre a través del mecanismo de inversidén produciendo un desplazamiento simple, lo cual
resulta en un producto saturado con una disposicidon espacial invertida alrededor del
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carbono anomérico (Figura 6). Este tipo de hidrélisis se desarrolla a través de un acido del
catalizador que actia como donador de protén al oxigeno del enlace glicosidico y participa
un acido/base catalitica que conduce al ataque nucleofilico de una molécula de agua en el
carbono anomérico del galacturonano (Abbott y Boraston, 2007; Gummadi, S, Manoj y
Kumar, 2007).

0 -
0 (’ Acido 0
m/OR Donador de protén
— + OH—R
Acido H=O" OH
Ataque nucleofilico C)

Figura 6. Mecanismo general de hidrélisis de polisacaridos a través de la inversidn esteroquimica del carbono
anomeérico.

Los estudios de PG de diferentes fuentes indican que su estructura se conserva y consiste
en un plegamiento en B-hélice que forma un cilindro formado de siete a diez vueltas
helicoidales que se abren en ambos extremos permitiendo a la enzima envolver y atacar los
enlaces glicosidicos del polisacdrido. Dentro de tal estructura, existen cuatro regiones que
se conservan estrictamente (Tabla 2) tanto en los aminoacidos como en distancias
espaciales, independiente del tipo de PG que corresponda (Abbott y Boraston, 2007).

Tabla 2. Regiones conservadas de diferentes poligalacturonasas y su funcién en la hidrdlisis del polisacarido.

Regiones .. :
& Funcidn Mecanismo
conservadas
1 NTD Unidn al Formacion de puentes de hidrégeno con los grupos OH de los
sustrato residuos adyacentes al enlace glicosidico.
2 RIK

DD: Nucleéfilo - Estabiliza intermediarios

3 G/QDbD Sitio cataliti X
/Q 1o catalitico H: Donador de protén

4 G/SHG
N: Asparagina, T: Treonina, D: Acido aspartico, R: Arginina, I: Isoleucina, K: Lisina, G: Glicina, Q: Glutamina,
S: Serina, H: Histidina

Dentro de las enzimas glicosil hidrolasas el donador de protén y el nucledfilo corresponden
invariablemente a dacidos carboxilicos, generalmente el acido aspartico actia como
nucledfilo y el acido glutdmico como donador de protén (Stone, 2008). Sin embargo, en las
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poligalacturonasas no hay evidencias de que se conservan residuos de glutamina, en su
lugar intervienen dos residuos asparagina, uno direcciona el ataque nucleofilico y el otro es
el donador de protdn. Por otra parte, la presencia de histidina sugiere que tal aminodcido
también puede actuar como donador de protén (Palanivelu, 2006).

Finalmente, con base en las evidencias disponibles basadas en las modificaciones quimicas
de los sitios activos, mutagénesis dirigida y cristalografia, el mecanismo de accion de las PG
ocurre de la siguiente manera:

1. Posicionamiento de los sitios NTD y RIK a ambos lados del enlace glicosidico
formando puentes de hidrégeno y distorsionando la cadena del polisacarido. Los
aminodcidos H y N se ubican dentro del enlace.

Transferencia del protdn de H al enlace glicosidico.

3. Escision del enlace y formacion de un enlace covalente entre el sustrato y el primer
residuo D. Simultaneamente, se libera el primer producto (extremo reductor).

4. El segundo D ubica la molécula de agua y realiza el ataque nucleofilico. Se libera el
segundo producto de reaccién (extremo no reductor), se invierte la estereoquimica
del C1y se restablece el sitio activo de la enzima.

Fuentes naturales

Las PG han sido objeto de multiples estudios debido a su importancia biolégica en las
interacciones entre plantas y microorganismos y las aplicaciones técnicas en el
procesamiento de alimentos y tratamiento de aguas residuales efluentes de labores
frutihorticolas. Las PG son naturalmente producidas por hongos, bacterias y levaduras,
también por plantas superiores y algunos insectos y nematodos pardsitos de plantas (Jayani
et al., 2005). Las de origen microbiano en su mayoria son extracelulares e inducibles por el
tipo de fuente de carbono, su sintesis es abundante en hongos saprofitos descomponedores
de los tejidos vegetales, los cuales son de cardacter filamentoso y pertenecen principalmente
a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Rhizopus, Fusarium, Botrytis entre otros
(Niture, 2008). Bajo condiciones de laboratorio en cultivos sumergidos, la produccion de PG
depende de la composicidon del medio de cultivo, especialmente de la fuente de pectinay
de nitrégeno, el pH inicial del medio y la agitacion. Los sistemas de cultivos en estado sélido
también favorecen las fermentaciones de los hongos, en estos casos los sustratos derivados
de agricultura son indispensables y factores como el contenido de humedad, actividad de
aguay el pH son fundamentales. La mayoria de estos hongos bajo las condiciones de cultivo
indicadas, secretan PG de caracter acidico, en un rango de 3 a 6 (Niture, 2008).

La especie fungica mas estudiada para la produccién de PG es el A. niger, las investigaciones
reportan diferentes estrategias para las fermentaciones ya sea empleando sustratos que
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contienen salvado de trigo, cascarilla de arroz, maiz, residuos de citricos o fracciones de
semillas de algoddn y girasol (Debing et al., 2006; Fawole y Odunfa, 2003; Fontana et al.,
2005) o cultivos sumergidos con los nutrientes solubles (Gomes et al., 2011). De igual modo,
los reportes respecto de los requerimientos nutricionales y otros aspectos de regulacién y
propiedades bioquimicas son amplias y se describen detalladamente el modo de
produccién enzimatica y sus efectos en el sustrato (Anuradha et al., 2010; Blandino et al.,
2001; Gomes et al., 2011; Mohamed et al., 2006; Rombotus y Pilnik, 1980). Si bien la funcidn
bioldgica de las PG es especifica, éstas se dan en la naturaleza de multiples formas y varian
en sus caracteristicas cinéticas, peso molecular, punto isoeléctrico y pH de accidn, lo cual
evidencia la plasticidad y adaptacion al ambiente de los organismos productores.

El hecho que los hongos y algunas levaduras de especies de Aureobasidium, Saccharomyces
y Kluyveromyces (Blanco et al., 1999; Oliveira et al., 2009) produzcan ademads de las
poligalacturonasas, multiples enzimas adicionales no pécticas asociadas a su metabolismo
(proteasas, amilasas, celulasas, arabinofuranosidasas, xilanasas), pueden tener un efecto
no deseado en las aplicaciones técnicas finales y afectan los procesos de recuperacién y
purificaciéon haciéndolos mas complejos y disminuyendo el rendimiento. Adicionalmente,
dado que el ciclo de crecimiento celular de los hongos es mas prolongado comparado con
las bacterias, éstas ultimas resultan en una fuente promisoria y mas productiva, sin
embargo, aun son acotados los estudios de PG bacterianas. Actualmente, hallar una cepa
bacteriana que produzca la enzima en tiempos cortos y con alta actividad hidrolitica
mediante una técnica de screening es fundamental para el desarrollo de un biocatalizador
aceptable con el fin de ser aplicado en la industria alimentaria y ambiental.

Bacterias productoras

En la bibliografia se describen enzimas pectinoliticas de bacterias del género Erwinia,
Yersinia, Clostridium, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus y Streptomyces (Ahlawat et al.,
2009; Beg et al., 2000a; Reverchon et al., 1996). Una caracteristica particular es su caracter
de accién desde pH neutro hasta la alcalinidad lo cual amplia el rango de accién y
aplicaciones industriales permitiendo su uso en papillas vegetales, tratamientos de fibras o
telas de algoddn, acondicionamiento de pulpas para papel y tratamiento de efluentes,
procesos que demandan el uso de un pH mas elevado. Lo antes dicho contrasta con las PG
fungicas, las cuales sélo son activas a pH acido (Jayani et al., 2010).

Las primeras pectinasas bacterianas identificadas son de especies de Clostridium y Erwinia
y se descubrieron a partir de estudios enfocados en fitopatologia. Van Rijssel et al. (1993)
estudiaron sobrenadantes de la cepa Clostridium thermosaccharolyticum cultivada en
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medio con pectina e identificaron actividad PG y PME, los productos de reaccién
identificados por técnicas cromatograficas mostraron galacturonanos de 2 y 3 unidades
monoméricas saturadas y metanol. Ademas, fue evidente la accidn coordinada de ambas
enzimas ya que, al monitorear la reaccion en el tiempo, en primera instancia se liberaban
los grupos carboxilo y posteriormente aparecian los oligdmeros. De otro lado, en E.
chrysanthemi se identificé la produccidon de multiples tipos de isoenzimas de PGL y PG
extracelulares cuya accion conjunta completa la degradacion enzimdtica de los polimeros y
forman galacturonanos de cadena corta que entran a la célula y son catabolizados hasta 2-
ceto-3-desoxigluconato. Asimismo, se demostré que las pectinasas que requieren Ca*? son
del tipo liasas y la funcién del ion es estabilizar los intermedios formados en el proceso de
escision por eliminacién. Analizando el catabolismo de la pectina en E. carotovora y Y.
enterocolitica se comprobd la expresion de hidrolasas de la familia GH28, especialmente
exopoligalacturonasas, cuya ubicacidn se evidencio en el espacio periplasmatico, sugiriendo
asi que estas enzimas operan como un puente funcional en el transporte de productos de
la hidrélisis de pectina hacia el interior de la célula (Reverchon et al., 1996).

Las investigaciones orientadas al estudio de plagas en plantaciones de soja determinaron
gue diferentes cepas de P. syringae ocasionan enfermedades en los tejidos de tallos, hojas
y vainas e identificaron que el principal factor de virulencia son las enzimas pectinoliticas,
especificamente PG y PL. Mediante electroforesis enfocadas en punto isoeléctrico (IEF) y
tinciones con rojo rutenio revelaron una PG (pl 8.5) y dos tipos de PL (pl 9 y 9.5) que
requieren Ca*?a una concentracion de 1 mM en la reaccidon (Hoondal et al., 2002). De modo
similar, X. campestris produce diferentes pectinasas durante la patogénesis de frutos y
hortalizas (Agrios, 2005).

Mas recientemente, con la demanda de la tecnologia enzimatica para usos industriales, el
objeto de estudio ha sido directamente la actividad catalitica para la degradacién de pectina
con el objeto de aplicarlo en procesamiento de alimentos de origen frutihorticola. En este
sentido, emergieron cepas de Bacillus y Streptomyces como las mas productivas, sencillas
de cultivar y con elevada actividad pectinolitica. En términos generales, estas cepas
productoras son aisladas de suelo, de subproductos del procesamiento de frutas y verduras,
y de material vegetal en descomposicidn. Los cultivos celulares se dan en estado sélido o
sumergido y las fuentes de carbono frecuentemente seleccionadas son la pectina citrica,
bagazo de citricos u orujo de otros frutos. Su identificacidn ha sido establecida por técnicas
bioguimicas, microbioldgicas y moleculares por secuencia del gen 16S rRNA. En la tabla 3 se
resumen algunos estudios de pectinasas producidas por diferentes especies del género
Bacillus, detallando la fuente de los aislados, peso molecular (P.M) de la proteina, pH y
temperatura de la actividad enzimatica.
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Tabla 3. Caracterizacion de pectinasas de diferentes cepas de Bacillus.

KIBGE 1B21

P.M P .
Cepa Aislamiento pH T (°C) (kDa) Denominacion Referencia
B. sp. NT33 Pectin liasa
Suelo 10-11 60-70 ND (Cao et al., 1992)
B. sp. NT82 Poligalacturonasa
B. sp. KSM P15 ND 105 55 203 Pectato liasa (Kobayashi et al.,
1999)
Semillas de . (Begetal.,
B. sp. MG-cp2 Celastrus paniculatus 10 60 ND Poligalacturonasa 2000a)
B. sp. DT7 Residuos de frutas 8 60 106 Pectin liasa (Kashyap et .
2000)
B. sp. KSM P443 Suelo 7 60 45 Exopoligalacturonasa (KOb;(S)BI;;t al.
(D. C. Sharmay
B. pumilus ND 8.5 70 8.5 Pectato liasa Satyanarayana,
2006)
B. subtilis
Suelo 7-8 60 ND Pectinasa (Ahlawat et al.,
B. pumilus 2007)
- . . . (Gupta et al.,
B. subtilis RCK Residuos de cocina 10.5 60 ND Exopoligalacturonasa 2008)
B. sphaericus Vegetales en . (Jayani et al.,
MTCC 7542 descomposicién / 30-40 | ND Poligalacturonasa 2010)
B. subtilis EFRLO1 Suelo 8 45 ND Pectinasa (Sattar et al.,
2012)
B. clausii Suelo alcalino 10 60 35 Pectin liasa (Lietal., 2012)
B. subtilis PEL 168 ND 9.5 50 46 Pectin liasa (zhang etal,
2013)
B. hal
M2: odurans Suelo 10 80 39 Pectinasa (Mei et al., 2013)
B. firmus Residuos de frutas 7-8 50 ND Pectinasa (Roosdiana et al.,
2013)
Vegetales en . (Bhardwaj y
B. sp. MBRL576 descomposicién 4 45 66 Pectinasa Garg, 2014)
B. subtilis NVFO19 Residuos de 10 60 ND Pectinasa (El-sayed, 2015)
agricultura
B. licheniformis Suelo 10 45 153 Poligalacturonasa (Rehman et al.,

2015)

Ademas de los diferentes Bacillus, otro género que ha sido notable en la produccion de las
enzimas pectinoliticas es Streptomyces, bacterias que también conforman poblaciones
tipicas en el suelo de bosques con material vegetal en descomposicidn. S. lydicus cultivada
en medio con pectina (5 g/L) tuvo maxima actividad hidrolitica a pH 6 y 50 °C, la enzima se
identificd como exopoligalacturonasa con un peso molecular de 43 kDa (Jacob et al., 2008a).
Kuhad, Kapoor, y Rustagi (2004) realizaron un screening de aislados nativos de suelo y la
cepa Streptomyces sp. RCK-SC se destacd por la produccidon de una pectinasa alcalina
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después de 24 horas de incubacidn en cultivo liquido con pectina citrica; un aporte de 2,5
g/L de glucosa al medio maximizé la produccidon de la enzima. Otro estudio identificé a S.
erumpens MTCC 7317 como productora de una PG con actividad a pH neutro y se demostré
su aplicacién en la extraccién de pulpas de frutos y vegetales, aumentando el rendimiento
de proceso hasta el 20% (Kar y Ray, 2011). A nivel molecular, se estudié el gen pl-str que
codifica para una PGL, se cloné de Streptomyces sp. S27 y se expresd en Escherichia coli
Rosetta, el peso molecular fue de 35 kDa y su actividad enzimatica fue maxima a pH 10y 60
°C. La sobreproduccion de la enzima permitié aplicarla a un proceso textil de desgomado de
fibras, el impacto fue positivo permitiendo la reduccién de la viscosidad de las gomas y
aumentando la higroscopicidad de las telas, siendo éstos resultados comparables con los
del producto comercial Scourzyme (Yuan et al., 2012). Por otra parte, con la cepa
Streptomyces sp. QG-11-3 se demostrd actividad xilanasa adicional a la pectinolitica, el
sustrato sélido compuesto por restos de semillas de algoddn y viruta de madera permitieron
obtener extractos con alta actividad enzimatica y una accidn sinérgica de ambas enzimas en
xilogalacturonanos (Beg et al., 2000a).

Metodoldgicamente, se llega a concluir y seleccionar una mejor cepa mediante técnicas de
screening, las cuales consisten en usar un procedimiento selectivo que permita la deteccidn
o aislamiento de aquellos microorganismos de utilidad entre una gran poblacion
microbiana. De esta manera, se van descartando las cepas con la menor actividad
metabdlica de interés y se van acotando e identificando los microorganismos destacados.
El screening es una etapa clave en el desarrollo de bioprocesos y es una herramienta util
para la busqueda de enzimas que catalicen reacciones novedosas para el desarrollo de
bioproductos y, simultdaneamente al descubrirse nuevas enzimas, se hallarian indicios para
disefiar nuevos procesos enzimaticos. En ambos sentidos, se describen tres condiciones
importantes para implementar en una estrategia de screening: definir el tipo de actividad
enzimatica de interés, decidir un grupo de microorganismos amplio y representativo y
disefiar un ensayo sensible y conveniente que permita detectar tantos microorganismos
como sea posible, sin sesgos y de manera aleatoria (Ogawa y Shimizu, 1999). Un screening
primario permite identificar cuales microorganismos tienen el potencial de producir el
metabolito de interés sin proporcionar informacién especifica a cerca del nivel o
rendimiento de produccién. Seguidamente, se puede realizar un screening secundario que
permita una clasificacion adicional de aquellos microorganismos que tienen un valor real
para los procesos industriales y se descarten con contundencia aquellos que carecen del
potencial, tipicamente se implementa con mediciones experimentales mas especificas.

El screening para pectinasas puede realizarse mediante incubacién en platos de agar con
pectina y su posterior revelado con HCl, yodo o cetrimida para determinar halos de
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degradacion (Jacob et al., 2008a; Masoud y Jespersen, 2006; Soares et al., 1999), ésta es
una técnica mas cualitativa y de cardcter primario. Asimismo, mediante cultivos liquidos con
pectina citrica como fuente de carbono y la cuantificacién de actividad hidrolitica en los
sobrenadantes por liberaciéon de azucares reductores o reduccion de la viscosidad es un
método mas detallado, que ha sido considerado como screening secundario (Highley, 1997;
Jayani et al., 2010).

Regulacion de la expresion enzimadtica

El metabolismo celular tiene que estar coordinado para asegurar que, en un momento
particular, sélo las enzimas necesarias y una cantidad definida de ellas, sean producidas;
una vez cumplida su funcion bioldgica, se detiene su sintesis y las expresadas decrecen en
su actividad catalitica debido a diferentes mecanismos regulatorios especificos. Los
principales mecanismos de control que permiten la regulacion de las funciones de sintesis
estan asociados a agentes nutricionales, especialmente las fuentes de carbono (Sanchez y
Demain, 2002).

Pectina

seeew Sensor .PG Respuesta hidrolitica

®  « Ceme)

ol ; | Transportadores |
Monosacaridos Represor
oanoam @ @
e = Reguladores
Zva s e W
A& A Inductor

Pectina

Membrana celular

Figura 7. Esquema representativo del mecanismo molecular de la regulacidn enzimdtica para la sintesis de PG.

La figura 7 es una representacion grafica de los mecanismos de regulaciéon enzimatica, las
bacterias productoras de PG, mediante proteinas de membrana y otras de sefializaciéon
celular, reciben y responden a los estimulos externos dados por el tipo y la fuente de
carbono disponible. De un lado, la pectina citrica o de manzana y sustratos naturales
complejos como el salvado de trigo, cascarilla de arroz, cascaras de citricos o residuos del
procesamiento de algoddn estimulan la produccidn de las enzimas pectinoliticas, mediante
un mecanismo denominado inducciéon metabdlica (Beg et al., 2000a; Li et al., 2012). Y de
otro modo, la glucosa, galactosa y acido galacturdnico promueven el crecimiento celular de
bacterias productoras, sin embargo, no permiten la expresion de PG debido a la activacion
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de un mecanismo regulatorio denominado represion catabdlica (Kohli y Gupta, 2015; Raj
Kashyap et al., 2003).

a. Induccion

Los microorganismos con actividad pectinolitica reconocen los compuestos pécticos en el
ambiente extracelular bajo variadas condiciones fisiolégicas, se adaptan a las variaciones
en su composicién y los identifican como una potencial fuente de carbono. La respuesta a
la presencia de pectina es la activacién de los mecanismos de sintesis y secrecién de
diferentes proteinas, entre ellas las enzimas pectinoliticas que degradan el polisacarido y
otras que modifican, transportan y permiten asimilar los residuos de azucares liberados. La
degradacion completa de la pectina por la accion enzimdtica genera principalmente el
mondémero de acido D-galacturdnico y otros azlicares como ramnosa, galactosa, xilosa y
trazas de metanol, estos azucares luego son ingresados al citoplasma y metabolizados para
obtener energia y promover el crecimiento celular (Reverchon et al., 1996).

Los estudios de la expresidn de las enzimas pectinoliticas bacterianas indican que éstas son
fundamentalmente de caracter inducible, ademds sugieren que los compuestos
relacionados estructuralmente al sustrato, son los inductores preferidos por los
microorganismos. Es decir, las enzimas son producidas solamente cuando se necesita la
degradacion de la pectina para acceder a la fuente de energia. Sin embargo, se han
identificado bajos niveles de actividad de caracter constitutivo que permitiria hidrolizar el
polisacarido y liberar productos de bajo peso molecular que podrian actuar como
inductores posteriores (Sanchez y Demain, 2002).

: Estado inducido —Respuesta hidrolitica
Inductor: __ (™

Operador-KdgR @
_ @J KdgR »
inactivo

Represor: P

KdgR W - Genes PG

> > p—

Transcripcion

== PG
o — G Q@

Figura 8. Modelo esquemadtico de la induccidn de la sintesis de PG dado por la presencia de pectina en el
medio extracelular y que activa el operador-KdgR.
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En bacterias, el sistema regulatorio para la sintesis de enzimas pectinoliticas mas estudiado
es el de Erwinia chrysanthemi, un fitopatdgeno responsable de desérdenes en la pared
celular de plantas y que secreta hasta diez diferentes tipos de enzimas, incluyendo PG y PGL
que forman mono y disacdridos que se catabolizan en una ruta metabdlica intracelular hasta
2-ceto-3-desoxigluconato. Los genes de estas enzimas se expresan a partir de diferentes
cistrones independientes para cada enzima y la transcripcion se favorece bajo la presencia
de pectina y extractos vegetales, fase estacionaria del crecimiento celular, baja temperatura
y limitaciones de oxigeno y hierro. Sin embargo, la expresion diferencial de las enzimas
podria responder a diferentes mecanismos de infeccion. El represor KdgR regula la sintesis
de los genes en presencia de pectina y controla los genes necesarios el proceso de secrecion
de las enzimas pectinoliticas (Figura 8). Otras proteinas en citoplasma como PecS, PecT,
LysR intervienen en la sintesis enzimatica como reguladoras de la transcripciéon
(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996).

b. Represion catabdlica

Las fuentes de carbono como los carbohidratos simples (fructosa, glucosa, xilosa, sacarosa,
maltosa) o poliméricos (pectina, almiddn, celulosa), ademds de algunos polioles y acidos
orgdnicos, son comunmente usadas como sustratos para el crecimiento celular y la
produccién de metabolitos de interés mediante procesos fermentativos. Sin embargo, la
sintesis, especialmente de enzimas hidroliticas, es afectada negativamente por fuentes de
carbono simples. Este mecanismo regulatorio denominado regulacidon catabdlica por
carbono o CCR (carbon catabolite repression) es representado en la figura 9 y se considera
gue es ampliamente distribuido en sistemas microbianos para garantizar un uso secuencial
y organizado de las fuentes de carbono disponibles (Sanchez y Demain, 2002). Bajo esta
condicidn, la célula cataboliza la fuente de carbono mas sencilla, es decir, la que mas
rapidamente satisface energia para el crecimiento y, a su vez, se reprime la sintesis de
enzimas que permitirian utilizar los otros sustratos hasta que el primario haya sido agotado.
Asi, la expresion de los genes requeridos para la utilizacion de fuentes de carbono
secundarias es impedida por la presencia de sustratos simples con el objetivo de optimizar
la tasa de crecimiento en ambientes naturales que proveen mezclas complejas de
nutrientes (Stiilke y Hillen, 1999).
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Figura 9. Modelo esquematico de la represion de la expresion enzimatica por presencia de fuentes de carbono
simples.

Los mecanismos de la represion catabdlica difieren entre bacterias y se han agrupado en 4
rutas diferenciadas, éstas son para bacterias Gram negativas entéricas (E. coli) y no
entéricas (Pseudomonas, Ralstonia), para Gram positivas con bajo contenido GC (Bacillus,
Staphylococcus, Lactobacillus) y alto contenido GC (Streptomyces). En términos generales,
los acidos orgdnicos son represores en bacterias no entéricas y la glucosa y otros
monosacaridos son los represores en bacterias entéricas y Gram positivas, en las cuales el
consumo del azucar y los sistemas de fosforilacion y transporte generan las sefales que
promueven la represidn catabdlica.

c. Sistema de secrecion enzimatica

Las PG tienen que ser transportadas al medio extracelular para actuar en el sustrato y se ha
reportado que se activa la maquinaria de secrecion cuando la proenzima ha sido sintetizada
con una secuencia sefial. El mecanismo de transporte estudiado en bacterias para todas las
enzimas pectinoliticas en general, es del Tipo Il (Figura 10).

Sistema de ‘
et PG
secrecion Tipolll .

Membrana externa

Espacio
periplasmatico

Membrana interna

* 'é Proenzima

Figura 10. Representacidén esquematica del sistema de secrecidon bacteriano denominado de Tipo Il para el
transporte de las enzimas al medio extracelular.
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el cual ocurre en dos pasos. Primero, se reconoce la proenzima por su secuencia sefial y es
llevada hacia el espacio periplasmatico, durante el paso a través de la membrana interna se
separa el péptido sefial. Luego en el periplasma, la proteina se pliega y adopta su
conformacion final, ademas atraviesa la membrana externa asistida por una maquinaria de
15 proteinas cuyos genes estan organizados en 5 unidades de transcripciéon. Aunque la
funcién exacta de cada proteina no es completamente conocida, se encontré que algunas
son constitutivas y otras son co-reguladas por el mecanismo de sintesis de la enzima (Agrios,
2005).

PROCESOS DE RECUPERACION Y PURIFICACION DE PG

Una vez que las enzimas han sido expresadas y transportadas al exterior de la célula, éstas
guedan expuestas en el medio donde cumplen su funcidn biolégica de hidrolizar el sustrato
para ingresar azlcares mds simples y obtener la energia requerida para el metabolismo. En
los procesos fermentativos, se disefian las condiciones para maximizar la produccién
enzimatica, asi que las PG deben recuperarse del ambiente externo, aislarlas de otras
proteinas, aumentar su concentracién o maximizar su cantidad relativa conservando su
actividad catalitica con rendimientos de proceso aceptables.

En este sentido, el primer paso para la recuperacion de la proteina es separar la biomasa
celular del medio de cultivo al término de la fermentacidn, se realiza una centrifugacién
para clarificar el sobrenadante hasta un 95% seguida de una microfiltracién a través de
membranas de 0.45 um para asi obtener extractos libres de células (Naidu, 1998). Cuando
se realizan cultivos en estado sélido para la obtencidn de las enzimas, se procede a realizar
una extraccion sélido-liquido cuyo objetivo es solubilizar las enzimas adheridas a los
sustratos hasta minimizar el contenido de éstas en el material sélido. Asi, todo el producto
de fermentacién es sometido a agitacion con un solvente que puede ser solucién fisiolégica,
una solucion buffer que otorgue estabilidad a la enzima libre o sales inorganicas diluidas
que actlan como conservantes para prevenir posterior contaminacion (metabisulfito de
sodio). Una vez que la enzima ha sido solubilizada, se realiza una filtracién para obtener el
extracto enzimatico libre de sdlidos insolubles (Jayani et al., 2005; Raj Kashyap et al., 2003).
Posteriormente, se disefian procesos especificos de concentracion y purificacidon segun las
caracteristicas particulares de las enzimas como peso molecular o carga idnica y de otras
proteinas presentes en los extractos, asi como iones u otros componentes del medio de
cultivo que son indeseados. A mayor conocimiento de las caracteristicas del extracto
enzimatico, puede ser mas selectivo el proceso, sin embargo, a mayor cantidad y similitud
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entre diferentes proteinas presentes, mayor serd la cantidad de etapas de purificacién
afectando rendimiento total.

En investigaciones enfocadas en pectinasas bacterianas, se han empleado procesos de
precipitacion ya sea con solventes (etanol, acetona) o sales (sulfato de amonio), didlisis y
ultrafiltracion para concentrar y obtener parcialmente purificada la enzima de interés
(Pedrolli et al., 2009). Posteriormente, las técnicas cromatograficas son procesos
convencionales que permiten mayor grado de purificacidon; mediante la exclusién molecular
o filtracién en gel con una columna Sephadex seleccionada en un rango entre G-50 y G-150
segln el peso molecular especifico, o cromatografia de intercambio idénico a través de
columnas como SP-Sepharose, DEAE-Sepharose o CM-Cellulose, se puede obtener de la
enzima purificada (Bhardwaj y Garg, 2014; Jacob, 2009; Naidu y Panda, 1998).
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Figura 11. Alternativas para la seleccién de los procesos de recuperacion, concentracidn y purificacion
enzimatica.
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En la figura 11 se muestran las estrategias para la obtencién de extractos purificados de PG;
las condiciones particulares para la implementacidon de cada método dependerdn de cada
sistema en estudio y la cantidad de pasos seleccionados estardn en funcion del grado de
concentracion y pureza del extracto crudo y el deseado al final del procedimiento. Al
momento de validar la estrategia metodoldgica, es necesario verificar la cantidad de
proteina a cada paso y su actividad enzimatica, ello indicard el grado de purificacién
obtenido en cada etapa y el rendimiento del proceso. Otro indicador de la pureza de la
proteina de interés, se obtiene a partir del patrén de bandas observado en gel de
electroforesis en poliacrilamida, tanto en estado nativo como desnaturalizante (SDS-PAGE),
asi se identifica la presencia de la enzima de interés y de otras proteinas contaminantes
basado en la diferencia de peso y tamaifio molecular. De otro lado, una técnica para conocer
el peso molecular exacto de la proteina seria realizar una secuenciacién de aminoacidos.
Dado que el objetivo es obtener extracto con actividad, no hay que perder de foco éste
objetivo, porque existen métodos para caracterizar y aislar la proteina purificada, pero
pueden desnaturalizar la enzima.

Ademas de las técnicas convencionales referenciadas, los procesos de extraccién liquido-
liquido son objeto de estudio reciente como alternativa para obtener extractos sélo con la
enzima de interés en menor cantidad de pasos de purificacion, valiéndose de las diferentes
propiedades de las proteinas en el extracto. Por un lado, la extraccién mediante bifases
acuosas (ATPS Aqueous Two-Phase System), consiste en la formacién de dos fases
inmiscibles y se basa en la afinidad de la enzima para migrar hacia una de ellas. Los ATPS
pueden ser del tipo polimero-polimero y polimero-sal, regidos por las interacciones
hidrofébicas y por el potencial eléctrico, respectivamente. Cuando la concentracién de
estos componentes supera un valor critico determinado se forman ambas fases en
equilibrio y los factores que afectan significativamente la separaciéon y por ende el
coeficiente de particion, son el peso molecular del polimero, la viscosidad, la temperatura,
la densidad, la tension superficial y las fuerzas iénicas (Nadar et al., 2017). Asimismo, la
particidn en tres fases (TPP Three Phase Partitioning) consiste en adicionar una determinada
cantidad de sal (sulfato de amonio, fosfato de potasio o citrato de sodio) y de solvente
orgdnico (t-butanol, 2-butanol, 1-propanol o 2-propanol) al extracto crudo. Una mezcla
homogénea y la posterior decantacidn, generara tres fases diferentes: una superior
organica, otra inferior acuosa y la tercera corresponde a la interfase enriquecida con la
proteina. Algunas moléculas de bajo peso molecular e impurezas de caracter no polar como
lipidos, compuestos fendlicos, pigmentos o detergentes migraran a la fase superior. Resulta
interesante este procedimiento debido a la accién conjunta de diferentes principios tales
como precipitacién por salado, co-solventes y caracteristicas isoidnicas y cosmotrépicas de
las proteinas (Nadar et al., 2017).
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Finalmente, cuando haya sido elegido la secuencia minima de etapas para la recuperacién
y purificacion de las enzimas de interés, se obtienen extractos liquidos con altas
concentraciones de proteina y una actividad enzimatica elevada, de esta manera se
maximiza el rendimiento y la actividad especifica, es decir, relativa a la cantidad de proteina
de interés. La preservacion de estos extractos obtenidos depende de las caracteristicas de
estabilidad de cada enzima en particular, sin embargo, existen estrategias de
almacenamiento para evitar o retardar la desnaturalizacién progresiva de las proteinas.

Las alternativas para la conservacién de la integridad de las estructuras de las proteinas y
de su actividad biolégica depende de las caracteristicas particulares de cada molécula, sin
embargo, algunos lineamientos sugieren el uso de crioprotectores como glicerol y
etilenglicol a una concentracidn final de 20 a 50%, la adicién de agentes antimicrobianos
como azida de sodio 0.02 —0.05% o Timerosal a 0.01%. Se usa EDTA a concentraciones entre
1y 5 Mm, el cual actia como quelante evitando la oxidacién de los grupos —SH inducida por
metales y ayuda a mantener las proteinas en un estado reducido. También se recomienda
la adicion de agentes reductores como 1,4-ditiotreitol y 2-mercaptoetanol (1 —5 mM), los
cuales actuan protegiendo las cisteinas presentes evitando su oxidacidn. Los compuestos
mencionados y otros polialcoholes y azlcares estdn reportados como moléculas que
fortalecen las interacciones hidrofdbicas entre los aminoacidos no polares, favoreciendo la
proteccion de sitios cataliticos y la resistencia a la desactivacién térmica (Gekko y Timasheff,
1981; Pierce Biotechnology, 2005).

INMOVILIZACION ENZIMATICA

La inmovilizacidn enzimatica es un proceso mediante el cual las enzimas en estado soluble
se confinan o localizan en una region definida del espacio, restringiendo parcial o
totalmente sus grados de libertad para dar lugar a un estado insoluble, en el que se conserva
su actividad catalitica y permite la reutilizacién en reacciones sucesivas (Guisan, 2006). Las
estrategias de inmovilizacidon son variadas y su disefo e implementacién es objeto de
estudio para la innovacion de métodos y materiales resistentes mecanicamente y
compatibles con sistemas bioldgicos, con el propdsito ultimo del disefio de biorreactores
para catdlisis heterogénea.

Una clasificacion sencilla de los métodos de inmovilizacion, da cuenta del agente o material
adicional a la proteina que permite la formacién del estado insoluble, de esta manera, la
formacién de agregados, unién a soportes, atrapamiento y matrices mixtas, son los
principales métodos (Figura 12). Sin embargo, dentro de cada metodologia, las
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interacciones entre proteinas y el material pueden ser de naturaleza fisica o quimica y estas
diferencias en las interacciones son las que determinan la complejidad de los procesos de
inmovilizacion y van condicionando su implementacion segiin cada enzima estudiada.

Inmovilizacion enzimatica

. I I I

Formacion de Unién a . Matrices
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agregados soportes mixtas
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Figura 12. Clasificacion y descripcion general de los métodos de inmovilizacion enzimatica.

Formacion de agregados

Este tipo de inmovilizacién consiste en favorecer las interacciones entre proteinas para
permitir la formacién de agregados a la manera de floculos. Las interacciones pueden ser
de naturaleza fisica adicionando polimeros floculantes o quimica a través de reactivos
bifuncionales como el glutaraldehido, sulfato de amonio y polietilenglicol. Los agregados
fisicos son mas usados cuando se desean inmovilizar células enteras, provocando las
uniones por adhesién entre la pared celular de un cimulo de células, de esta manera
guedan inmovilizadas entre ellas, lo cual permite mejoras en procesos biotecnoldgicos
aplicados en alimentos, biocombustibles y produccion industrial de péptidos (Bauer et al.,
2010). De otro lado, los agregados por agentes quimicos denominados CLEA (cross-linked
enzyme aggregates) tienen mayor aplicacion en sistemas enzimaticos porque se basan en
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las técnicas convencionales de precipitacidon de proteinas como salting-out y precipitacion
por solventes o polimeros. Este método es atractivo en biocatalisis debido a que no se
necesita un soporte para la enzima, lo cual lo hace mas simple y de bajo costo de
produccién. Sin embargo, los agregados poseen alta densidad de las proteinas lo cual
produce restricciones difusionales entre sustratos y productos al interior de los agregados
(lllanes et al., 2012). En la figura 13 se muestra esquematicamente la inmovilizacién por
formacién de agregados.

Enzima soluble Enzima precipitada CLEA

&

$ 3 <)
' ‘ ‘ Agente ' ‘ '
‘ ‘ precipitante ' ‘

Figura 13. Clasificacion y descripcion general de los métodos de inmovilizacion enzimatica.

—

Crosslinking

Los desarrollos en CLEA de ultima generacion involucran el uso de materiales como siloxano
para reforzar y modular las propiedades fisicas del agregado tales como las interacciones
de hidrofdbicas e hidrofilicas y el tamafio de particula final. La formacién de los agregados
en emulsiones agua-en-aceite también son métodos recientes que permiten su aplicacion
en enzimas como lipasas. Producir CLEAs adicionando magnetitas proporcionan
caracteristicas magnéticas que permiten la decantacidn magnética o que pueden ser usadas
en reactores fluidizados por magnetismo aportando combinaciones novedosas de
bioconversiones y etapas de recuperacién y purificacion de productos. Otro enfoque con
relevancia ambiental es la aplicacion de CLEAs en procesos en cascada para minimizar
etapas de reaccidon y subproductos, se trata de acoplar enzimas para direccionar el
equilibrio quimico hacia los productos cuando las caracteristicas de equilibrio son
desfavorables, esto se logra por co-precipitacidon enzimatica y la formacién de CLEAs con
dos enzimas de interés, denominada “combi CLEA”. Un ejemplo es la combinacién de
catalasa y glucosa oxidasa para la degradacién répida del perdxido de hidréogeno formado
en la oxidacidn aerdbica de la glucosa (Sheldon y van Pelt, 2013)

Las aplicaciones de CLEAs en enzimas pectinoliticas se han basado en precipitacién por
salado y adicién de glutaraldehido, formando agregados que también tuvieron actividad
residual de celulasas y xilanasas (Hiteshi et al., 2013). Dalal et al., (2007) caracterizaron
diferentes sistemas CLEA adicionando n-propanol, acetona o dimetoxietano como agentes
precipitantes y estabilizando los agregados variando las concentraciones de glutaraldehido
hasta 40 mM, obteniendo actividad pectinolitica elevada.
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Uniodn a soportes

La inmovilizacién por unidn a soportes se basa en fijar las enzimas a la superficie de un
material sélido valiéndose de atracciones por adsorcion o por la formacién de enlaces
covalentes entre residuos de aminodcidos de la proteina y la superficie funcionalizada del
material. Los soportes pueden ser materiales inorganicos como silice, arcillas, éxidos de
metales, vidrio y ceramicas. También existen variados materiales organicos, los mas usados
son los polimeros naturales derivatizados, principalmente agarosa, celulosa, alginato,
quitina y quitosano con modificaciones en su superficie para promover la uniéon enzimatica.
En el mismo sentido, han sido empleados algunos polimeros sintéticos como poliolefinas y
polimeros acrilicos para la inmovilizacion de proteinas por unién a soportes (Arroyo, 1998).

Las uniones por adsorcidon se dan por fuerzas idnicas de Van der Waals y puentes de
hidrégeno, estan reguladas por factores como el pH que modifica las cargas tanto de la
proteina como del soporte y la presencia de iones que provee la fuerza idnica para
conservar o modificar las interacciones. La naturaleza reversible de este tipo de
interacciones, fundamentalmente electrostaticas, requiere de un equilibrio en las
condiciones de pH y fuerza idnica. Los soportes mas empleados, mostrados en la figura 14,
son de particulas de agarosa modificada en su superficie con grupos amino, es el caso de
DEAE-agarosa (dietilaminoetil), MANAE-agarosa (monoaminoetil-N-aminoetil), IDA-
agarosa (acido iminodiacético) y PEl-agarosa (polietilenimina).

DEAE-Agarosa

MANAE-Agarosa

enzima ‘ ‘
R $ e a .3
N - A N @
) J ey
R N o 2 RO
SN\ - ;N\/\NHZ,,,,. — @ NH;-- @

PEI-Agarosa

Figura 14. Representacion esquematica de enzimas inmovilizadas en soportes por adsorcion.

Las uniones covalentes se dan por la formacion de un enlace entre el soporte y aminoacidos
expuestos de la proteina. Los grupos reactivos usados para este tipo de inmovilizacién son
los aminos, carboxilos, hidroxilos y sulfidrilos; los soportes son de cardcter hidrofilico,
comunmente son polisacaridos como celulosa, dextrano y agarosa modificados para
promover la formacién de los enlaces quimicos. Adicionalmente, los grupos hidroxilo sin
reaccionar proveen un ambiente polar que estabiliza la estructura de las proteinas préximas
al soporte o también se neutralizan para que éste no quede activo (Figura 15).
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Figura 15. Representacion esquematica de enzimas inmovilizadas en soportes por unidn covalente.

La implementacidn de unidn a soportes de diferentes proteinas de interés biocatalitico, ya
sea por adsorcion o enlaces covalentes, ha mostrado beneficios respecto de la estabilidad
enzimatica, mayor adaptabilidad a condiciones de reaccién en rangos amplios de pH, estrés
idnico y presencia de agentes quelantes y de iones metalicos. Sin embargo, las condiciones
especificas de inmovilizacidn, la carga protéica, los niveles de saturacion del soporte y las
condiciones de reversibilidad de los procesos adsortivos, dependen de cada grupo
enzimatico en particular. Estudios con lipasas, alcohol deshidrogenasas, catalasas, lacasas,
lisozima y reductasas, inmovilizadas en particulas porosas de silica, particulas de agarosa,
celulosa y resinas porosas comerciales como Lewatit, demuestran diferentes estrategias
metodoldgicas para la inmovilizacidén y su posterior aplicacion como derivados con elevada
actividad enzimatica (Bolivar et al., 2015). Para enzimas pectinoliticas, se han usado resinas
de intercambio idnico con elevadas interacciones electrostaticas (St-DVB), y también han
resultado adecuados materiales como glioxil-agarosa y silica gel aminada. Mas
recientemente, se ha demostrado que los huesos residuales de industria de aves de corral,
con tratamientos de molienda y activacién con grupos reactivos también pueden ser usados
para la inmovilizaciéon de pectinasas comerciales (Hiteshi et al., 2013). La seleccién del
material de soporte, sera entonces una decision basada en sus caracteristicas, la
disponibilidad y vialidad econdmica y la compatibilidad con las propiedades bioquimicas de
la proteina de interés.
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Atrapamiento

Consiste en la retencidn fisica de la enzima dentro de una matriz porosa constituida por
polimeros que conforman una red entrecruzada, los cuales retienen agua en su estructura
otorgando al material caracteristicas del estado coloide con apariencia sélida (Figura 16). El
proceso de inmovilizacién se desarrolla mediante la suspension de la enzima en una
solucién del monédmero o del prepolimero. Posteriormente, se realiza la polimerizacidn por
la adicidn de un agente quimico que favorece la polimerizacién completa (hidrogeles) o por
un cambio de temperatura (termogeles). Dado que la enzima queda confinada en la red
polimérica, ésta no sufre ninguna alteracidon en su estructura. Sin embargo, el atrapamiento
requiere de un control riguroso de las condiciones de polimerizacion, asi como la
comprobaciéon de que la naturaleza quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la
proteina.

Enzima soluble Prepolimero Matriz sélida
3 @ AN AN

¢ € [ .
. 2.

Figura 16. Representacion del proceso de inmovilizacidén por atrapamiento.

a. La polimerizacion de los hidrogeles se produce por la presencia de iones que favorecen
la formacién de zonas de unidn en la cadena polimérica en un medio de reaccidén con el
pH adecuado para la estabilizacién de las cargas del polimero. De esta manera, las
condiciones para la polimerizacién ionotrdpica dependerdn de las caracteristicas y
naturaleza quimica del polimero; los mas usados para la inmovilizacién enzimatica son
el quitosano y el alginato. En la tabla 4 se presenta un resumen de la estructura y
caracteristicas de los hidrogeles formados por estos polimeros naturales.
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los hidrogeles quitosano y alginato para la inmovilizacién enzimatica.

Caracteristicas

Quitosano

Alginato

Fuente

Mondémeros

Estructura

Carga

Polimerizacién
ionotrépica

pH estabilidad

Desintegracion

Modelo egg-box

Quitina desacetilada
Crustaceos

D-glucosamina
Acetil-D-glucosamina

CH,OH CH,0H
0 O,
OH o} OH 0

NH, HN\/O

CH,

>

Catidnica
lones fosfato
Polifosfatos

9-13
Medio acido
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Acido alginico
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Acido gulurénico
Acido manurénico

G
COOH (M) ©

COOH
OH OH (6] OH OH 0.

m

MMMMMMGGGGGGGGMGMGMGM
- -

Bloque M  Bloque G Bloque MG
Anidnica
Cationes divalentes
(Ba+2, Sr+2, Ca+2, Zn+2’ Mn+2)
4-8
Medio alcalino
NAVAAVAVAVANAS
DO DODO®

COSOB000

b. Algunos hidrogeles son polimeros sintéticos que también son empleados para el

atrapamiento de proteinas. Los mds usados son la poliacrilamida y el polivinilalcohol
(PVA), ambos homopolimeros con estructuras como se muestran en la figura 17. Estos
pueden formar reticulados y ramificar sus cadenas con reactivos adicionales como
alcoholes y acidos. El gel de poliacrilamida se forma a partir del mondmero y dos
catalizadores, el persulfato de amonio (PSA) como iniciador que genera radicales libres
y el tetrametiletilendiamina (TEMED) que propaga la polimerizacion. Aunque el
mondémero de acrilamida posee un elevado grado de toxicidad, al completarse la
polimerizacién se disminuye la concentracién del mismo y en consecuencia su toxicidad,
por lo cual puede ser aplicado en sistemas bioldgicos como biocatdlisis. De otro lado, el
PVA se prepara indirectamente, primero por polimerizacién del vinilacetato y después,
en un medio de reaccién alcalino y con etanol, es convertido al PVA eliminando los
grupos acetato.
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CH27CH CH.—CH
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Poliacrilamida PVA

Figura 17. Estructura molecular de los polimeros sintéticos poliacrialamida y polivinilalcohol (PVA).

Estas matrices poseen caracteristicas quimicas de mayor resistencia que los polimeros
naturales, son capaces de tolerar elevadas temperaturas o la presencia de agentes
quelantes. Sin embargo, las condiciones de polimerizacién en presencia de las proteinas
pueden alterar irreversiblemente los grupos reactivos de las enzimas.

c. Las matrices de termogeles se producen por efecto térmico y la polimerizacidn se
desarrolla debido al enfriamiento de una solucién caliente del prepolimero (60 — 90 °C).
Inicialmente se produce una formacién de hélices de la cadena polimérica, luego éstas
se van asociando hasta formar zonas de unidn que se rigidifican y forman el gel estable
e insoluble. Este proceso es reversible, la forma soluble del gel se denomina estado sol
y durante el enfriamiento se presenta la transicidon sol-gel hasta que se conforma la
estructura sélida de la matriz (Figura 18).

U\/ \/\) frio frio
Cﬂ QQ = e ——
‘— _
calor calor
Estado Sol Transicidon
Formacion de hélices Estado gel

Figura 18. Proceso de solidificacion de termogeles por formacién de zonas de union.

Los termogeles empleados usualmente para la inmovilizacién son la agarosa, agar y
carragenano, polisacdridos naturales provenientes de algas marinas. También se usa la
gelatina, un polipéptido constituido principalmente de colageno de origen animal.
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Los polisacdridos estan correlacionados molecularmente debido a que su unidad estructural
es el disacarido de la galactosa y la galactosa anhidra (Figura 19).

OH
OH O\
0]

OH
D-galactosa 3,6-anhidro-L -galactosa

Figura 19. Disacarido estructural de termogeles naturales.

La agarosa es un polimero neutro con unidades repetidas del disacarido, el agar es una
mezcla de agarosa y agaropectina en la que se alternan unidades de galactosa y galactosa
modificada por grupos acidos y piruvato y su carga es ligeramente anidénica (Mohammed et
al., 1998). Finalmente, el carragenano es altamente sulfatado y de acuerdo a la ubicacidn
de los grupos sulfato dentro del disacarido estructual, se clasifica en k-carragenano, (-
carragenano y A-carragenano. Debido a su carga altamente anidnica, su polimerizacién y
estabilizacién también se favorece por la presencia de cationes, de modo similar de los
hidrogeles como el alginato.

Los biocatalizadores enzimaticos inmovilizados en matrices poliméricas conservan la
actividad enzimatica debido a la naturaleza fisica de la retencidn de las proteinas, es por
ello que los rendimientos de las reacciones catalizadas se mantienen en niveles altos. Una
retencion efectiva de las enzimas dentro de la matriz depende principalmente de la
concentracion del polimero, ya que a mayor concentracidn se reduce el tamaio de poro
mejorando el atrapamiento, sin embargo, tiene que existir un balance tal que la porosidad
de la matriz retenga las enzimas sin afectar negativamente la difusién dentro del material
para el intercambio de sustratos y productos (Gulrez et al., 2003). El atrapamiento de
celulasas, amilasas, glucosidasas y una fructosiltransferasa en alginato ha permitido elevada
actividad catalitica empleando alginato en un rango del 2 al 6% usando principalmente
calcio como agente para la polimerizacién ionotrépica (Andriani et al., 2012; Gangadharan
et al., 2009). El uso de agar para el desarrollo de catalizadores con actividad xilanasa, a-
glucosidasa también resulté eficiente y permitio la reutilizacién del catalizador durante
varias reacciones sucesivas (Bibi et al., 2015; Rehman et al., 2014b). De modo similar, la
poliacrilamida (10% p/v) retuvo satisfactoriamente una pectinasa bacteriana con actividad
alcalofilica, proporcionandole especial estabilidad a 50 °C.

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018



Marco conceptual

Matrices mixtas

El concepto de matrices mixtas deriva de la combinacién de métodos y materiales para la
inmovilizacién de proteinas resultando en una matriz polimérica aditivada que permite su
contencidn, para ello se usan diferentes tipos de hidrogeles que mezclados favorecen la
estabilidad de la matriz mejorando algunas propiedades como la resistencia térmica y
mecanica; también se usan las enzimas unidas a soportes con tamafo de particula de orden
nanomeétrico que posteriormente se atrapan dentro de la matriz. Estos métodos son mas
recientes y han resultado de la necesidad de incrementar la productividad de los procesos
biocataliticos produciendo nuevos desarrollos en materiales que provean proteccion a los
sitios cataliticos de las enzimas, resistan por largos periodos las condiciones de operacion
de las reacciones, como el estrés mecdnico y la fuerza idnica, minimicen los efectos de
barrera difusional y la actividad enzimatica especifica se conserve a niveles similares a los
de la enzima libre.

El uso de nanoarcillas para la adsorcion de enzimas y la elaboracidn de matrices mixtas ha
sido un tema de novedad para su aplicacion en bioprocesos debido a su elevada superficie
especifica, su disponibilidad como mineral natural y sus caracteristicas fisicoquimicas que
lo hace un material biocompatible.

Morfolégicamente, las nanoarcillas poseen una estructura plana formada por capas
individuales de aluminosilicatos que, segun el tipo de mineral, pueden estar compuestas
por dos, tres o 4 hojas de octaedros de [AlO3(OH)3]® o tetraedros de [SiO4]™*, ordenadas y
apiladas una sobre otra con interacciones del tipo Van der Waals que son regulares entre
ellas. Estas capas poseen una carga neta negativa que puede ser estabilizada mediante
cationes o moléculas que ocuparian el espacio inter-capa, siendo los mas usados el Na*, K*,
Mg*?y el Ca*? (Essabir et al., 2016). Las arcillas principales son las vermiculitas, cloritas,
halositas, bentonitas y montmorilonitas, sus capas pueden modificarse funcionalizando la
superficie e incorporando polimeros para el desarrollo de nanocompuestos que pueden ser
aplicados a sistemas bioldgicos (Gopinath y Sugunan, 2006). Existen reportes en los que se
inmovilizan amilasas, invertasas, lipasas y pectinasas con resultados positivos, incluso a
escalas mayores en diferentes configuraciones de biorreactores.

Algunos ejemplos de matrices mixtas por combinacion de polimeros (gel-gel) dan cuenta de
la factibilidad técnica y biocatalitica de implementar este sistema cuya principal ventaja es
un efecto plastificante que reduce la fragilidad de las matrices haciéndolas mas eldsticas y
por ende menos quebradizas (Datta et al.,, 2013). En este sentido, se reportd la
inmovilizacion de una celobiasa usando alginato de sodio y quitosano y resulté en un
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biocatalizador de alta actividad para la conversién de celobiosa a glucosa, un paso
importante en la degradacidon completa de celulosa a unidades de glucosa (Wang et al.,
2009). En otro estudio, se empled una matriz compuesta por metilmetacrilato recubierta
de quitosano de diferente peso molecular para el desarrollo de un biocatalizador con
actividad lipasa y pectinasas positiva. El sistema dual desarrollado presentd una actividad
catalitica elevada y estabilidad operacional siendo aplicado efectivamente para la remocion
de residuos anidnicos de aguas residuales de industria del papel (Liu et al., 2012).
Adicionalmente, la inmovilizacion por formacién de agregados empleando glutaraldehido y
su posterior atrapamiento en quitosano, permitidé mayor grado de entrecruzamiento de la
matriz (Kohli y Gupta, 2015).

Por otro lado, la inmovilizacion a través de matrices compuestas del tipo soporte-gel ha
resultado adecuada para algunos sistemas biocataliticos, empleando tanto células enteras
como enzimas. Un estudio en el que se usa silica recubierta de quitosano para la
inmovilizaciéon de una poligalacturonasa comercial (Fluka) mostré mejoras en algunas
caracteristicas como estabilidad al pH, a la temperatura y a diferentes condiciones de
almacenamiento (Lei et al., 2007). También se han desarrollado matrices compuestas de
particulas magnéticas de Fe3Os empleando capas de polielectrolitos (PEl/silica), mostrando
elevada actividad enzimatica y facilidad en la separacion de los productos de reaccion (Lei
et al, 2007). Con respecto de nanocompuestos con arcillas, Abd Rahim et al., (2013)
emplearon alginato de sodio reforzado con caolinita para inmovilizar celulasa, a-amilasa, y
glucoamilasa y se cuantificaron los pardmetros cinéticos para cada sistema, obteniendo
ventajas en afinidad por diferentes sustratos y reusabilidad en las reacciones. De manera
similar, Gopinath y Sugunan (2006) estudiaron un sistema mixto, la nanoarcilla adicionada
fue montmorillonita y se inmovilizaron a-amilasa, invertasa y glucoamilasa mediante dos
técnicas, adsorcidn y unidn covalente por activacion con grupos carboxilo, para
posteriormente implementar los biocatalizadores en dos configuraciones de reactor, batch
agitado y de columna empacada. Los resultados fueron mds favorables usando el
biorreactor de columna, debido probablemente a menores restricciones difusionales. En el
laboratorio de Investigaciones en Biotecnologia Sustentable se han desarrollado matrices
nanocompuestas inmovilizando células enteras de Lactobacillus animalis ATCC 35046 para
la biosintesis de floxuridina, se optimizaron las condiciones de inmovilizacidn determinando
la composicion (% p/v) de bentonita, alginato de sodio y la concentraciéon de CaCl, que
permitiera mejores propiedades mecanicas con maximos rendimientos de conversiéon
(Cappa et al., 2016).
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PROPIEDADES DE LOS MATERIALES

Las propiedades del material influyen en las interacciones con la enzima que se desea
inmovilizar, su conformacién espacial y acceso al sitio activo, la actividad enzimatica
aparente, la transferencia de masa de sustratos y productos y la reologia en el medio de
reaccidn. La naturaleza quimica de la superficie del material, asi como el tamafio de las
particulas y propiedades viscoelasticas condiciona las interacciones en la interfase sélido-
liguido del biocatalizador inmovilizado, afectando las velocidades de reaccion (Talbert y
Goddard, 2012).

En la figura 20 se presentan las propiedades de los materiales para la inmovilizacién
enzimdtica clasificados segln su impacto en la reactividad que condiciona interacciones
entre la enzima, el material y el medio de reaccion, |la capacidad de carga de proteinas, la
movilidad espacial y las caracteristicas viscoelasticas del material.

Reologia:
viscoelasticidad R Reactividad
Moddulo de Carga eléctrica
almacenamiento (G’) h
» Polaridad
Maddulo de perdida (G”) Densidad de h

»

Angulo de fase (6) grupos funcionales

Propiedades de los materiales:

Inmovilizacién enzimatica Capacidad de

Movilidad . N carga
h ] | 4
Tamafo
de particula Area superficial
» Forma Porosidad
\4
Densidad de particula To pografl’a
.

L4

Figura 20. Clasificacién de las propiedades de los materiales para la inmovilizacidn enzimatica.

Los efectos de la carga eléctrica, la polaridad, hidrofilicidad y densidad de los grupos
funcionales en la superficie del material para la inmovilizacién pueden gobernar las
atracciones o repulsiones con los aminoacidos expuestos de la enzima. Cuando la proteina
se encuentra en contacto con el material, se pueden maximizar o minimizar estas
interacciones distorsionando la estructura tridimensional de la biomolécula o su orientacion
y, particularmente, las uniones covalentes pueden rigidificar la estructura de la enzima.
Finalmente, estas interacciones pueden alterar significativamente la actividad enzimatica.
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La capacidad de carga o la carga catalitica expresa la cantidad de proteina que puede
retenerse por unidad de masa del material, es por ello que a mayor area superficial de las
particulas por unidad de masa o volumen, se puede contener mayor cantidad de enzimas.
También la porosidad y las formas de las cavidades y la topografia de las particulas, limitan
la carga protéica. Sin embargo, un aumento de tal parametro no necesariamente produce
mayor actividad enzimatica del biocatalizador inmovilizado, debido a que las interacciones
entre proteinas y su disposicién espacial también condicionan el contacto entre la enzima
y el sustrato y por ende la velocidad de reaccién (Talbert y Goddard, 2012).

Aspectos como el tamafio de particula, la forma y la densidad de las particulas del material,
afectan la movilidad y caracteristicas de empaquetamiento de las mismas. Estas
propiedades son de significancia en cuanto a su implementacién en biorreactores, los cuales
pueden ser agitados o de lecho, ya sea fijo o fluidizado. La movilidad y caracteristicas de
empaguetamiento del material, asi como la viscosidad del medio de reaccién, determinan
la frecuencia de las colisiones moleculares entre la enzima y el sustrato, de otro lado Ia
porosidad del lecho empacado que se forma al disponerse en una columna, también
impactan la cinética de reaccién. Los estudios de lJia et al., (2003), demostraron que una
reduccion en la movilidad de las enzimas unidas a nanoparticulas, sumado a otros factores
como cambios conformacionales de la proteina, se contribuye a una pérdida de la actividad
de las enzimas inmovilizadas.

Las propiedades viscoelasticas de los materiales miden la respuesta mecdnica de una
muestra bajo un esfuerzo de compresion y la deformacidon que experimenta el material,
éstas consideran las relaciones entre elasticidad, flujo y movimiento de materiales
poliméricos (Anseth et al., 1996). Los ensayos que prueban las respuestas mecdnicas se
realizan bajo condiciones especificas de tensidén o compresidn, sin embargo, cuando se trata
de hidrogeles, son convenientes los ensayos dindmicos los cuales miden la respuesta del
material bajo un esfuerzo periédico, es decir, con magnitudes variables en una frecuencia
determinada. Estas pruebas, de caracteristicas sinusoidales, cuantifican un moddulo
dindmico, definido por las variables denominadas mddulo de almacenamiento (G’) vy
modulo de pérdida (G”). El médulo G’ describe la porcién eldstica de los materiales, lo cual
indica que a un esfuerzo externo una cantidad de energia es absorbida y almacenada por el
material mostrando caracteristicas de una conformacidn mas sdlida y resistente del
material. De otro lado, G’ representa la porcién viscosa de los materiales, es decir que,
ocasionado el esfuerzo externo, la energia que no es almacenada actia deformando y
permitiendo fluir al material, exhibiendo estructuras flexibles que tienden a
comportamientos similares a los liquidos. Otra variable caracteristica, es el angulo de fase
(6) el cual relaciona ambos mddulos, considerandose como un factor de amortiguacion o
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disipacion de la energia. Este dangulo varia entre 0° y 90°, siendo valores ideales que no
llegan a manifestarse en las pruebas experimentales. Sin embargo, si 6 tiende a 0° se puede
interpretar que el material es mas sélido y presenta mayor resistencia mecdanica y si se
acerca a 90° las caracteristicas son mas liquidas.

Asi que, mediante los estudios dindmicos de reologia de los materiales, en un contexto de
operaciones en biorreactores, pueden dilucidarse caracteristicas del grado de
polimerizacién, compactaciéon y ordenamiento de las moléculas en los materiales
poliméricos, especialmente de las matrices de inmovilizacion de proteinas. Y estas
magnitudes se pueden analizar bajo efectos de pH, temperatura, fuerza idnica y agentes
quelantes. Adicionalmente, puede definirse la energia de fractura de las matrices, analizar
procesos de abrasion relacionados a microfracturas continuas en la superficie de las
particulas y determinar tiempos de fatiga de los biocatalizadores inmovilizados (Martins
Dos Santos et al., 1997).

BIORREACTORES ENZIMATICOS Y ESCALADO

Los reactores enzimaticos son unidades de proceso en los cuales ocurren transformaciones
bioquimicas catalizadas por enzimas para generar un producto deseado, son ampliamente
usados en procesamiento de alimentos, farmacéuticos, biosensores y biotransformaciones.
En general, consisten en uno o varios tanques o cilindros que contienen los reactivos y la
enzima en una Unica fase o en fases heterogéneas, como liquidos, gases y sdlidos.
Adicionalmente, se requiere una transferencia de masa y calor eficiente y transferencia de
momento entre fases. Para ello, el biorreactor deberd proveer agitacidon adecuada, sistemas
de regulacién de la temperatura (chaquetas o serpentines de calentamiento o
enfriamiento), control de pH y valvulas o mecanismos para la recuperacién y separacién de
productos y catalizadores, en el caso que éstos se usen inmovilizados (Doran, 1955; Zhang
y Xing, 2011)

Con base en el modo de operacién, un reactor enzimatico puede clasificarse en continuo o
discontinuo. En operacién discontinua, las enzimas y sustratos tienen un tiempo de
residencia idéntico dentro del reactor y lo ideal es que no existan variaciones espaciales en
la concentracién de las especies involucradas, reactivos, productos y catalizadores. De otro
lado, en la operacién continua, el sustrato fresco es alimentado en un flujo masico o
volumétrico continuo mientras que la solucion de reaccién también es removida para
conservar un volumen constante (Zhang y Xing, 2011). Ambos modos de operacion
dependen del sistema enzimatico, la estabilidad del biocatalizador y los volimenes de
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produccidn, entre otros. En la tabla 5 se describen las ventajas y desventajas de cada tipo
de operacién.

Tabla 5. Ventajas y desventajas de las operaciones en continuo y discontinuo.

Reactores enzimaticos
Discontinuos Continuos
Operacion simple y flexible Operacion automatizada
Ventajas Facil control Calidad de productos estandarizada

Bajo costo de capital Bajo costo de mano de obra
Diferencias entre lotes de proceso Sistemas de control sofisticados

Desventajas  Tiempos muertos entre lotes Poca flexibilidad en la operacién
Alto costo de mano de obra Alto costo de capital

Independiente del tipo de operacién seleccionado para la implementacion del proceso,
existen diferentes configuraciones de biorreactores para sistemas heterogéneos, los cuales
aplican para biotransformaciones con enzimas inmovilizadas. La figura 21 muestra un
esquema de los tipos de biorreactores que pueden ser usados para reacciones con enzimas
inmovilizadas, en operaciones en continuo o discontinuo.

a. Tanque agitado  b. Reactor de membrana c¢. Lecho empacado d. Lecho percolado e. Lecho fluidizado

)8
7

Figura 21. Tipos de reactores enzimaticos para sistemas heterogéneos.

a. Tanque agitado

Consiste en un tanque cilindrico equipado con un impulsor adherido a un eje de rotacién
activado por un motor externo. Los tanques en su interior pueden tener deflectores para
mejorar los patrones de mezclado y aumentar la transferencia de masa y algunas
configuraciones tienen un sistema rociador de aire en la parte inferior para favorecer la
transferencia de oxigeno. Este es el tipo de biorreactor mas usado y de operacion simple,
los sustratos y las enzimas se introducen al tanque y son mezclados para llevar a cabo la
reaccion. El disefo e implementaciéon de tanques agitados con biocatalizadores
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inmovilizados debe ser cuidadoso en cuanto que se debe prevenir la desintegracion de las
particulas sélidas por efectos de cizalla y el estrés mecanico (Catapano et al., 2009; Zhang y
Xing, 2011).

b. Reactor de membrana

El biorreactor de tanque agitado se puede acoplar a un mdédulo de membrana en una
configuracion de recirculacion con el propésito de filtrar o separar continuamente el medio
de reaccién que contiene reactivos, productos y biocatalizadores, dejando pasar
selectivamente los productos de reaccidn y recirculando el medio. Se han propuesto
configuraciones en las que el biocatalizador esta inmovilizado dentro de la membrana o
estar en agitacion dentro del tanque. Las geometrias de la membrana pueden ser tubulares,
planas o de fibras ahuecadas y estar en compartimentos independientes y sucesivos para
aumentar la frecuencia de contacto entre enzimas y sustratos (Catapano et al., 2009; Zhang
y Xing, 2011).

c. Reactor de lecho empacado

También llamado biorreactor de lecho fijo, consiste en una columna llena de un material
sélido que soporta las enzimas y esta estacionario, es decir, las particulas sdélidas tienen
restringidos sus grados de libertad y el lecho que forma es perfundido por el flujo continuo
de la solucién que contiene los sustratos, a medida que los sustratos atraviesan
longitudinalmente el lecho va ocurriendo la reaccidn. El flujo puede ser ascendente o
descendente y es usual que haya recirculacion del fluido porque asi se aumentan los
contactos entre enzimas y sustratos y porque en un reservorio adicional a la columna
(resorvorio de acondicionamiento) se puede acondicionar el medio de reaccién en términos
de oxigeno, pH o adicién de otros reactivos (Catapano et al., 2009; Zhang y Xing, 2011).

d. Reactor de lecho percolado

Este biorreactor es una variacién del reactor de lecho empacado en el cual la solucién del
sustrato es alimentada por la parte superior de la columna y por medio de un rociado, cae
gota a gota descendiendo a través del lecho y el liquido forma capas que recubren las
particulas, también quedan fracciones de aire entre los espacios del lecho, de esta manera,
se presentan tres fases al interior del reactor, la fase sélida que soporta las enzimas, la fase
liguida que contiene los sustratos y una fase de aire entre las fracciones vacias del lecho y
qgue no llegan a llenarse del fluido por efecto del rociado. Esta configuracidon es mas usada

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes

PéginaS 7


sandra.santilli
Rectángulo

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Pégina58

Marco conceptual

cuando las reacciones demandan mayor cantidad de oxigeno o en sistemas de saneamiento
de aguas residuales (Doran, 1955; llsen y Kerim, 2016).

e. Reactor de lecho fluidizado

Consiste en una columna con un lecho de particulas sélidas cargadas con las enzimas
inmovilizadas que, a diferencia del lecho empacado, éstas tienen grados de libertad para el
movimiento y se conservan en flotacion o fluidizacién por efecto de la velocidad de flujo
ascendente de la solucidon de sustrato. La velocidad del fluido debe ser tal que pueda
sustentar las particulas, equilibrando las fuerzas de friccion y flotacién y superando la fuerza
ejercida por el peso del lecho. Al final, esta velocidad depende del tamaio, forma,
porosidad y densidad de las particulas y de la densidad y viscosidad del medio de reaccién
(Catapano et al., 2009; Zhang y Xing, 2011).

Consideraciones de proceso

Los factores mas importantes a analizar para la seleccién del tipo de biorreactor
heterogéneo con enzimas inmovilizadas son las caracteristicas de las particulas del
biocatalizador como tamano, forma, densidad, estabilidad y compresibilidad, por ejemplo,
las particulas pequefias son convenientes para lechos fluidizados, materiales porosos son
utiles para lechos empacados. Adicionalmente, las propiedades fisicas de los sustratos, su
solubilidad, densidad y viscosidad son factores importantes, si los sustratos tienen baja
solubilidad se recomienda usar el biorreactor en operacion discontinua o si el fluido de
reaccion es muy viscoso es dificil de implementar un lecho fluidizado. Son igualmente
importantes los requerimientos de la reaccion como pH, temperatura, suministro o
remocion de gases y demanda de cofactores entre otros. Si por ejemplo la reaccién requiere
de un ajuste de pH continuamente, conviene un tanque agitado o si es dependiente de
oxigeno, un lecho percolado o fluidizado seria una mejor opcién. La estabilidad de las
enzimas vy la resistencia mecanica del material que las soporta también son caracteristicas
a tener en cuenta, ademas de la cinética de la reaccidn, las cuales condicionan los tiempos
de reaccidn y la productividad del proceso (Zhang y Xing, 2011).

La cinética enzimdtica en sistemas con biocatalizadores inmovilizados debe ser estudiada y
comparada con la misma enzima en su estado libre. La diferencia en los valores de velocidad
maxima de reaccidn (vmax) y afinidad por el sustrato (Km) estan condicionadas por
fendmenos de transferencia de masa; la resistencia al contacto entre la enzimay el sustrato
y al intercambio de sustratos y productos, es atribuida a la barrera adicional que constituye
el material sélido. Una aproximacién al comportamiento cinético de los sistemas
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enzimdaticos es posible mediante la ecuacién propuesta por Michaelis Menten y los
diferentes métodos de linealizacion descritos por otros autores (Tabla 6). Durante la
reaccidon enzimatica la relacién enzima-sustrato cambia segln la concentracién del sustrato
disponible, es asi como se puede dilucidar una concentracién de saturacién de las enzimas
disponibles y estudiar fendmenos de inhibicién enzimatica debido a otras especies en el
medio de reaccién que puedan interaccionar con la enzima y su sitio activo.

Tabla 6. Modelo de cinética enzimatica de Michaelis-Menten y sus diferentes ajustes de regresion lineal.

- - o ﬂ __ Vmax[S]
Michaelis Menten: v = dt Ky +[S]
Lineweaver-Burk Eadie-Hofstee Hanes-Woollf
1 K 1 1 v S 1 K
-= m—+ v:_Kmﬁ-l'vmax u= [S] + =
v vmax [S] vmax v Umax vmax

Donde v es la velocidad de reaccion, vmaxla velocidad maxima de reaccion enzimatica a una
concentracion de sustrato que satura el sistema, [S] la concentracién de sustrato y Kmla
constante de Michaelis, que expresa la concentracion de sustrato en la cual la velocidad de
reaccion es la mitad de la velocidad maxima.

Escalado

Durante el disefio de un bioproceso de catdlisis enzimatica, en las ultimas etapas de
implementacién y validacion de modelos, es necesario aumentar la escala del mismo,
inicialmente las pruebas de laboratorio contindan y se realizan a una mayor capacidad
volumétrica y posteriormente el escalado se da a un orden de magnitud que pueda
satisfacer procesos para aplicaciones industriales. Durante el escalado, se busca una
intensidad del proceso similar a las pruebas de laboratorio, es decir, obtener cantidades
similares de producto por unidad de volumen a una mayor capacidad volumétrica del
proceso. Existen diferentes métodos para el escalado, el prerrequisito para desarrollar los
modelos es que se conserve similitud geométrica de las unidades de reaccién, lo cual indica
que las formas del reactor tendrian que conservarse, manteniendo relaciones como entre
la altura y el diametro de tanques o columnas, entre didmetros de impulsores y tanques o
entre dimensiones de deflectores respecto del didmetro del tanque. Posteriormente, se
elige el método, que puede ser fundamental, semifundamental o basado en reglas
empiricas, en la figura 22 se describe un resumen de dichos métodos.
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Figura 22. Tipos de reactores enzimaticos para sistemas heterogéneos.

Patrones de
mezclado

Finalmente, las variables que se consideran mas criticas durante el escalado de los procesos
son la transferencia de calor para el control de la temperatura, la disipacion de la energia
medida por la potencia por unidad de volumen, la caida de presién en reactores de lecho
empacado, el mezclado, determinado por la velocidad del agitador, el nimero de Reynolds
y la velocidad de los fluidos y, muy significativo en bioprocesos, la contaminacién del medio
de reaccién por microorganismos u otras especies reactivas (Tufvesson et al., 2010).

APLICACIONES: BIOCATALISIS CON ENZIMAS PECTINOLITICAS

Las enzimas pectinoliticas son de interés comercial por sus aplicaciones en diferentes
sectores de la industria. En la figura 23 se indican los principales sectores industriales que
se benefician de la actividad catalitica de las enzimas pectinoliticas.

En el procesamiento de alimentos, especificamente para la remocién de cascaras, la
extraccién y clarificacion de jugos de fruta, se logran mejoras en aspectos como
rendimiento y tiempo de procesamiento, extraccidn y maceracién, clarificacién y
filtrabilidad, estabilidad y sabor (Tapre y Jain, 2014). Adicionalmente, para los consumidores
son mas atractivos los jugos de baja viscosidad, alta claridad y valor nutricional. También
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los biocatalizadores con actividad pectinolitica son utiles para procesos de fermentacién de
téy café en la hidrélisis de las sustancias pécticas indeseablesy, en la preparacién de mostos
durante la fabricacién del vino, generan mayor disponibilidad de azlcares fermentables
ademas que intensifican sabores y colores en el producto final (Garg et al., 2016). En la
industria textil, las pectinasas en accién conjunta con amilasas, lipasas, celulasas vy
hemicelulasas se utilizan para remover impurezas del algodén y evitar el uso de soda
caustica para este propdsito, también son Utiles para remover residuos no celulésicos de
las fibras. Asimismo, facilitan el desgomado de fibras vegetales empleadas en textileras,
ofreciendo una alternativa econémica y ambientalmente viable (Jayani et al., 2005). En el
sector papelero, estas enzimas se usan como agentes para depolimerizar la pectina de pulpa
de papel mejorando los procesos de filtracién y de blanqueamiento. Adicionalmente, se han
encontrado diferentes ventajas al usar las enzimas en procesos de extraccién de aceites
vegetales, sabores y pigmentos de origen vegetal y en el tratamiento de aguas residuales
con contenido péctico (Garg et al.,, 2016). Otras aplicaciones de estas enzimas son la
preparacion de alimentos para animales, mejorando la liberacién y adsorcidn de nutrientes
y extraccion de virus de plantas (Merin et al., 2011). Mas recientemente, las enzimas
pectinoliticas se han usado en biorefinerias para hidrolizar la pectina presente en residuos
agroindustriales, los cuales se procesan y se depolimerizan hasta azucares simples que son
convertidos a bioetanol o se formulan en medios de cultivo para diferentes
biotransformaciones. Adicionalmente, si se controla el grado de depolimerzacién, se
pueden producir fructooligosacaridos, productos con elevado valor agregado usado como
nutracéutico.

Procesamiento
de frutasy
vegetales

Industria del
papel/textil

Biorefinerias

Fabricacion de
vino

Enzimas
pectinoliticas

Procesamiento
de té y café

Alimentacién
animal

Extraccion
aceites vegetales

Figura 23. Aplicaciones de enzimas pectinoliticas en diferentes industrias.
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METODOLOGIA

La estrategia metodoldgica para la ejecucidn de este trabajo de tesis doctoral se desarrollo
de acuerdo a los objetivos especificos formulados oportunamente y clasificados en 4

bloques principales denominados Fermentacidn, Aislamiento de la enzima, Inmovilizacion y

biocatdlisis y Aplicaciones y escalado (Figura 24).

®

®

Obijetivos: Blogue metodoldgico: Determinaciones:
Screening Actividad enzimdtica

Cultivos bacterianos
Deteccidn de actividad

Fermentacion

Reduccién de viscosidad
Formulacion del medio de cultivo
Rendimientos (biomasa y enzima)

’

Estrategia de purificacion
Caracterizacién bioquimica

Aislamiento de la enzima

Concentracién de proteina
Balances de masa
Rendimiento de purificacion
Electroforesis (peso molecular)
Productos de reaccion (TLC)

’

Evaluacion de técnicas de
inmovilizacion enzimatica
Optimizacion de la hidrolisis

Inmovilizacién y biocatalisis

Porcentaje de inmovilizacion
Retencidn de actividad
Cinética de reaccion- Productividad
Estabilidad: mecanica y catalitica
Reusabilidad

(

Potenciales procesos
industriales: alimentos y
ambiente

Aplicaciones y escalado

Porcentaje de hidrdlisis
Aguas residuales
Clarificacion de jugos y sacarificacion
de residuos frutihorticolas
Biorreactor de lecho percolado

’

Figura 24. Estrategia metodoldgica para el desarrollo de biocatalizadores inmovilizados y su aplicacidn en la
industria alimentaria y ambiental.

Las actividades experimentales se iniciaron por el bloque de Fermentacidon con un screening

sobre el banco de cepas disponible en el Laboratorio de Investigaciones en Biotecnologia

Sustentable (LIBioS) de la Universidad Nacional de Quilmes (Argentina) para identificar las

bacterias con actividad poligalacturonasa (PG). Se identificaron los microorganismos con

potencial para la produccién de PG y se procedid a la seleccidén de la mejor cepa bacteriana
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en términos de productividad, tanto de la fermentacién como de la reaccién enzimatica.
Adicionalmente, se plantearon disefios experimentales para la ingenieria de medio de
cultivo y la determinacion de condiciones de operacidn con el fin de favorecer una mayor
produccién enzimatica. La etapa de Aislamiento de la enzima se fundamentdé en la
recuperacién, concentracién y purificacion de la proteina de interés obtenida por métodos
de precipitacién, ultrafiltracion y electroforesis. Posteriormente, se identificaron
caracteristicas de estabilidad de la enzima libre a pH, temperatura y almacenamiento y se
determinaron las condiciones de reaccién que maximizaron la hidrdlisis del dacido
poligalacturénico. Seguidamente se desarrollé el bloque de Aplicaciones y escalado,
empezando por la inmovilizacion de la enzima evaluando métodos de unién a soportes por
adsorcion y enlaces covalentes, atrapamiento y matrices mixtas, optimizando las
condiciones del proceso de inmovilizacién. A continuacidn, se evaluaron pardmetros de
biocatdlisis como estabilidad de los inmovilizados y reusabilidad. Finalmente, en la etapa de
Aplicaciones y escalado se plantearon procesos con potencial industrial de los
biocatalizadores inmovilizados con actividad poligalacturonasa y se evalué el desempefio
de un biorreactor de lecho percolado.

1. FERMENTACION

El estudio de los cultivos bacterianos se realizé mediante fermentaciones, iniciando con
condiciones generalizadas con el propdsito de realizar un screening primario que permitiera
descartar las cepas sin actividad PG y continuando con condiciones de fermentacion
optimizadas en cuanto a nutrientes y tiempos de produccién enzimatica de la cepa
seleccionada.

Screening

A través de una revisidn de literatura se identificaron los géneros bacterianos que han
demostrado ser positivos para actividad pectinolitica. A partir de la informacidn analizada,
se seleccionaron 100 cepas pertenecientes al banco bacteriano de LIBioS para evaluar su
capacidad metabdlica de hidrolizar pectina, las cepas se conservaron en glicerol estéril al
20% (p/v) a -80 °C. Las células se activaron en cultivos liquidos entre 16 y 24 horas en
agitacion a 180 rpm en shaker orbital (Forma Scientific 439) a la temperatura de incubacion
y el medio de crecimiento de acuerdo a cada género (Tabla 7). Los cultivos celulares se
realizaron a escala de matraz de 100 mL y un volumen ocupado de 10 mL tomando una
alicuota de los crioviales de conservacién.

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018

Pégina63



Pégina64

Metodologia

Tabla 7. Géneros de las cepas bacterianas evaluadas en el screening de actividad poligalacturonasa y
composicion del medio de cultivo para el crecimiento celular.

a . Cantidad Medio de Composicion

Género bacteriano ..
cepas crecimiento (g/L)
Arthrobacter 2 LB
Escherichia 1 LB Extracto de levadura: 5
Enterobacter 3 LB Peptona de carne: 10
Pseudomonas 3 LB NaCl: 10
Flavobacterium 1 LB
Achronobacter 2 2
Aeromonas 8 2
Agrobacterium 1 2
Klebsiella 2 2 Extracto de carne: 1
Proteus 3 2 Extracto de levadura: 2
Bacillus 7 2 Peptona de soja: 5
NaCl:
Brevibacterium 2 2 acl:>
Erwinia 4 2
Citrobacter 3 2
Enterococcus 3 2
Lactobacillus 6 8
Chromobacterium 1 8
Micrococcus 1 8 Tripteina: 15
Lactococcus 1 8 Peptona de soja: 5
Weibsella 1 8 NaCl: 5
Pediococcus 1 8
Leuconostoc 2 8
Cellulomonas 2 33
Extracto de levadura: 10
Thermonospora 2 33 Glucosa: 20
Corynobacterium 2 33
Xanthomonas 4 54 Infusién de papas: 200
Serratia 3 54 Glucosa: 20
Streptomyces 17 56 Extracto de levadura: 4
Extracto de malta: 10

Geobacillus 3 56 Glucosa: 4
Psicrofilos* 9 2 (*especies sin identificar)

El inéculo de cada cepa se realizé en el medio de crecimiento, a partir de las 16 horas del
cultivo se realizaron mediciones de densidad dptica en espectrofotémetro UV-visible (PG
Instruments) a una longitud de onda de 600 nm (DOsoo) cada 2 horas hasta determinar la
mayor concentracidon celular para inocular las bacterias en un medio de cultivo con
contenido de pectina para inducir la sintesis enzimdtica. El medio de cultivo inductor
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contiene los siguientes componentes: 10 g/L de pectina citrica, 1 g/L de extracto de
levadura, 5 g/L de peptona de soja, 2.5 g/L de NaCl, 0.5 g/L de MgS0O4 y 1 g/L de KH2PO4
(Ismail, 1996). Se ajusto el pH a 7 y se inocularon los cultivos con una concentracién celular
de 5x107 unidades formadoras de colonia UFC/mL de cada una de las cepas evaluadas.

A partir de 16 horas de fermentacion se midié la DOesoo de los cultivos y se realizaron
mediciones periddicas a intervalos de 2 horas hasta determinar el tiempo de maxima
concentracion de biomasa, momento en el cual se colectaron 2 mL del medio liquido y se
centrifugd a 8000g durante 10 minutos (Presvac EPF-12). Los extractos libres de células se
almacenaron a una temperatura de 4 °C durante un tiempo maximo de 36 horas para
determinar su actividad PG. La pureza de los cultivos se confirmd por tincién de Gram y
sembrado en placa Petri por el método de agotamiento, confirmando la morfologia de las
colonias a las 16 horas de crecimiento en incubadora (ORL S.A.).

La seleccion de las cepas bacterianas con mayor potencial para la sintesis de PG se realizé
con base en la actividad PG (U/mLy reduccion de la viscosidad) que presento el extracto de
cada una de las bacterias a las 24 horas. El control negativo fue un tratamiento abidtico y
como control positivo se utilizd una cepa de Bacillus sp. Los cultivos del screening y sus
correspondientes mediciones de actividad PG se realizaron por duplicado.

Posteriormente, se validaron los resultados del screening mediante nuevos cultivos de las
12 cepas que presentaron mayor actividad enzimatica, dicho procedimiento fue realizado
por triplicado. Finalmente, se seleccionaron 5 cepas a las cuales se les realizé un estudio
mas detallado, identificando la cinética de fermentacion y la actividad enzimatica en cada
etapa del crecimiento celular

El analisis de la cinética de fermentacidn se realizé mediante cultivos en matraz de 250 mL
con 25 mL de medio tomando muestras de 1 mL cada 4 horas durante 48 horas y se midid
DOsoo y actividad PG vy los resultados obtenidos permitieron identificar la cepa con maxima
actividad y mayor productividad.

Cuantificacion de actividad enzimatica

La cuantificacion de actividad PG se realizd por métodos espectrofotométricos y
viscosimétricos modificados y adaptados segun reportes previos (Debing, 2006). Se
tomaron 0.1 mL del extracto enzimatico y se adicionaron 0.4 mL del sustrato de la reaccién
enzimatica, preparado con dacido poligalacturénico (Sigma Aldrich) al 1% (p/v) en solucién
0.1 M de buffer citrato-fosfato a pH 7. Las muestras se incubaron a 45 °C durante 20 minutos

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018

Pégina65



Pégina66

Metodologia

y la generacién de azucares reductores se midid con el método DNS (Miller, 1959)
empleando acido D-galacturdnico como estandar. Adicionalmente, se prepararon dos tipos
de blancos, uno de sustrato que corresponde a la misma solucién de pectina (0.4 mL) con
0.1 mL de buffer citrato-fosfato, y el segundo blanco corresponde al extracto enzimatico, el
cual es la mezcla de 0.1 mL del extracto enzimatico y 0.4 mL del buffer. Ambos blancos se
sometieron al mismo procedimiento de las muestras y se emplearon para restarle a cada
reaccion la cantidad de azlcares reductores que aportan tanto la solucion de pectina como
el extracto enzimatico.

Una unidad de actividad PG (U/mL) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
hidrolizar la pectinay formar 1 umol de acido D-galacturdnico por minuto en las condiciones
de reaccidn especificadas.

La determinacidn viscosimétrica se baso en la cuantificacidon del porcentaje de reduccién de
la viscosidad por efectos la accién depolimerizante de la enzima (% reduccién-n). Se
mezclaron 0.1 mL del extracto enzimatico con 0.9 mL de la solucién del sustrato y la mezcla
se incubd a 45 °C durante 10 minutos, la reaccion se detuvo mediante ebullicion y se midid
la viscosidad (Pa.s) en un reémetro de platos paralelos (AR-G2/TA Instrument) a 24 °C
fijando una razén del esfuerzo de corte a 300 s durante 3 minutos.

Streptomyces halstedii ATCC 10897, condiciones de fermentacion y disefo de
medio de cultivo

Con el propédsito de optimizar las condiciones de operacion de la fermentacién y los
componentes nutricionales para S. halstedii ATCC 10897 que permitieron obtener la
maxima actividad enzimatica, se implementd una metodologia de disefios de experimentos
secuenciales. Se inicid con un disefio unifactorial para determinar el efecto del pH inicial del
cultivo, seguido de dos disefios adicionales para determinar la fuente de carbono y de
nitrégeno que maximiza la produccién enzimatica. Finalmente, se realizé una cinética de la
fermentacion bajo las condiciones éptimas. En la tabla 8 se describen los tratamientos
evaluados en cada disefio experimental, las variables de respuesta definidas y los andlisis
estadisticos de los resultados.
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Tabla 8. Secuencia de diseios experimentales para la fermentacion de S. halstedii ATCC 10897 y formulacion
de medio de cultivo para actividad PG.

> Disefio 1 > Disefio 2 > Disefio 3 >

Unifactorial Unifactorial Factorial 32
pH inicial Pecti Peptona de | Extracto de
e soja (g/L) |levadura (g/L)
3 citrica (g/L) 0 0
4
0 3
0.0
5 0 6
6 2.5 3 0
7 5.0 3 3
7.5 3 6
8 6 0
9 10.0 6 3
10 12.5 6 6

Variables de respuesta: Biomasa (DO,,,) —Actividad PG (U/mL y %-reduccion-n)

Analisis: ANOVA, comparacion de medias (prueba LSD) - nivel de confianza 95%

El cultivo del microorganismo se inicié con la preparacién del preindculo como se describié
en el inciso anterior, la fermentacion se realizé por un periodo de 24 horas, se conservo la
formulacion de las sales segin el medio inductor (Ismail, 1996) manteniendo la
temperatura a 28 °Cy agitacién a 180 rpm. Al término del periodo se recuperé el extracto
enzimatico para evaluar DOggo Y actividad PG.

Para la formulacidon de las principales fuentes de carbono y nitrégeno, se realizé una revision
bibliografica enfocada tanto a la demanda nutricional del género Streptomyces como a los
componentes que pueden inducir la actividad PG en bacterias, razén por la que fueron
seleccionadas la pectina citrica, el extracto de levadura y la peptona de soja como
componentes principales que aportan carbono y nitrégeno a las concentraciones indicadas
en latabla 7. Los disefios experimentales se realizaron por triplicado y los resultados fueron
analizados mediante ANOVA y prueba de rangos multiples con el método LSD, considerando
un nivel de confianza del 95%. Una vez seleccionado el medio de cultivo se realizdé una
cinética de la fermentacion, midiendo a intervalos de 4 horas el crecimiento celular (DOeoo)
y actividad PG y se compararon estas variables con los resultados obtenidos en las
fermentaciones realizadas con el medio de cultivo del screening y el optimizado.

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018

Pégina67



Pégina68

Metodologia

2. AISLAMIENTO DE LA ENZIMA

El proceso de aislamiento de la enzima inicié con la identificacidn de las proteinas presentes
en el sobrenadante de cultivo al finalizar la fermentacion. Para ello, se concentraron
muestras de 1 mL en un factor volumetrico de 50x a través de un SpeedVac (Avanti) y se
realizé6 un PAGE nativo. De esta manera, se identificé el patrén de bandas de proteinas
caracteristico de la fermentacion, las cuales fueron sometidas a pruebas de precipitacion
por salado y ultralfiltracién. Al evaluar en forma conjunta la actividad PG de las fracciones
de purificacién, las bandas en los geles de electroforesis y el contenido de proteina total, se
aislé la enzima de interés, aumentando la actividad especifica del extracto final debido a un
aumento de actividad PG por unidad de masa de proteina.

Los métodos de electroforesis PAGE se realizaron al 12% en un campo eléctrico fijo a 12
mA/h durante 90 minutos y se usdé un patron de peso molecular (Biodiagndstica). El
revelado de las bandas se realizé con solucion de plata para los procedimientos de PAGE
nativo y con colorante Coomassie Brilliant Blue R-250 para los geles SDS-PAGE. La
cuantificacion de proteina total se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de
595 nm, empleando el reactivo de Bradford (Biorad) y BSA como referencia, las
absorbancias se determinaron usando microplacas para detector Biotek.

Precipitacion con sulfato de amonio

Se realizaron ensayos preliminares para determinar la concentracidon de saturacién de
sulfato de amonio favorable para la recuperacién de la enzima de interés, se fijé al 60% de
saturacion de sal la operacion de la precipitacién por salado. Se realizé una mezcla con el
sobrenadante de cultivo y se incubd a 4 °C durante 8 horas con agitacién suave.
Posteriormente, se centrifugd a 10000g por 30 minutos y se separd el sobrenadante de la
fraccién precipitada, la cual fue resuspendida en buffer glicina-NaOH 0.1 M pH 8. El
desalado se realizé mediante membranas de ultrafiltracién de 10 kDa (MWCO) de peso
molecular de corte (VivaspinTM) haciendo pasar 5 voliumenes de la solucién buffer. Tanto
a la fraccion retenida como la permeada se le cuantificé proteina total, se realizaron PAGE
nativo y SDS-PAGE y se cuantifico actividad PG. Adicionalmente, se estimé el peso molecular
de la proteina con actividad PG.

Ultrdfiltracion

Una vez identificada y aislada la proteina de interés, se planted realizar una ultrafiltracién
del sobrenadante, empleando volimenes de 1 L hasta obtener la enzima concentrada en
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un factor volumétrico de 20x. Para ello, se recuperd el sobrenadante obtenido de la
fermentacion en matraces de 1000 mL mediante centrifugacién en lotes de 250 mL a
10000g durante 20 minutos (Beckman J2-MC) y se filtré a través de una membrana de
acetato de celulosa de 0.45 um. Posteriormente, se uso la unidad de ultrafiltracién Vivaflow
(Sartorious) que opera mediante flujo tangencial a través del cassette de 10 kDa MWCO a
un flujo volumétrico constante de 10 L/h. Se recuperaron las fracciones de retenido y
permeado, se cuantificé actividad PG y la concentracidn de proteina total. Al final se realizé
un balance de masa para determinar rendimientos del proceso.

Caracterizacion de la enzima libre

Con el propdsito de determinar la temperatura éptima para la actividad PG de la enzima
libre, se cuantifico la actividad enzimdatica modificando la temperatura de incubacion para
la reaccion enzimatica. Las temperaturas evaluadas fueron 4 °C en heladera (Gafa), 20 °Cen
incubadora (Ferca) y 30, 40, 50, 60, 70 y 80 °C en bafio termostatico (Viking).

Para identificar el mejor pH de actividad PG se realizaron pruebas de actividad enzimatica a
la temperatura dptima identificada y variando el pH en un rango de 5 a 12 e intervalos de
una unidad. Para ello, se empled la solucidn buffer citrato-fosfato 0.1 M para evaluar en el
rango de pH 5 a 8 y el buffer glicina-NaOH 0.1 M para valores entre 9y 12.

La estabilidad térmica de la enzima libre en diferentes ambientes térmicos fue analizada
mediante la preincubacién de la solucidon enzimatica a temperaturas entre 30 y 70 °C. Se
tomaron alicuotas para realizar el procedimiento de actividad PG a intervalos regulares
hasta la desactivacién enzimatica y se calculd la actividad relativa expresada en porcentaje
con relacién al valor inicial de la actividad, es decir, sin exposicidén al ambiente térmico.

Adicionalmente, se evalud el efecto de diferentes iones y solventes sobre la actividad
enzimatica, realizando la reaccién de hidrdlisis segun las condiciones estandarizadas
previamente. Para este propdsito, la solucidn de sustrato con acido poligalacturdnico 1%
(p/v), se prepard en el buffer de reaccidén conteniendo los iones por adicion de sales de
cloruro a una concentracion de 20 y 200 mM. Los iones evaluados fueron Na*, K*, Mg*?,
Ca*2, Mn*2y Al*3. Con respecto de los solventes, se determiné la actividad PG en presencia
de etanol, metanol, isopropanol, acetona, hexano, acetato de etilo, acetonitrilo y glicerol a
concentraciones del 20 y 50% (v/v). También se estudié la estabilidad por un periodo de
120 horas bajo las condiciones del solvente a 4°C.
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Se evalud la cinética enzimatica usando la enzima a una concentracién de 0.25 mg/mL y
variando la concentracién del sustrato en valores de 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00%, y 2.50%
(p/v), de esta manera se identificaron los parametros cinétcos vmax y Km aplicando el
método de regresion lineal de Lineweaver-Burk.

Andlisis de productos de la reaccion

Mediante cromatografia de capa fina (TLC Thin Layer Chromatography) se analizé el
contenido del producto de la reaccién obtenido con la PG en estudio, para comprobar la
produccién de oligdmeros o mondmeros. Para ello se usaron placas de aluminio con Silica-
Gel F254 (Merck) de 10 cm de altura, en las cuales se sembrdé sucesivamente un volumen
de muestra de 0.5 pl y se dejé secar entre cada punto sembrado, hasta completar
aproximadamente 4 ug de azucares en la muestra. La fase movil consistié en una mezcla de
acetonitrilo: acetato de etilo: propanol: agua en proporciones 85:20:50:50. Se dispuso la
mezcla en la cuba, se dejé saturando durante 40 minutos y a continuacidn se dispuso la
placa hasta que el frente de corrida de la fase mévil ascendié (40-45 minutos), se secé la
placa y se repitié nuevamente el procedimiento (3 ascensos en total). Al final, se realizé el
revelado (Robyt, 2000).

La mezcla para el revelado se preparé con p-anisaldehido, acido sulfurico, etanol y acido
acético en volumenes de 0.5, 0.5, 8.9 y 0.1 mL, respectivamente. Se sumergid la placa seca
y luego se llevé a 120 °C hasta la aparicidn de sefales.

3. INMOVILIZACION Y BIOCATALISIS

La estabilizacion de PG producida por S. halstedii ATCC 10897 se realizé mediante la
aplicacion de diferentes técnicas de inmovilizacidn. Unién a soportes, por adsorcion y unién
covalente, atrapamiento en matrices de alginato y agar y también se evaluaron matrices
mixtas del tipo gel-gel y de gel compuesto con nanoarcillas.

Union a soportes

El soporte empleado para el proceso de inmovilizacién fue agarosa CL-10B, producto
comercial (General Electric) con diametro medio de particula de 100 um y activado
superficialmente con 10% de 2,3-dibromopropanol. A partir de este producto, se derivatizo
la agarosa con diferentes grupos reactivos. Se usd PEl y MANAE para evaluar la unién de
los grupos amino en el soporte con las enzimas por el mecanismo de adsorcidén y también
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se evalué el grupo glioxil, que son aldehidos lineales formando bases de Schiff con grupos
aminos para la formacidn de enlaces covalentes, principalmente con las lisinas de superficie
de la proteina.

a. Glioxil-agarosa

El soporte fue obtenido por reaccién con glicidol en 20 mM de bicarbonato de sodio a pH
10 y una reaccién posterior de oxidacién con periodato de sodio para obtener glioxil-
agarosa de acuerdo al método descrito por Guisan (2006), considerando que cada mol del
reactivo de oxidacion genera un mol del grupo glioxil. El soporte se almacend a pH 10 en
buffer glicina-NaOH 0.1 M hasta su uso.

b. MANAE-agarosa

La activacion del soporte con grupos MANAE se realizé a partir de glioxil-agarosa siguiendo
el método propuesto por Fernandez-Lafuente et al. (1993). En primer lugar, se adiciona gota
a gota etilendiamina 2 M a la suspensién de las particulas de glioxil-agarosa en buffer
carbonato y se mantiene la mezcla de reaccién bajo condiciones de agitacién continua.
Posteriormente, a las 2 horas se adiciona NaBH4 para producir una reaccion de reduccién y
finalmente el soporte aminado es lavado con abundante agua destilada y almacenado en
buffer fosfato 5 mM pH 7.

c. PEl-agarosa

Este soporte también fue obtenido a partir de glioxil-agarosa usando el polimero iénico PEI
con tamafio molecular de 1.3 kDa en solucién al 10% (p/v) para recubrir las particulas de
agarosa y producir un soporte policatidnico con alta densidad de grupos reactivos (Pessela
et al., 2005). El soporte se almacend en buffer fosfato 30 mM pH 7.

Una vez obtenidos los 3 tipos de soportes, se realizé el proceso de inmovilizacion de las
enzimas con cada uno de ellos. La solucién enzimatica se diluyd a una concentracion de 1
mg/mL empleando la solucion buffer de almacenamiento segin cada soporte,
seguidamente se resuspendid el soporte en la solucidon enzimatica en una proporcién de 0.1
g por mL de solucion de enzima y se incubd durante 3 horas a 28 °C en agitacién a 100 rpm
y se tomaron alicuotas de muestra cada 30 minutos para cuantificar la concentracion de
proteina libre y el valor correspondiente de porcentaje de inmovilizacion. Después de las 3
horas, se adicioné 1 mg de NaBHa sélido por cada mL de suspensién al soporte de glioxil-
agarosa y se continud la agitacion por 30 minutos adicionales. Al final se realizé un lavado
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con abundante agua destilada y se conservd el producto de inmovilizacién en el buffer de
almacenamiento en la proporcién de 0.1 g/mL.

La reaccidn enzimatica con los inmovilizados obtenidos se realizé mezclando en relacidn
volumeétrica 1:1 la suspension del soporte y el sustrato, las condiciones de reaccion fueron
de 45 °C, 200 rpm y 20 horas. Se tomaron muestras de 100 uL cada hora durante 5 horas 'y
a las 20 horas medir la formaciéon de producto por la acciéon enzimatica. Posteriormente, se
realizé un disefio experimental que condujo a la optimizacién de las condiciones de
inmovilizacion en el soporte que demostrd mejores rendimientos de la reaccion. En la tabla
9 se muestran las condiciones del disefio, que correspondié a 15 tratamientos realizados
por duplicado de manera independiente. Finalmente, se obtuvieron las condiciones de
inmovilizaciéon en el soporte glioxil-agarosa para la obtencién de un biocatalizador
heterogéneo con actividad PG.

Tabla 9. Diseiio multifactorial para la optimizacion de las condiciones de inmovilizacién enzimatica en glioxil-
agarosa.

Disefio factorial completo 5 x 3

Factor 1 Factor 2
Concentracion de proteina Cantidad de soporte

(mg/mL) (g/mL)

0.25

0.50 0.05

1.00 0.10

1.50 0.20

2.00

Variables de respuesta: inmovilizacion (%),
producto (mg/mL) y rendimiento (g/g)

Andlisis: ANOVA, comparacion de medias (prueba LSD) -
nivel de confianza 95%

Atrapamiento

a. Alginato

Experiencias anteriores en LIBioS, han indicado que las soluciones de alginato de sodio se
pueden preparar sin dificultades técnicas hasta un maximo de 6% (p/v), concentraciones
superiores resultan en unas caracteristicas de fluidez que no permiten su manipulacién. Por
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esta razon y a modo de evaluaciones preliminares para el atrapamiento de las PG
bacterianas, se prepararon biocatalizadores a partir de una solucidn de alginato de sodio al
5% (p/v) por gelificacion con calcio y se determind el tiempo de proceso que resultd en un
mejor porcentaje de atrapamiento y generacion de producto en la reaccién catalitica.

De esta manera, se prepard una solucién de alginato de sodio al 5% (p/v) con soluciéon
fisioldgica y fue mezclada hasta homogeneidad con la solucion de enzima en una relacion
volumétrica de 1:1. La mezcla obtenida fue adicionada gota a gota a una solucién 0.2 M con
CaCl; para permitir la formacién de perlas por gelificacién ionotépica. Las perlas formadas
se mantuvieron en agitacidn suave durante 10, 30 y 60 minutos, luego se filtraron y lavaron
con agua desionizada estéril. Al agua de lavado se le cuantificd la cantidad de proteina total
para calcular el porcentaje de atrapamiento de la matriz. Finalmente, se midié el tamano
de perlas (n=30) mediante un calibre Vernier y se almacenaron en agua desionizada estéril.

La reaccion catalitica se realizé fijando la masa de biocatalizador tal que la cantidad de
proteina fuera de 0.5 mg por mL de reaccidn, la solucién de sustrato fue preparada en buffer
25 mM Tris-HCl a pH 7. La incubacion se realizé a 45 °C con agitacién (200 rpm) durante 4
horas y se estudio la cinética de reaccidn a intervalos de 30 minutos.

Adicionalmente, se evaluaron las PG de las 4 mejores cepas del género Streptomyces
estabilizadas en alginato. Se seleccioné la mejor cepa y se procedié a optimizar las
condiciones de inmovilizacién y de reaccion. Para ello, se evaluaron concentraciones de
alginato de sodio a 4 y 6%, CaCl, y SrCl, como dos agentes catidnicos a 0.2 M para la
gelificacion y dos niveles de carga de proteina para la reaccidon enzimatica; 0.25 y 0.50
mg/mL. Se realizaron los analisis estadisticos factoriales, de andlisis de varianza y
comparacion de medias que permitieron seleccionar las mejores condiciones para la
preparacion del biocatalizador con actividad PG por atrapamiento en alginato.

b. Agares

El atrapamiento de las PG en diferentes tipos de agar se llevd a cabo preparando soluciones
de cada termogel al 4% (p/v) en agua desionizada, se calentaron hasta ebullicidn para lograr
solubilidad completa en bafio termostatico y se conservaron a 60 °C para realizar la
inmovilizacion enzimatica. Para ello, fueron empleados los agares denominados Gracilaria,
Pterocladia, Gelidium y bacteriolégico, cada uno que se mezcld con la solucién enzimatica
a una relacion volumétrica 1:1. La mezcla se depositd gota a gota en aceite vegetal a 8 °C,
lo cual permitié la formacidén de perlas por el descenso de la temperatura y se dejé durante
10 minutos en agitacién suave. Posteriormente, las perlas fueron filtradas y lavadas con
hexano y abundante agua, al agua de lavado se le cuantifico proteina total para la
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determinacién de porcentaje de atrapamiento. Posteriormente, se midié el tamafio de las
perlas usando el calibre Vernier y se almacenaron en agua estéril hasta su uso en las
reacciones.

La reacciodn catalitica con los diferentes inmovilizados segun el tipo de agar, se realizé con
una cantidad de proteina atrapada de 0.5 mg por mL de reaccién, la solucién de sustrato
fue preparada en buffer glicina-NaOH a pH 10 y la incubacidn se realizd a 45 °C con agitacion
a 200 rpm durante 4 horas. Finalmente, se estudid la cinética de reaccién a intervalos de 30
minutos y se selecciond el agar con mejores propiedades mecdnicas que promovieron un
Optimo desempefio de la reaccidn catalitica.

Tabla 10. Disefio de experimentos de mezclas binarias para la optimizacién del atrapamiento de PG en agar

bacterioldgico.
> Disefio 1 > Disefio 2 >

Unifactorial Disefio de mezcla binaria

Cationes Proteina Agar
Na* Fraccion (v/v)

0.100 0.900

K 0.350 0.650

Mg*2 0.600 0.400

Ca*2 0.350 0.650

v 0.225 0.775

Mn 0.475 0.525

Al 0.100 0.900

Variables de respuesta: inmovilizacion (%), producto (%),
rendimiento (g/g) y estabilidad (%)

Analisis: ANOVA, disefio Simplex-Latice - nivel de confianza 95%

Seguidamente, se evalud el efecto de cationes en la estabilidad mecanica de la matriz
seleccionada y se realizé un disefio experimental con el objeto de optimizar el proceso de
inmovilizacion y de reaccion (Tabla 10). El disefio de mezclas binario se realizé con la
restriccion que la fraccion de proteina varia entre el 10 y 60% (v/v) y consté de 7
tratamientos experimentales incluyendo dos réplicas en el punto central. Los datos fueron
analizados a través de un modelo cuadratico para identificar los efectos simples y de
interaccion.
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Matrices mixtas

a. Agar-poliacrilamida

Se evalud la inmovilizacién por atrapamiento en una matriz mixta de un polimero natural y
uno sintético. Para ello, se prepard una mezcla de agar, poliacrilamida y solucién enzimatica
aigual relacion volumétrica, resultando en concentraciones finales de 10% (p/v), 1% (p/v) y
0.7 mg/mL, respectivamente. Para lograr la polimerizacién del material, se tomaron 500 pL
de agar bacterioldgico a 60 °C, 500 pL de la solucidn de acrilamida 30% (p/v) - bisacrilamida
0.8% (p/v) y 500 pL de proteina y se mezclaron. Posteriormente, se adicionaron 15 uL de
PSA 10% (p/v) y 5 uL de TEMED para catalizar la polimerizacién y rdpidamente se deposito
esta mezcla en un recipiente rectangular de 1 x 3.5 cm hasta la polimerizaciéon. Finalmente,
se cortd el gel obtenido con bisturi en cubos de 3 mm, éstos fueron lavados con agua
desionizada estéril y se cuantificd proteina liberada.

b. Agar-nanoarcillas

El desempefio catalitico de una matriz mixta de agar reforzada con nanoarcillas fue
evaluado mediante diferentes estrategias experimentales para la inmovilizacidon y se
compararon con respecto de los parametros cataliticos empleando bentonita sédica y
montmorillonita. El acondicionamiento de la bentonita se realizé6 mediante hidratacion con
agua desionizada estéril y en la solucién enzimatica mediante agitacién a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugd la suspension de nanoarcillas para
separar el sobrenadante, al cual se le cuantificdé proteina total. La fraccién de las
nanoarcillas hidratadas se empleé para preparar la matriz reforzada segun fue descrito en
la seccidon de atrapamiento enzimatico en agares. Se evalud la carga de bentonita en un
rango de 10 a 50 mg por gramo de biocatalizador.

Cinética enzimdtica

Las caracteristicas cinéticas de los diferentes biocatalizadores inmovilizados se
cuantificaron usando una carga de proteina equivalente a 0.25 mg/mL y variando la
concentracién del sustrato en valores de 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00%, y 2.50% (p/v). Los
tiempos de muestreo fueron adaptados segun cada biocatalizador para tomar los datos
necesarios que permitieran calcular las diferentes velocidades de reaccidn. Se identificaron
los parametros cinétcos vmax Y Km aplicando el método de regresion lineal de Lineweaver-
Burk.
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Pruebas reoldégicas

Los diferentes geles empleados para la inmovilizacion por atrapamiento fueron
caracterizados reoldgicamente mediante pruebas dindmicas oscilatorias usando un
redmetro de doble plato (AR-G2 TA Instruments) equipado con geometrias paralelas de 30
mm de didametro. La respuesta mecanica de los materiales se midié en un rango entre 0.1y
10 Pa a una frecuencia fija de 1.0 Hz. Adicionalmente, los termogeles fueron sometidos a
pruebas térmicas evaluando rampas a razén de 5 °C/min entre 10 °Cy 80 °C para determinar
comportamientos durante el calentamiento y enfriamiento del material. La distancia entre
platos fue definida a 1500 um y entre ellos se depositaron 2 mL de muestra y los platos
fueron recubiertos para prevenir la evaporacion del agua de composicion de los geles. Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado y se cuantificaron los parametros de
maodulo de almacenamiento (G’), mdédulo de pérdida (G”’) y angulo de fase ().

Parametros biocataliticos

a. Reusabilidad

Los ciclos de reusabilidad de los diferentes biocatalizadores inmovilizados se determinaron
con base en los tiempos de maxima formacién de producto de acuerdo a los estudios de la
cinética enzimatica de cada sistema en particular. Después de cada reaccion, se separaron
las fases del medio de reaccidon y del biocatalizador, éste ultimo fue lavado con agua
desionizada y reusado por ciclos consecutivos de reaccion. A cada ciclo se le cuantificé la
formacion de acido D-galacturdnico (mg/mL), la reduccion de viscosidad (reduccién-n) y se
calculé la actividad relativa a la primera reaccion hasta la desactivacion del biocatalizador,
considerada como el 50% de la actividad obtenida en la primera reaccién.

b. Estabilidad de almacenamiento

Los biocatalizadores obtenidos mediante las diferentes técnicas de inmovilizacion fueron
sometidos a un almacenamiento a 4 °C en agua destilada. Periédicamente, se tomaron
muestras de cada biocatalizador y se le evalud su actividad enzimatica. Se considerd que el
biocatalizador se conservé activo desde su preparacion hasta el momento que su actividad
relativa al primer ciclo fue del 50%.
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4. APLICACIONES Y ESCALADO

En la etapa de escalado del proceso biocatalitico y sus potenciales aplicaciones en alimentos
y ambiente, se evalué el efecto de los biocatalizadores en procesos de tratamiento de agua
residual proveniente de la fabricacién de papel, en clarificacidn de jugos de uva y ciruela y
la degradacion enzimatica de albedo de naranja y residuos generados en la produccién de
jugos prensados en frio por una empresa local llamada Curubalab. Adicionalmente, se eligio
un biocatalizador con base en el desempefio global del bioproceso y en un andlisis
comparativo de las variables cataliticas descritas en la tabla 11, con el objetivo de disefiar
un biorreactor discontinuo de lecho percolado con recirculacién.

Tabla 11. Definicién de las variables biocataliticas usadas como criterio para la seleccién del mejor
biocatalizador inmovilizado con actividad PG.

Parametro Unidades Definicion

Tiempo de la reaccidon enzimdtica en el cual se

Ti i6 h . .. ..
lempo de reaccion (h) obtiene la maxima concentracion de producto.
Producto (mg/mL) Concgntta.ci'én dg élci.do D-galacturdnico obtenida
por hidrdlisis enzimatica.
Productividad (mg/mL-h) Cantidad de producto generado por unidad de

tiempo de reaccion.

Fraccién madsica hidrolizada por efecto enzimatico.
Hidrolisis (%) Es la relacidn entre la cantidad de sustrato inicial y
la cantidad de producto.

Rendimiento de reaccién expresado como cantidad

Rendimiento . ,
(/e) de producto por unidad de masa de proteina.
Tiempo durante el cual se conserva estable el
Tiempo de reusos (h) biocatalizador inmovilizado después de reacciones
sucesivas.
Produccién total (me) C.antidac.j de producto generado en la vida util del
biocatalizador.
. Relacién de | duccién total | ti d
Productividad global (me/h) elacién de la produccién total y el tiempo de
reusos.
Constante de Michaelis-Menten de afinidad hacia
Km (M)
el sustrato.
Vmax (umol/min) Velocidad maxima de reaccion.
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Alimentos y ambiente

a. Efluente de produccion de papel

La primera aproximacion a las aplicaciones de la enzima con actividad PG fue la aplicacién
en estado libre para el tratamiento de agua residual con alto contenido de sustancias
orgdanicas coloidales derivados de pectina y celulosa. Se caracterizd la viscosidad inicial de
la muestra de agua y se tratd en con la enzima libre en una relaciéon volumétrica de 1:9 de
enzima y agua residual. Se evalué el efecto de la temperatura en el tratamiento enzimatico
en un rango de 24 a 50 °C y la viscosidad fue monitoreada hasta viscosidad constante,
utilizando el reémetro a una razon fija del esfuerzo de corte a 300 s™.

b. Clarificacion de jugos

Se prepararon jugos de estacidn con frutas maduras empleando ciruelas (Prunus domestica)
y uvas (Vitis vinifera) obtenidas de un mercado local. Estos se prepararon al 70% (p/v) de
solidos totales con agua destilada usando una licuadora automatica durante 3 minutos. Los
jugos fueron filtrados con tamiz de diametro medio de 1 mm para retirar particulas grandes
y posteriormente se calentaron a 80 °C para la desactivaciéon de enzimas endégenas. Se
cuantificaron caracteristicas iniciales de viscosidad, turbidez, contenido de azlcares y
solidos solubles. Las pruebas de clarificacion fueron realizadas con la enzima inmovilizada
en glioxil-agarosa durante 4 horas a 40 °C usando 10 mg de biocatalizador por mL.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 1000g durante 5 minutos para separar
el biocatalizador, el grado de clarificacién se determind midiendo las absorbancias en el
espectro de 400 a 700 nm de longitud de onda y las referencias usadas fueron el jugo sin
tratamiento enzimatico y el mismo clarificado por filtracién a 80 °C con sistema de vacio a
0.25 psi y un drea de filtracion de 23.75 cm?y didmetro de poro de 2.5 um. El porcentaje de
clarificacion fue definido como la relacidn entre el drea bajo la curva de los jugos tratados
enzimaticamente y los de referencia.

c. Sacarificacion de residuos frutihorticolas

En esta etapa de aplicacién de los biocatalizadores desarrollados se trabajé sobre los
desechos generados por una productora local de jugos prensados en frio (Curubalab), la
cual fue la proveedora de los residuos de naranja, pera y pepino, seleccionados para su
tratamiento.

Las cascaras de naranja fueron colectadas y se separd manualmente el albedo, éste fue
calentado en agua destilada hasta ebullicion durante 10 minutos. Seguidamente, se filtro el
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albedo y fue secado en horno de conveccién a 60 °C hasta peso constante. El material fue
molido en procesador culinario de cuchillas (Liliana) y se tamizé en malla 50 (0.325 mm). El
producto de tamafio uniforme se resuspendié con una carga de sélidos del 2% (p/v) en
solucion buffer 25 mM Tris-HCI pH 7 y fue incubado con el biocatalizador inmovilizado en
matriz de alginato a 50 °C bajo agitacién orbital de 200 rpm durante 2 horas. A intervalos
de 30 minutos se tomaron muestras para cuantificar el curso de la reaccién enzimatica
mediante la determinacién de azucares reductores y de viscosidad. La cantidad de
biocatalizador empleado fue de 0.5 mg de proteina por cada mL de suspensién con albedo.
Finalmente, se hallé el grado de sacarificacion del residuo por cuantificacion de azucares
reductores.

Los residuos de pera y pepino fueron colectados y caracterizados en cuanto a sélidos
suspendidos, viscosidad y azlcares. Posteriormente, fueron filtrados para descartar solidos
con didmetro de particula superior a 1 mm y se trabajo con la corriente fluida, la cual fue
empleada para la sacarificacion mediante recirculacidn en biorreactor de lecho empacado.
A la corriente del producto se le analizé el contenido de azucares reductores.

Escalado a biorreactor de lecho percolado

De acuerdo a la figura 25, se dispuso de una columna de polipropileno con una relacién de
altura y diametro de 4 (H/D = 4) conteniendo 20 mL del biocatalizador inmovilizado en agar
bacteriolégico (Vr=volumen de lecho). El flujo volumétrico de recirculacidon de la columna
fue controlado mediante una valvula de alimentacidn. Los ensayos experimentales fueron
realizados a dos condiciones de flujo (1 mL/min y 8 mL/min) y se controld la temperatura
del reservorio de la solucion de sustrato a 40 °C mediante bafio termostatico. Como factores
de disefo de la columna, se calculd la masa total de biocatalizador en el lecho empacado
(m7), la densidad aparente de las particulas (pg), porosidad del lecho empacado (€) por
diferencia de volumen del lecho ocupado por las perlas de agar y el contenido de las mismas
después de ser fundidas por ebullicién, el holdup especifico de la columna medido como el
volumen de liquido en circulacién por hora por volumen de reactor empacado (Martins Dos
Santos et al., 1997).
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1. Columna empacada
©) (H=80 mm, D=20 mm)
2. Bomba peristaltica
3. Reservorio de la solucidn
de alimentacion (25 mL)

®
®
®

4,  Valvula de regulacion de
o ol g 2 flujo.

Figura 25. Esquema del biorreactor de lecho percolado. Columna empacada con el biocatalizador inmovilizado
por atrapamiento en agar bacteriolégico.

Se determinaron las propiedades fisicas del biocatalizador inmovilizado como masa de
particula (mjy), diametro de particula (dp), factor de esfericidad (0 < ¢ < 1) como la relacion
entre la longitud de eje axial y longitudinal (N = 30), volumen de particula, superficie
especifica, densidad de particula y densidad aparente. Las ecuaciones del 1 al 8 indican el
modelo de célculo para la determinacién de las propiedades fisicas.

. b
Ecuacion 1. Factor de esfericidad Q= %
. 1
Ecuacién 2. Volumen de particula Vp[em®] = gnDp3
i . " 9]l_m
Ecuacion 3. Densidad de particula Pp [cm3 v,
i , g ]_mr
Ecuacion 4. Densidad aparente del lecho Py [—3 =—
cm Vr
Ecuacidn 5. Superficie de particula Splem?] = nDp2
- e 3 S, 6
Ecuacion 6. Superficie especifica Sq [ﬂ =L =~
g my Pppdp
; . . 3 1%
Ecuacion 7. Volumen vacio por masa de biocatalizador Vy [% = mlg
T
L : : _ 2V,
Ecuacién 8. Radio medio de poro en el lecho alum] = <
g
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Se cuantificé el desempefio de la hidrdlisis enzimdtica de una solucién de acido
poligalacturdnico al 0.5% (p/v) en la columna de lecho percolado en las dos condiciones de
operacion y se selecciond la mejor para hidrolizar residuos vegetales de pera y pepino segun
se describid en el inciso anterior. La figura 25 muestra un esquema de la configuracion
experimental de la columna.

El factor de efectividad experimental del proceso de biocatalisis heterogénea se halld
mediante la relacién de la velocidad de reaccion de la enzima libre y la enzima inmovilizada
por atrapamiento y el factor de efectividad segin modelos y correlaciones de catalisis
heterogénea con enzimas (Engasser, 1978; Fogler, 2011; llsen y Kerim, 2016).

Re = &Ps¥

Ecuacién 9. NuUmero de Reynolds -
S

Ecuacién 10. Factor de transferencia de masa (jp)

jp = 1.66 - Re™051

Ecuacidn 11. Difusividad molecular = 6:%
H
Ecuacion 12. Difusividad efectiva Desr = %
Ecuacion 13. Coeficiente de transferencia de masa externo h = njDv2/3
S
)
Ecuacion 14. Concentracidn de sustrato en superficie [S]s = [S]— hv;
14
Donde,
dp (M): Didmetro de particula
T (K): Temperatura de reaccién
ps (kg/m3):  Densidad sustrato
v (cm/s): Velocidad de percolacion
ns (Pa-s): Viscosidad de solucién
n (Pa-s): Viscosidad del agua
ko (J/K): Constante de Boltzman
ru (m): Radio hidrodinamico
vr(mg/s): Velocidad de reaccion

[S] (mg/cm?):
Km (mg/cm?3):
€:
T

Concentracion de sustrato
Constante de Michaelis-Menten
Porosidad de particula
Tortuosidad de particula
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron analizados estadisticamente por
medio de un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Se verificaron
los supuestos del ANOVA por medio del test de Shapiro Wilks y Kolmogorov para el
supuesto de Normalidad, el test de Bartlett’s para la igualdad de varianza homocedasticidad
y el andlisis de residuos para el supuesto de independencia. La diferencia entre las medias
de los tratamientos fue evaluada con un analisis de rangos multiples por medio de la prueba
LSD y se realizé un analisis de diferencias de medias entre el control y los diferentes
tratamientos. El software utilizado fue Statgraphics Centurion XV.

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018



RESULTADOS Y DISCUSION

A continuaciodn, se presentan los resultados segun la estrategia metodoldgica planteada en
los cuatro bloques principales: Fermentacidn, Aislamiento de la enzima, Inmovilizacién y
biocatdlisis y, finalmente, Aplicaciones y escalado. Se discuten y argumentan en un marco
de los procesos bioquimicos, la factibilidad de operacion del proceso biocatalitico
desarrollado y su potencial aplicaciéon. En primer lugar, se da cuenta de los cultivos
bacterianos en medio liquido para cuantificar la actividad PG; a partir del screening sobre
un banco de cepas se seleccionaron las cepas con actividad sobresaliente y se identificd
aquella de maxima actividad enzimatica. Se disefidé un proceso que optimizo las condiciones
de operacién de la fermentacién y los nutrientes del medio de cultivo para maximizar la
produccién de PG. En la segunda parte se exponen los resultados de la identificacion y
purificacién de la enzima, asi como de las caracteristicas de la actividad y estabilidad de la
proteina. Posteriormente, se describen y analizan los resultados de la inmovilizacién
mediante los diferentes métodos implementados. En ultimo lugar, se presentan las
aplicaciones potenciales para el drea ambiental y de alimentos con los resultados del
modelo de escalado en columna de lecho percolado.

1. FERMENTACION

Screening de cepas bacterianas con potencial actividad poligalacturonasa

Se realizaron cultivos de 100 cepas bacterianas de diferentes géneros como Aeromonas,
Bacillus, Citrobacter, Erwinia, Lactobacillus, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces vy
Xanthomonas en medio liquido con pectina citrica y se midié actividad PG a los
sobrenadantes de cultivo libres de células, los controles experimentales fueron uno abiético
(control negativo) y de Bacillus sp. (control positivo), ambos se consideraron unidades
experimentales de referencia para cada bloque experimental realizado por tandas de 10 a
12 cultivos por duplicado.

Los resultados indicaron que 92 cepas tuvieron la capacidad metabdlica para crecer en el
medio empleado (Tabla 12), a éstas se les cuantificd su actividad enzimatica empleando
acido poligalacturdnico a pH 7 y se detectd que 31 cepas hidrolizaron parcialmente el
polisacarido mientras que 61 de ellas fueron negativas para la actividad PG en las
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condiciones implementadas. El control positivo Bacillus sp. resulté con una actividad media
de 0.403 + 0.082 U/mL y el control negativo fue de -0.018 + 0.021 U/mL.

Tabla 12. Identificacién de las cepas bacterianas con actividad PG positiva a partir del screening del banco de
cepas. Los cultivos se realizaron en medio liquido a pH 7 con pectina citrica a 10 g/L por duplicado.

Actividad PG positiva Actividad PG negativa
Género Cepas Género Cepas Género Cepas
Achronobacter 1 Flavobacterium 2
Bacillus 6 Aeromonas 6 Geobacillus 3
Agrobacterium 1 Klebsiella 2
Citrobacter 3 Arthrobacter 2 Lactobacillus 5
Brevibacterium 2 Lactococcus 1
Enterococcus 3 Cellulomonas 2 Leuconostoc 2
Chromobacterium 1 Micrococcus 1
Serratia 3 Corynobacterium 1 Pediococcus 1
E. coli 1 Proteus 3
Streptomyces 16 Enterobacter 3 Pseudomonas 3
Erwinia 3 Thermonospora 2
Psicrofilos 9 Weibsella 1
Xanthomona 3
Cantidad total de cepas evaluadas: 92
0.8+ - 100
Bl PG
PG-U/mL
- 80
0.6
]
L0 o
T 5
~ 2
= 0.4+ O
b= 3
o4 -40 =
*
0.2+ P
. - 20
0.0- —‘.— -0

C+ ST1 ST2 ST3 ST4 ST5S ST6 BA2 SE1 BA3 CI1 EN1 SE2 C-

Figura 26. Cepas bacterianas con actividad PG superior a 0.2 U/mL, se presentan los valores de actividad
medida en U/mL Yy en porcentaje de reduccidn de la viscosidad.
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Entre las bacterias positivas para actividad PG, 12 cepas pertenecientes a los géneros
Streptomyces, Bacillus, Serratia, Citrobacter y Enterococcus resultaron con actividad
enzimatica superior a 0.2 U/mL y una reduccién de viscosidad que varié entre valores de 6
y 94% de una solucién de acido poligalacturdnico con viscosidad inicial de 8.001 + 1.641 cP
(Figura 26).

Cinco cepas pertenecientes al género Streptomyces (ST1, ST2, ST3, ST4 y ST5) mostraron la
actividad PG mas sobresaliente, cuyos valores fueron superiores al control positivo de
Bacillus sp. Entonces, se realizaron nuevos cultivos con estas cepas y se monitored el
crecimiento celular y actividad PG en el tiempo hasta 48 horas, estas pruebas constituyeron
un screening secundario para elegir la cepa con mdxima actividad enzimatica. La figura 27
muestra el crecimiento celular medido en DOggo Yy actividad PG en U/mL y reduccién-n (%).

Con base en lo observado, la cepa ST1 presentd la maxima actividad PG con un valor de
0.551 + 0.026 U/mL a las 24 horas de cultivo celular y el maximo valor de reduccién de
viscosidad resultd en 94.8 + 2.7 %, manteniendo la actividad enzimatica invariable hasta las
48 horas del cultivo, lo cual sugiere que los productos del metabolismo no inactivan las
enzimas producidas cuando se alcanza la maxima produccion de biomasa (24 horas) y
tampoco se evidencia una actividad proteolitica. Adicionalmente, se observé que las cinco
cepas Streptomyces mostraron maxima actividad PG en estado estacionario del crecimiento
celular. En el control positivo, la reduccién de la viscosidad llega a un 22% y a mayor
densidad celular, la actividad (U/mL) desciende marcadamente, hecho que se puede
atribuir a enzimas que actian rompiendo enlaces peptidicos propias de especies Bacillus
(zhai et al., 2003).
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Figura 27. Crecimiento celular y actividad PG de 5 cepas del género Streptomyces. Como control positivo se
utilizdé una cepa Bacillus sp.

La cepa ST1 identificada como Streptomyces halstedii ATCC 10897 exhibié la mejor actividad
enzimatica a las 24 horas de cultivo, demostrando también la maxima productividad bajo
las condiciones evaluadas. La tabla 13 compara los tiempos de fermentacion para obtener
la maxima actividad enzimatica de S. halstedii ATCC 10897 con otras bacterias reportadas
para la produccion de enzimas pectinoliticas. Es conveniente destacar que las bacterias mas
estudiadas para la produccion de estas enzimas para aplicaciones industriales son especies
del género Bacillus tales como B. pumillus, B. subtilis, B. alcalophillus, B. halodurans,
B.megaterium y B. licheniformis, todos microorganismos aislados de material vegetal y
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muestras de suelo (Ahlawat et al., 2008; Mei et al., 2013; Rehman et al., 2012; DC Sharma
y Satyanarayana, 2006). De esta manera, resulta novedoso la identificaciéon de S. halstedii
ATCC 10897 como una capa con alto potencial para el desarrollo de un biocatalizador con
actividad PG.

Tabla 13. Tiempo de cultivos bacterianos para alcanzar maxima actividad PG.

Microorganismo Tiempo de cultivo (h) Referencia
Streptomyces halstedii 24 (Ramirez-Tapias et al., 2015)
B. pumillus dcsrl 34 (Sharma y Satyanarayana, 2006)
Streptomyces sp. QG-11-3 36 (Beg et al., 2000)
S. erumpens MTCC 7317 36 (Kar y Ray, 2011)
B. licheniformis KIBGE IB-21 48 (Rehman et al., 2012)
B. sphaericus MTCC 7542 72 (Jayani et al., 2010)
S. lydicus 96 (Jacob et al., 2008b)

Streptomyces halstedii ATCC 10897, condiciones de fermentacion y diseio de
medio de cultivo

Las condiciones de cultivo celular, formulacion de nutrientes y factores de crecimiento son
determinantes en el desarrollo de bioprocesos industriales para la produccién de enzimas
microbianas, estos factores se pueden optimizar para promover el metabolismo bacteriano
y aumentar los rendimientos de fermentacién. Con base en los nutrientes reportados para
el medio de cultivo del screening, se desarrollé un nuevo medio especifico para S. halstedii
ATCC 10897 mediante disefios experimentales secuenciales considerando variables tales
como el pH inicial del medio y el contenido de pectina citrica, extracto de levadura y
peptona de soja.

El pH del medio de cultivo es importante en el proceso de fermentacion porque condiciona
el desarrollo celular afectando la concentracidon de biomasa y la produccidn enzimatica.
Para estudiar el efecto de este parametro se vario el pH del medio entre valores de 3 a 10
(Figura 28), hasta las 24 horas de cultivo se observd crecimiento y produccidén enzimatica
en un amplio rango de pH.
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Figura 28. Efecto del pH inicial del medio de cultivo en (A) el crecimiento celular y (B) actividad enzimatica de
S. halstedii ATCC 10897 a las 24 horas de cultivo. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos
nombrados con la misma letra (Prueba LSD, valor-P < 0.05).

Valores de pH entre 5 y 8 son los mas favorables para el crecimiento celular (Figura 28A), el
cual resultd en un valor medio de 3.51 £ 0.11 DOsgo. Adicionalmente, en este mismo rango
de pH se evidencié la maxima actividad PG que, medida por la liberacion de grupos
reductores, varié en valores entre 0.551 y 0.616 U/mL y en referencia a la reduccion de la
viscosidad alcanzd niveles desde 93.1% hasta 96.4%. Estos resultados sugieren una relacién
directa entre el crecimiento celular y la produccién enzimatica.

De otro lado, a pH 9 los valores de actividad enzimatica decrecen en un 32% vy 10%, para la
medicidn en azlcares reductores y reduccion de viscosidad, respectivamente (Figura 28B).
Cualquier variacién de pH en el extremo acido (pH < 5) o en el extremo alcalino (pH > 9),
resulté en una deficiencia del crecimiento bacteriano y consecuente disminucién de la
produccién de PG. El pH seleccionado para la experimentacion subsiguiente es pH 8, debido
a las aplicaciones potenciales bajo condiciones alcalinas. En contraste con otros reportes
para la produccion de PG de origen bacteriano, S. halstedii ATCC 10897 resultd en una
adaptabilidad alta a un rango de pH entre 5 y 8 del ambiente extracelular para su
crecimiento (Jayani et al., 2010; Kar y Ray, 2011)

Algunas fuentes de carbono complejas, residuos agroindustriales y diferentes tipos de
pectina en los medios de cultivo han sido reportados como sustratos inductores de enzimas
pectinoliticas en diferentes microorganismos (Beg et al., 2000b; M Kapoor y Kuhad, 2002).
El medio de cultivo del screening, con un contenido de 10 g/L de pectina citrica, fue
modificado variando la concentracion entre Oy 12.5 y el pH fue ajustado a 8 después de la
esterilizacién. Los resultados mostraron elevada actividad PG en ausencia de pectina y los
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valores de la actividad en el rango de 2.5 a 10 g/L fueron similares al obtenido en el medio
formulado para el screening (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de la concentracion de pectina citrica en (A) el crecimiento celular y (B) la actividad PG
producida por S. halstedii ATCC 10897 a las 24 horas de cultivo. No se observaron diferencias significativas
entre tratamientos nombrados con la misma letra (Prueba LSD, valor-P < 0.05).

A una concentracién de 12.5 g/L de pectina citrica, la actividad relativa a la maxima obtenida
fue del 24% y 66% en unidades enzimaticas (U/mL) y reducciéon de la viscosidad,
respectivamente. Estos resultados sugieren que un exceso de pectina citrica podria tener
un efecto adverso en la actividad PG, un resultado similar fue reportado por Jayani et al.,
(2010). Adicionalmente, se observé que la pectina citrica no fue el inductor enzimatico
principal ya que se hallé un valor de actividad PG de 0.534 + 0,053 U/mL y 69.3 + 1.7%
reduccion-n sin adicidn de pectina citrica.

Otros compuestos principales que componen el medio de cultivo fueron el extracto de
levadura y la peptona de soja, los cuales aportaron carbono y nitrégeno orgénico v,
posiblemente, contribuyeron en el metabolismo bacteriano relacionado a la sintesis
enzimatica. Con base en esta hipodtesis, se llevd a cabo un disefo de experimentos factorial
para determinar el efecto de los sustratos mencionados en la actividad PG producida por S.
halstedii ATCC 10897 en ausencia de pectina citrica. En la tabla 14 se muestran los
tratamientos de las condiciones evaluadas del disefio factorial completo 3%y sus efectos en
el crecimiento celular y la actividad PG.
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Tabla 14. Matriz experimental del disefio factorial completo 32 para la actividad PG producida por S. halstedii
ATCC 10897 cultivada durante 24 horas a 28 °C, 200 rpm y adicién de (A) peptona de soja y (B) extracto de
levadura como factores de estudio. El pH inicial de fermentacién fue ajustado a 8.

Factores (g/L) Variable de respuesta
Peptopa L Extracto de Biomasa Actividad PG
Tratamiento soja fracle
(A) (B) (OD600) (U/mL) (% reduccién-n)
1 0 0 0.317 £ 0.006 0.017 £0.001 9.0+1.1
2 0 3 0.534 £ 0.099 0.077 £0.013 39.3+8.6
3 0 6 0.682 +£0.139 0.118 £ 0.015 37.6+8.5
4 3 0 0.662 £ 0.031 0.373+£0.017 76.6+2.1
5 3 3 2.523+0.011 0.370 £ 0.006 69.5+ 0.7
6 3 6 1.805 +0.147 0.410+£0.031 65.3+4.8
7 6 0 2.485 + 0.007 0.544 £ 0.030 86.4+1.3
8 6 3 2.960 £ 0.127 0.473 £0.021 83.4+1.8
9 6 6 3.137+£0.179 0.414 £0.030 789+2.6
Valor-P (ODsoo) 0.000 0.003
Valor-P (U/mL) 0.000 0.116 R?2=91.681 R?=99.386 R?=95.645
Valor-P (n) 0.000 0.497

Las condiciones de cultivo del tratamiento 7 permitieron obtener la maxima actividad PG
de 0.544 + 0.030 U/mLy 86.4 + 1.3 % de reduccion de la viscosidad aun cuando la densidad
celular no fue la maxima. El disefio experimental demostré una variacién considerable de la
actividad enzimatica debido a las diferentes concentraciones de peptona de soja (valor-p =
0.000), de otro lado, el extracto de levadura no afectd significativamente la sintesis
enzimdtica (valor-p > 0.116). Sin embargo, ambos componentes tienen un efecto en el
crecimiento celular (valor-p < 0.003). Los efectos de los factores estudiados se observan con
mayor evidencia en el diagrama de Pareto (Figura 30), en el cual se grafican éstos,
incluyendo los de interaccion binaria. Los efectos simples de ambos componentes fueron
positivos tanto para el crecimiento celular como para la actividad enzimatica, teniendo un
alto impacto concentraciones elevadas de peptona de soja. Sin embargo, el efecto de
interaccidn entre los componentes evaluados (AB) fue significativo y afecta negativamente
la actividad PG, lo cual sugiere que la actividad enzimatica es mayor con el maximo
contenido de peptona de soja y el minimo de extracto de levadura (tratamiento 7).

El analisis estadistico y el modelo del disefio experimental permitieron identificar los efectos
del contenido de peptona de soja y extracto de levadura en el crecimiento de S. halstedii
ATCC 10897 y su actividad PG (Tabla 14 y figura 30). Los factores de correlacién (R?)
obtenidos fueron todos superiores a 90% lo cual expresa que los modelos ajustados
explican hasta en un 99% las variaciones observadas de las respuestas estudiadas.

Ramirez-Tapias, YA. UNQ - 2018



Resultados y discusion

A: Peptona de soja

B: Extracto de levadura

AB

o —

5 10
Efecto estandarizado
B
A: Peptona de soja
B: Extracto de levadura
Bl (+)
AB
/ (+)
T T T 1
0 10 20 30 40
Efecto estandarizado
[o
|
A: Peptona de soja
B: Extracto de levadura
| (+)
AB A
— (-)
T T
0 5 10

Efecto estandarizado

Figura 30. Diagrama de efectos de Pareto (valores absolutos) del disefio factorial completo 32en las variables
de respuesta. (A) Crecimiento celular y (B) actividad PG cuantificada en (B) U/mL y (C) reduccién de la
viscosidad. La linea punteada indica el nivel de significancia (a = 0.05).

Los experimentos subsiguientes para la optimizacién del medio de cultivo fueron realizados
prescindiendo del extracto de levadura y aumentando los niveles de peptona de soja hasta
21 g/L. Aunque el mejor resultado del disefio factorial 32 mostré una actividad PG similar al
valor obtenido en el medio del screening, la ventaja fundamental se basa en la minimizacién
de componentes en el medio, ya que no se requiere la adicidon de pectina citrica ni extracto
de levadura. En la figura 31, se muestran los resultados del crecimiento celular y la
produccién enzimatica de S. halstedii ATCC 10897 en los medios de cultivo con diferentes
concentraciones de peptona de soja. Los resultados evidenciaron que, a mayor contenido
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del sustrato, la densidad celular a las 24 horas de cultivo también fue mayor en una
proporcion directa (Figura 31A). Siendo la peptona de soja la Unica fuente de nitrégeno y
carbono, ésta actué como sustrato limitante del crecimiento celular. Con respecto de la
actividad enzimatica, fue maxima empleando 15 g/L (1.052 U/mL y 95.0% de reduccién de
la viscosidad). Dado que un contenido de peptona de soja superior a este valor no
representd un aumento de la actividad PG, se considerd que es la minima cantidad del
sustrato que provee las condiciones nutricionales necesarias para una maxima produccion
de la enzima de interés. Adicionalmente, es relevante destacar que a 15 g/L se duplicd la
actividad medida en U/mL con respecto de las condiciones evaluadas en los experimentos

previos.
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Figura 31. Efecto de la concentracién de peptona de soja en (A) el crecimiento celular y (B) la actividad PG
producida por S. halstedii ATCC 10897 a las 24 horas de cultivo. No se observaron diferencias significativas
entre tratamientos nombrados con la misma letra (Prueba LSD, valor-P < 0.05).

El uso de peptona de soja (15 g/L), como sustrato principal, resulté ser el mas adecuado
para la produccion de PG a partir de S. halstedii ATCC 10897 posiblemente porque
representa una fuente vegetal de aminodcidos y carbohidratos asociados a los azUcares que
constituyen el polimero de pectina. La peptona de soja también contiene vitaminas,
minerales y azlcares a una concentracion maxima de 3 g/L. Estos compuestos son
fundamentales para el metabolismo bacteriano relacionado a la sintesis de hidrolasas de
carbohidratos y favorecieron el crecimiento celular y actividad PG de S. halstedii ATCC
10897. En este contexto, algunos componentes mayoritarios de la peptona de soja como la
glicina y el acido D-galacturénico fueron evaluados a una concentracion de 3 g/L
adicionados a un medio de cultivo basal (C-), con la misma formulacién de sales y extracto
de levadura del medio del screening. En este experimento se hallé una actividad PG
especialmente favorecida por el 4cido D-galacturdnico (Tabla 15), sin embargo, no alcanzé
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los valores de 1.052 U/mL y de 95.0% de reduccion de la viscosidad obtenidos con el medio
optimizado en el disefio de experimentos.

Tabla 15. Comparacion de la actividad enzimatica de la PG producida por S. halstedii ATCC 10897 a las 24
horas de cultivo en un medio liquido basal (C-: Control negativo), adicionado con glicina (3 g/L) y con acido D-

galacturdnico (3 g/L).

Medio de cultivo
Actividad PG . . P
Control (C-) Glicina Acido D-galacturénico
(U/mL) 0.075+£0.011 0.196 £ 0.014 0.821 £0.039
(% reduccién-n) 33.5+5.3 32.0+0.8 70.5+1.6

En este contexto, se presentd la hipdtesis si un mayor contenido de dcido D-galacturdnico
permitiria obtener un nivel de actividad enzimdtica similar al obtenido con 15 g/L de
peptona de soja. Para dilucidar la respuesta se evaluaron niveles de acido D-galacturénico
de 1,3y5g/Ly los resultados obtenidos se exponen en la figura 32.
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Figura 32. Actividad PG obtenida en cultivos de S. halstedii ATCC 10897 variando el contenido de acido D-
galacturdnico. El control negativo (C-) corresponde al medio basal y el control positivo (C+) al medio de cultivo
disefiado con peptona de soja. Las condiciones de cultivo fueron 24 horas, 28 °C, 200 rpm y pH inicial de 8.

Un contenido de acido D-galacturdnico de 5 g/L tuvo un efecto negativo en la produccion
de la enzima ya que se obtuvo una actividad PG reducida, similar a la del control negativo
(Figura 32). Asi, se sugiere que un contenido superior a 3 g/L del monosacarido tiene un
efecto de represion catabdlica por carbono; especialmente en bacterias Gram positivas, el
consumo de glucosa y diferentes hexosas y la activacidén de los sistemas de fosforilacion y
transporte activan sefiales para promover la represién génica de enzimas catabdlicas
(Stulke y Hillen, 1999). Sin embargo, se ha identificado que un nivel minimo del acido D-
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galacturénico promueve una induccion inicial para producir una cantidad basal de las
enzimas hidroliticas que permitirian degradar parcialmente el polisacarido y liberar
productos de bajo peso molecular que podrian actuar como inductores posteriores
(Sanchez y Demain, 2002). De esta manera, se concluyé que el dcido D-galacturdnico a un
nivel de 3 g/L estimula la sintesis de la enzima, sin embargo, el medio de cultivo que
maximiza la actividad PG es con 15 g/L de peptona de soja prescindiendo de la adicién del
acido D-galacturénico.

Beg et al., (2000a) refirié que la produccién de xilanasa y pectinasa no sélo es estimulada
por sus propios sustratos como xilano y oligogalacturonanos sino también por los nutrientes
no definidos que contienen tanto la peptona como el extracto de levadura. Ademas, M.
Kapoor y Kuhad, (2002) reportaron que los aminoacidos que mejoraron la actividad PG de
Bacillus sp. MG-cp-2 fueron glicina, serina, alanina, arginina y acido glutdmico. Estos
aminodcidos estan presentes en un alto porcentaje en la peptona de soja utilizada en esta
investigacion y aportaron factores que estimularon la produccidn enzimatica en S. halstedii
ATCC 10897.

La tabla 16 muestra una comparacién entre los medios de cultivo usados en el estudio de
la cepa S. halstedii ATCC 10897 en la que se evidencia el incremento de la actividad
enzimatica usando el medio optimizado (peptona de soja 15 g/L). Este resultado resulté de
interés porque es un sustrato de bajo costo y provee a la célula tanto del carbono como del
nitrogeno necesario para la sintesis enzimatica.

Tabla 16. Actividad PG obtenida en cultivos de S. halstedii ATCC 10897 en los diferentes medios de cultivo
empleados.

Medio de cultivo
Actividad PG .
Inéculo Screening Optimizado
PG (U/mL) 0.012 £ 0.008 0.551 £0.015 1.052 £ 0.028
PG (% reduccién-n) 1.6+0.7 94.3+2.5 96.1+1.6

Los resultados muestran que el medio optimizado duplica la actividad PG medida en U/mL
con respecto del medio del screening. Por otro lado, la reduccién de la viscosidad de una
solucién de pectina llegd a niveles hasta del 97% empleando el medio optimizado,
superando la media de 95% obtenida en el medio del screening. Ademas, no se observo
evidencia de actividad PG en el medio de crecimiento del inéculo lo cual puede explicarse
por la alta concentracion de monosacaridos (glucosa: 4 g/L y extracto de malta: 10 g/L) que
actuarian como represores catabdlicos (Kapoor et al., 2000; Rehman et al., 2012). Aunque
la pectina es la fuente de carbono mas empleada para la induccidn de enzimas pectinoliticas
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y la actividad PG, la misma se ve aumentada suplementando nitrégeno de fuentes orgdnicas
como extracto de levadura, diferentes peptonas, caseina, triptona, extracto de carne y de
malta (Jacob et al., 2008a; Kar y Ray, 2011; Rehman et al., 2012). En el presente trabajo se
encontrd que, en la cepa de estudio, la peptona de soja es el sustrato que aporta el carbono
y el nitrégeno (macronutrientes) y otros complementos nutricionales especificos para el
crecimiento celular y produccion de PG.

Hasta el momento, en todas las pruebas experimentales de disefio de medio de cultivo, las
determinaciones de crecimiento celular y de actividad enzimatica fueron realizadas a las 24
horas de cultivo. Ya definida la formulacién del medio que maximizé la actividad PG, se
realizd una cinética de crecimiento celular y se compard con el medio de cultivo del
screening (Figura 33).
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Figura 33. Cinética de crecimiento celular (A) y actividad PG (B) de S. halstedii ATCC 10897 en el medio de
cultivo empleado para el screening (lineas punteadas) y en el medio de cultivo optimizado (lineas continuas).

En el medio optimizado se observé una fase de latencia del crecimiento celular durante las
3 horas iniciales del cultivo (figura 33A) y un rapido aumento en la actividad enzimatica
(U/mL), alcanzando a las 9 horas el mismo valor que se obtuvo a las 24 horas con el medio
del screening (0.545 + 0.046 U/mL). Este valor se duplica en las siguientes 3 horas y se
mantiene constante a 1.076 + 0.022 U/mL durante el tiempo evaluado (Figura 33B),
obteniéndose la maxima actividad hidrolitica a las 12 horas, lo cual aumentd la
productividad del proceso. Respecto de la medicién en reduccidon de la viscosidad, el
aumento fue mds notorio desde el inicio de la fermentacion y el tiempo de mdaxima actividad
fue a las 18 horas en ambos medios con un valor promedio de 95% (Figura 33B).

En ambos medios evaluados, la actividad enzimatica alcanzé su nivel maximo y se mantuvo
constante hasta el final de la fermentacidn. Este comportamiento resulté de especial interés
porque sugiere que la interaccion de los productos metdbélicos de S. halstedii 10897 no
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afectd la actividad PG y mostrd indicios de una alta estabilidad enzimatica. Diferentes
comportamientos de las fermentaciones para la producciéon de enzimas pectinoliticas han
sido reportados en otros estudios, en los cuales se ha observado una pérdida de la actividad
hasta del 50% después de 36 horas con Streptomyces erumpens MTCC 7317 (Kar y Ray,
2011).

Conclusion parcial

Las cepas del género Streptomyces sobresalieron entre mas de 29 géneros evaluados de las
100 cepas seleccionadas del banco de bacterias de LIBioS. La cepa S. halstedii ATCC 10897
mostré la maxima actividad poligalacturonasa y el proceso de fermentacion en matraz fue
optimizado. Se hallé que un pH de 8, el medio de cultivo con 15 g/L de peptona de soja, 28
°C, agitacién a 200 rpm y 12 horas de cultivo celular son las condiciones que maximizan la
actividad PG, llegando a valores de 1.076 + 0.022 U/mLy 95% de reduccién de viscosidad.

2. AISLAMIENTO DE LA ENZIMA

Proceso de purificacion y tamafio molecular

Los cultivos celulares de S. halstedii ATCC 10897 desarrollados durante las diferentes etapas
experimentales para la optimizaciéon de la produccidon enzimatica, fueron analizados
mediante geles de electroforesis nativo (PAGE-nativo) para identificar el perfil protéico
extracelular. Los sobrenadantes de los cultivos se concentraron por evaporacion al vacio en
un factor volumétrico de 50X. Posteriormente, se sembraron 20 pL de las muestras en el
gel de poliacrilamida al 12% (p/v) a las condiciones nativas y los resultados se muestran en
la figura 34. Las imdagenes de los geles revelados con soluciéon de plata comparan la
expresion de proteinas extracelulares en los diferentes medios de cultivo evaluados durante
la secuencia de experimentos. Se observd que en el medio de cultivo con pectina citrica no
se evidencian diferencias significativas en la cantidad de bandas obtenidas, pero si en la
intensidad de las sefiales. En figura 34A, en las 4 calles de las muestras evaluadas, se
observan dos bandas cercanas a 66 kDa, otra a 45 kDa aproximadamente y una ultima en
29 kDa, lo cual evidencia 4 sefiales de proteinas en el rango del tamafio molecular evaluado
en el gel de electroforesis. En los medios de cultivo con peptona de soja (Figura 34B), se
observaron entre 4 y 5 sefales de proteinas cercanos a 66 y 45 kDa, en la calle 3 se probd
un sobrenadante sin actividad enzimatica proveniente de cultivo celular en el medio
empleado para el preindculo, en ésta se observaron bandas tenues a un nivel inferior de 20
kDa. Entonces, se sugiere que en el rango de 45 a 66 kDa se halla la proteina con la actividad
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PG evaluada. De otro lado, se realizaron geles SDS-PAGE en los cuales las condiciones
desnaturalizantes indicarian caracteristicas de la conformacidn estructural de las proteinas,
sin embargo, el perfil de las bandas obtenido se conservé similar a los geles nativos.
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Figura 34. Geles de electroforesis PAGE-nativo de sobrenadantes de cultivo celular en medios de cultivo con
pectina citrica (A). Calles: M1-marcador de peso molecular, 1-medio sin pectina citrica, 2-pectina citrica: 2.5
g/L, 3-7.5 g/L y 4: 10 g/L y medios de cultivo con peptona de soja (B). Calles: M1 y M2-marcador de peso
molecular, 1-peptona de soja: 6 g/L, 2-15 g/L y 3-medio de cultivo de preindculo.

Posteriormente, se realizaron pruebas de purificacion mediante precipitacion por salado y
ultrafiltracion para aislar la proteina de interés y las fracciones obtenidas se analizaron por
electroforesis a condiciones desnaturalizantes (Figura 35). Después de precipitar el
sobrenadante a las 12 horas de cultivo de S. halstedii ATCC 10897 en el medio optimizado,
se cuantifico actividad PG a la fraccién precipitada y desalada, obteniendo valores de 1.876
+0.033 U/mLy 92.6% de reduccidn de viscosidad. Se realizé la electroforesis y en el gel se
observé una banda intensa entre 40 y 55 kDa y otra apenas perceptible entre 25 y 35 kDa
(Figura 35A), lo cual evidencid una concentracion y purificacién de la proteina reflejado en
una reduccién de la cantidad de proteina total y un aumento de la actividad enzimatica. Las
sefales en el SDS-PAGE de la fraccién retenida de la ultrafiltracidon en el sistema de cassette
con membrana de 10 kDa MWCO, fueron similares al producto precipitado, en el cual la
banda mas intensa es aproximadamente de 48 kDa y otra muy tenue a 29 kDa (Figura 35B).
No obstante, la actividad fue 4.258 + 0.051 U/mL y 93% de reduccién de la viscosidad, lo
cual demostré que la ultrafiltracién permitié un mayor grado de purificaciéon que la
precipitacion y que el peso molecular de la proteina en estudio es de 48 kDa (Ramirez-Tapias
etal. 2015).
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Figura 35. Geles de electroforesis SDS-PAGE. Precipitacién con sulfato de amonio al 60% de saturacién y
desalado en membrana de 10 kDa (A). Calles: M-marcador de peso molecular, 1-muestra del purificado.
Ultrafiltracion en cassete de 10 kDa (MWCO) hasta concentracidén volumétrica 20x (B) Calles: M-marcador de
peso molecular, 1-patrén de BSA, 2-muestra de fraccion retenida en proceso de ultrafiltracion.

La similitud obtenida en el patrén de bandas en los geles PAGE-nativo y SDS-PAGE, sumado
a la sefal a 48 kDa de las muestras purificadas, sugiere que la PG obtenida de S. halstedii
ATCC 10897 es monomeérica. Este resultado coincide con las investigaciones reportadas
para este tipo de hidrolasa, las cuales indican que la estructura de la enzima esta constituida
por una secuencia monomérica que varia entre 363 y 717 aminodcidos (Jayani et al., 2005).

Se ha reportado que las poligalacturonasas bacterianas son enzimas con un peso molecular
en un rango de 30 a 80 kDa, algunas superan este margen superior como aquella producida
por B. licheniformis KIBGE-IB21, la cual resulté en 153 kDa (Rehman et al., 2015). Sin
embargo, las enzimas pectinoliticas obtenidas a partir de diferentes especies del género
Bacillus suelen tener un tamafio molecular tipicamente entre 45 a 60 kDa (Kapoor et al.,
2000; Kobashi et al., 2001) y los reportes de enzimas producidas por dos cepas
Streptomyces, indicaron un peso molecular de 63 y 43 kDa, para S. erumpens MTCC 7317 y
S. lydicus, respectivamente (Jacob et al., 2008; Kar and Ray, 2011).

El proceso de purificacidn en un Unico paso de ultrafiltracién permitié obtener la enzima
purificada y activa. Debido a ello, los estudios de sus caracteristicas de reaccion y estabilidad
fueron realizados con un extracto correspondiente a la fraccion retenida del proceso de
ultrafiltracion.
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Efectos de la temperatura y el pH en la actividad enzimdtica

La actividad enzimatica del extracto purificado por ultrafiltracién de la PG obtenida de S.
halstedii ATCC 10897 fue evaluada a diferentes condiciones térmicas y de pH (Figura 36). La
concentraciéon de proteina se fijé a 0.5 mg/mL y los valores de PG fueron mayores a 1.0
U/mL y reduccidn de viscosidad promedio de 95.5% para un amplio rango de temperatura
a un pH fijo de 7, desde 5 hasta 50 °C (Figura 36A). A 60 °C no se observaron variaciones en
la medida de viscosidad, pero las referidas a la concentracién de azlcares reductores
producidos durante la hidrdlisis (U/mL) se redujo en un 15%. A 80 °C las enzimas tuvieron
una actividad del 60 y el 35%, respecto de la maxima liberacién de azlcares y reduccion de
la viscosidad, respectivamente.
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Figura 36. Efecto de la temperatura en la actividad PG a pH 7 (A) y efecto del pH sobre la PG a 50 °C (B). Se
empled acido poligalacturdnico 1% (p/v) como sustrato.

El efecto del pH en la actividad enzimatica fue evaluado a una temperatura fija de 50 °C.
Como se muestra en la figura 36B, el valor referido al método viscosimétrico fue elevado
en un rango de 7 a 12 (98% de reduccién- n). La medicién en U/mL alcanzé su valor maximo
a pH 12 (3.489 + 0.127 U/mL) y el pH 13 no pudo evaluarse debido a que la mezcla de
reaccion no fue completamente soluble. Los resultados obtenidos demuestran una
actividad PG altamente alcalofilica y resultd 3.4 veces aumentada respecto de las
condiciones iniciales de la prueba (1.014 + 0.075 U/mL).

La estabilidad térmica de las enzimas fue analizada en términos de la actividad residual
después de su exposiciéon a temperaturas entre 30 y 70 °C (Figura 37). A 30 y 40 °C las
enzimas estuvieron completamente activas durante 144 horas. La PG conservo su actividad
catalitica medida en U/mL durante 528 y 360 horas a 30 y 40 °C, respectivamente (Figura
37A). Del mismo modo, los valores de actividad referidos a las mediciones viscosimétricas,
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fueron mayores al 60% durante todo el tiempo evaluado (Figura 37B). Después de 4 horas,
ambos valores de actividad PG retuvieron mas del 80% de la actividad a 50 °C mientras que
la inactivacion por efecto térmico se observd a 60 y 70 °C, éste comportamiento puede
responder a un incremento en la energia cinética que promueve cambios estructurales en

la enzima.
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Figura 37. Estabilidad térmica de la PG obtenida por S. halstedii ATCC 10897.

La mayoria de estudios a cerca de las PG de origen microbiano reportados en la literatura
son mesofilicas y actian en pH acido debido a que la principal fuente de obtencién de este
tipo de enzimas son las especies fungicas (Jayani et al., 2005). Las enzimas pectinoliticas
reportadas con actividad enzimatica a pH alcalino son producidas por Bacillus licheniformis,
actda a pH 10 y un aumento en este valor resulté en una disminucién de la actividad.
También, la temperatura dptima de accidn fue 45 °C pero la estabilidad térmica reportada
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es menor a la hallada para la PG del presente estudio, ya que retuvo el 50% de actividad
inicial durante 72 horas a 30 y 40 °C (Rehman et al., 2013). Los reportes de enzimas con
accién en compuestos pécticos producidas por bacterias del género Streptomyces
mostraron que el pH éptimo de actividad se da entre 6 y 7 y un aumento en estos valores
causan una reduccién importante en la actividad (Jacob et al., 2008b; Kar y Ray, 2011). En
definitiva, los resultados descritos, en comparacidon con otras investigaciones, exceden
satisfactoriamente el rango de accidon enzimatica hasta pH 12 y se pueden implementar
reacciones en un amplio rango de temperatura (5 — 50 °C) con la PG de S. halstedii ATCC
10897.

Estabilidad enzimdtica: Efecto de iones y solventes

Algunos compuestos organicos, asi como cargas idnicas, pueden estar presentes en
material vegetal o efluentes con compuestos pécticos. Asimismo, durante el proceso de
inmovilizacién enzimatica podria requerirse de este tipo de compuestos para lograr la unién
de la enzima en el material de soporte o para que el biocatalizador heterégeneo mantenga
su estabilidad, tanto de las caracteristicas mecdnicas y estructurales como de la actividad
biolégica de la enzima. Es asi como se evaluaron diferentes sales como cloruro de sodio,
potasio, magnesio, calcio, manganeso y aluminio a concentraciones de 20 y 200 mM. En la
figura 38A se muestra el efecto de las sales en la actividad hidrolitica, se observa que el
manganeso afectd drasticamente y el cation trivalente de aluminio también generd un
descenso hasta del 30%, ambos iones con una elevada densidad de carga, ambos atomos
con una electronegatividad de 1.5 en la escala de Pauling. Este mismo comportamiento fue
reportado para una PG producida por Thermoascus aurantiacus CBMAI-756 que redujo su
actividad hasta un 25% de la actividad inicial (Martins et al., 2007). De otro lado, el calcio y
magnesio, ambos metales alcalinotérreos, tuvieron efectos diferenciales en la reaccidn,
mientras el calcio no afectd la hidrdlisis del acido poligalacturdnico, el magnesio afecté
reduciendo en un 20% la actividad hidrolitica, resultados que pueden asociarse a la
electronegatividad y la energia de ionizacidn, siendo el magnesio mas electronegativo que
el calcio, con valores de 1.2 y 1.0 en la escala de Pauling, respectivamente. Adicionalmente,
los metales alcalinos de sodio y potasio, iones con la menor electronegatividad de las sales
evaluadas, no afectaron la reaccién enzimatica manteniendo en valores maximos la
actividad PG, similares al control positivo. La interferencia de los cationes con una mayor
energia de ionizacién en la reaccién enzimatica puede explicarse por las interacciones que
pueden ejercer en el sitio catalitico, impidiendo que se ejecuten de manera eficiente los
mecanismos del donador de protén y ataque nucleofilico o que puedan ocurrir fendmenos
de desnaturalizacién parcial por cambios conformacionales en la estructura terciaria de las
proteinas.
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También se destaca el hecho que la actividad pectinolitica en presencia de calcio se
mantuvo al mismo nivel del control positivo, sin evidenciar un efecto que la favoreciera de
manera significativa. Esto sugiere la naturaleza de tipo hidrolasa de la enzima, confirmando
que la proteina en estudio se trata de una poligalacturonasa, ya que las pectinasas del tipo
liasas, que actlan por B-eliminacidn, requieren del ion calcio para la escisién de los
compuestos pécticos y la formacién del doble enlace en el urénido, lo cual esta reportado
que aumenta la actividad hasta 4 veces (Highley, 1997; Li et al., 2012).
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Figura 38. Estabilidad enzimatica bajo la presencia de iones a diferentes concentraciones (A) y de solventes
organicos (B).

Adicionalmente, en este estudio se encontrd que la PG de S. halstedii ATCC 10897 es una
enzima estructuralmente resistente a ambientes adversos en los que encuentran solventes
organicos (Figura 38B). A una concentracién de 20% (v/v) de etanol, metanol, isopropanol,
acetona y hexano la actividad catalitica residual se mantuvo cercana al 90% respecto del
control positivo durante 120 horas (5 dias). El acetato de etilo y el acetonitrilo redujo la
actividad al 65 y 70%, respectivamente en las mismas condiciones. Al aumentar la cantidad
de cada solvente al 50% y después de 2 horas de evaluacidén en presencia de alcoholes, la
actividad estuvo entre un 65y 85% y en acetato de etilo ésta se redujo al 20%. La enzima
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bajo la presencia de glicerol no perdié actividad bajo las condiciones experimentales
evaluadas, de concentracion volumétrica y tiempo de exposicidn, lo cual indica que existe
un efecto protector de este compuesto, caracteristica que ha sido reportada para algunos
compuestos como polialcoholes y azucares los cuales fortalecen las interacciones
hidrofébicas entre los aminoacidos no polares, favoreciendo la proteccién de sitios
cataliticos y la resistencia a la desactivacion térmica (Gekko y Timasheff, 1981). En
definitiva, el efecto de cada tipo de solvente en la estabilidad de las enzimas estd
relacionado con la disposicion de los residuos de aminoacidos en la superficie de la proteina
y la capa de solvatacion formada.

Cinética enzimdtica

Los parametros cinéticos de reaccion basados en el modelo de Michaelis-Menten se
calcularon a partir de las velocidades de reaccidn de hidrélisis de acido poligalacturdnico a
diferentes concentraciones del sustrato y la linealizaciéon de Lineweaver-Burk (Figura 39).
De esta manera, se hallé un valor de Km de 0.150 M y Vmax de 2.296 pumol/min. Al definir
un intervalo de confianza del 95%, éstos parametros pueden tener valores entre 0.075 y
0.150 My 1.522 y 2.296 umol/min, para Km y Vmax, respectivamente.
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Figura 39. Parametros cinéticos de la enzima segln el modelo de Michaelis-Menten. (A) Velocidad enzimatica
y (B) linealizacién segun Lineaweaver-Burk.

Después de determinar los parametros cinéticos de la enzima, se selecciond una
concentracién de sustrato de 1% (p/v) o 0.052 M y se midi6 la generacién de producto
periddicamente. En la figura 40 se muestran los resultados y se observa que la maxima
generacion de producto, expresado en liberacidén de acido D-galacturdnico, se alcanzé a los
20 minutos de reaccion. Sin embargo, la influencia del biocatalizador en la viscosidad del
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sustrato es mas rdpida, obteniéndose la maxima reduccién de viscosidad pasados 5 minutos
de reaccion.
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Figura 40. Cinética de la reaccion catalizada por PG usando 1% (p/v) de 4cido poligalacturénico como sustrato
y 0.5 mg/mL de proteina.

Cromatografia de capa fina

Con el propdsito de observar caracteristicas de los productos formados durante la reaccion
enzimatica catalizada por la PG obtenida de S. halstedii ATCC 10897 se realizd una
cromatografia de capa fina con muestras de reacciones empleando como sustrato acido
poligalacturdnico (Sigma) y pectina citrica comercial (Figura 41). En las calles 1, 2, 4 y 6 se
evaluaron patrones de dacido D-galacturdnico, acido poligalacturdnico, pectina citrica
comercial y glucosa, respectivamente. Los factores de retencién (Rf) correspondientes a los
monosacaridos, fueron 0.42 para acido el D-galacturdnico y 0.91 para la glucosa, el acido
poligalacturdnico sélo mostré sefal en la linea de base, evidenciando el alto peso molecular
y minima afinidad con la fase movil, y la pectina citrica mostré dos sefales, tanto en la linea
de base y a un Rf de 0.86, indicando un contenido de monosacaridos similares a la glucosa.
Las reacciones realizadas con la PG, empleando los dos sustratos, acido poligalacturdnico y
pectina citrica comercial, evidenciaron la produccidn de acido D-galacturénico debido al Rf
que presentaron las sefiales de las muestras en las calles 3 y 5 (0.39), similar al del dcido D-
galacturdnico.

Estos resultados indican que la enzima estudiada tiene mas afinidad por el enlace glicosidico
del extremo de la cadena del polimero, formando como producto el mondmero. Sin
embargo, la enzima probablemente puede actuar mediante multiples y simultaneos
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ataques en la cadena, debido a la rapida reduccién de viscosidad que se evidencio a tiempos
cortos de reaccion (Figura 41).

’

1: Acido D-galacturénico

2: Acido poligalacturénico (Sigma)

3: Reaccion PG libre y dcido poligalacturoénico
4: Pectina citrica comercial

5: Reaccion PG libre y pectina citrica

"N 6: Glucosa
2 3 4 5

1 6

Figura 41. Cromatografia de capa fina de los productos de la reaccién catalizada por PG usando acido
poligalacturénico y pectina citrica como sustrato.

Diagrama de Proceso: obtencion y recuperacion de PG producida por S.
halstedii 10897

Se describid el proceso para seleccionar el microorganismo productor de las enzimas de
interés y el proceso de optimizacion del medio de cultivo para maximizar la actividad PG.
Posteriormente, se describieron las etapas necesarias para la recuperacion y purificacién
enzimatica y algunas caracteristicas bioquimicas del tipo de enzima obtenida. Finalmente,
se obtuvo un extracto enzimatico con una actividad a pH 12 de 4.25 U/mL, equivalente a
producir 2.585 mg/mL de azucares reductores y una reduccidn de viscosidad del 95.5% a
los 20 minutos de reaccion. Se determind que el peso molecular aproximado de la proteina
es de 48 kDa y las constantes cinéticas halladas resultaron en valores de Km de 0.150 M y
Vmax de 2.296 umol/min. La figura 42 muestra el proceso en un diagrama de bloques en el
cual se describen las etapas de proceso y los flujos, con los detalles de la operacién.
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Medio
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Figura 42. Diagrama de bloques del proceso de fermentacidn y recuperacién de PG producida por S. halstedii
ATCC 10897.

Conclusion parcial

Las enzimas con actividad poligalacturonasa producidas por S. halstedii ATCC 10897 son de
caracter alcalofilico y presentan actividad d6ptima a pH 12 y 50 °C. Son proteinas
monoméricas con un peso molecular aproximado de 48 kDa. El proceso de recuperacién y
purificacién de la proteina se propone en un paso principal de ultrafiltracion en membrana
tipo cassete de 10 kDa de peso molecular de corte, lo cual favorece los rendimientos del
proceso. El extracto enzimdtico purificado obtenido presentéd una concentracién de
proteina de 2.125 mg/mL con elevada estabilidad en presencia de iones potasio y sodio y
solventes organicos. A través del proceso de purificacion y optimizacidn de las condiciones
de reaccion, la actividad enzimatica fue aumentada 4 veces con respecto del sobrenadante
de cultivo evaluado a pH 7 y 50 °C.
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3. INMOVILIZACION Y BIOCATALISIS

UNION A SOPORTES

Seleccion del soporte

El proceso de inmovilizacidn de la enzima en agarosa funcionalizada se realizé usando tres
tipos de grupos reactivos en la superficie del soporte, éstos fueron glioxil, PEl y MANAE. Las
enzimas interaccionan a través de diferentes mecanismos segun el grupo funcional, con el
glioxil-agarosa se producen enlaces covalentes entre aldehidos lineales en el soporte y
grupos amino de la proteina, especialmente lisinas superficiales. El PEl-agarosa y MANAE-
agarosa, son soportes con grupos amino que producen interacciones por adsorcién con la
enzima. Con el propésito de identificar un soporte que permita una inmovilizacion eficiente
y preserve la actividad enzimdtica, se usaron los tres en mencion y se evalud el curso de la
inmovilizacion durante 180 minutos (Figura 43).
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Figura 43. Inmovilizacion enzimatica en soportes de agarosa funcionalizada a 28 °C y agitacion orbital, la
concentracidn inicial de proteina fue 1 mg/mLy se midid la fraccidn soluble a intervalos de 30 minutos.

Se analizé la fraccidon de proteina soluble remanente a intervalos de 30 minutos y por
diferencia con respecto de la cantidad inicial de proteina, se calculd la fraccién unida. La PG
fue satisfactoriamente inmovilizada en los soportes ensayados, obteniendo mas del 60% de
inmovilizacion en tan solo 30 minutos con los 3 tipos de agarosa funcionalizada, sugiriendo
una interaccion rapida entre las proteinas y los diferentes grupos reactivos disponibles en
la superficie de las particulas. Durante la inmovilizacion en glioxil-agarosa y MANAE-agarosa
se conservo constante la fraccion de proteina unida al soporte pasados los 180 minutos de
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proceso; usando PEl-agarosa disminuyd la cantidad de proteina inmovilizada mostrando
una reversibilidad en las interacciones.

Dado que los tipos de unidn entre las enzimas y los grupos amino del soporte PEl-agarosa
se dan por interaccién idnica, se puede indicar que la fuerza de adsorcion es inestable y de
cardcter reversible debido a la composicién y estructura especifica de la proteina y al tipo
de interacciones electrostdticas que se establecen con los diferentes grupos amino
disponibles (Wu et al., 2014). Por el contrario, los soportes MANAE- y glioxil-agarosa
evidenciaron uniones estables con las proteinas durante todo el tiempo evaluado,
resultando un promedio del porcentaje de inmovilizacion de 75% y 65%, respectivamente.

Las condiciones de inmovilizacidn, tales como estrés mecanico y variaciones de las
magnitudes fisicoquimicas puede generar efectos adversos en la actividad enzimatica, por
lo cual lograr altos porcentajes de inmovilizacion no necesariamente implica elevados
niveles de actividad enzimatica. Es por ello que fue necesario realizar reacciones de
hidrélisis de acido poligalacturénico para comprobar que los biocatalizadores heterogéneos
obtenidos retuvieron su actividad enzimdtica (Figura 44A). Este estudio para el andlisis del
avance de cada reaccién enzimatica en funcion del tiempo, sugirié que se produce hidrdlisis
del polimero desde el inicio de la reaccidn y la maxima concentracion del producto se logré
a las 4 horas con los tres biocatalizadores evaluados. Posterior a las 4 horas de la reaccion
hidrolitica no hubo variaciones significativas, obteniéndose una concentracién de producto
en mg/mL de 1.556 + 0.107, 1.266 + 0.019 y 0.748 + 0.012 usando glioxil, PEl y MANAE,
respectivamente. Bajo las condiciones experimentales evaluadas, el mejor resultado fue el
obtenido empleando el biocatalizador de glioxil-agarosa, logrando una mayor formacién de
producto que con los inmovilizados por adsorcién, ademas de un rendimiento maximo de
3.069 + 0.156 g/g (Figura 44B).

Cada sistema de inmovilizacion evaluado puede tener un comportamiento singular debido
a las diferentes condiciones del proceso, tales como las distribuciones de los grupos
reactivos del soporte, el grado de activacidon y la conformacion, estructura y orientacion
molecular de la proteina (Talbert y Goddard, 2012), por lo que el mecanismo de unién
puede cambiar la conformacion del sitio activo de la enzima afectando los rendimientos de
conversion. Por lo tanto, la comparacién del desempefio en la reaccidn entre los diferentes
biocatalizadores fue clave para el desarrollo del biocatalizador inmovilizado con méxima
actividad PG y asi favorecer el desarrollo de las aplicaciones en alimentos y ambiente. En
este sentido, el biocatalizador heterogéneo con actividad PG inmovilizado en glioxil-agarosa
mostré el mejor desempeno en ambas cuestiones, el porcentaje de inmovilizacion de la
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proteina y su actividad catalitica, siendo éste soporte el seleccionado para los ensayos
experimentales subsiguientes.
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Figura 44. Reaccidn enzimatica con biocatalizador inmovilizado con actividad PG. (A) Cinética de la reaccidén y
(B) Rendimiento del producto a 4 horas de reaccion. El rendimiento (g/g) es expresado en g de &acido D-
galacturdnico producido por g de proteina. Las reacciones se realizaron por triplicado empleando acido
poligalacturdnico (1% (p/v)) como sustrato.

Disefio y optimizacion del biocatalizador en glioxil-agarosa

Posterior a la seleccién del soporte glioxil-agarosa como el mejor para la inmovilizacién de
la enzima, se realizé un disefio experimental de dos factores 5x3: concentracidn de proteina
(A) a cinco niveles entre 0.25 y 2.00 mg/mL y cantidad de soporte (B) a tres niveles entre
0.05 y 0.2 g/mL, con el propdsito de mejorar las condiciones de inmovilizacion para
maximizar la hidrélisis del acido poligalacturénico. Los datos experimentales fueron
analizados estadisticamente para identificar los efectos simples (A y B) y de interaccion (AB)
de los factores en las variables de respuesta basados en los coeficientes de determinacién
(R?), los cuales indicaron que los modelos matematicos del disefio factorial se ajustan y
explican mads del 83% de las variaciones observadas en las mediciones (Tabla 17).

Si bien la concentracién de proteina y la cantidad de soporte afectaron positivamente el
porcentaje de inmovilizacién (valor-p = 0.000), esta respuesta sélo varié entre 40 y 58%
siendo cercano al 60% de inmovilizacion hallado en el experimento previo (Figura 43) cuyas
condiciones experimentales fueron iguales a las del tratamiento 8. De otro lado, los valores
de la concentracion de acido D-galacturdénico generado y el rendimiento de la reaccion
aumentaron en algunos tratamientos, superando los valores obtenidos previamente de
1.556 +0.107 mg/mLy 3.069 + 0.156 g/g, respectivamente. En este sentido, las condiciones
del tratamiento 4 promovieron un incremento de 1.5 veces la concentracidn de producto y
el andlisis de varianza indicé que la concentracién de proteina tiene un efecto significativo
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positivo, contrario al efecto de la cantidad de soporte, el cual fue negativo para la respuesta
de concentracion de producto. Entonces, el disefio experimental indicd que los mayores
valores de producto fueron obtenidos con la mayor cantidad de proteina y menor cantidad
de soporte. Respecto del rendimiento, éste fue mayor cuando ambos factores de estudio
estuvieron en los niveles minimos debido al efecto negativo y significativo de la
concentracion de proteina y cantidad de soporte, adicionalmente, el efecto de la
interaccion (AB) favorecid esta respuesta. Asi que, ambos factores tuvieron que estar en
niveles bajos para alcanzar los maximos rendimientos de conversién.

Tabla 17. Matriz experimental del disefio 5x3 de dos factores para la inmovilizacion de la PG producida por S.
halstedii ATCC 10897 variando (A) concentracién de proteina y (B) cantidad de soporte como factores de
estudio.

Factores Variables respuesta

Tratamiento | Proteina (A) Soporte (B) Inmovilizacion Producto Rendimiento
(mg/mL) (g/mL) (%) (mg/mL) (s/g)

1 0.25 0.05 40.2+2.6 0.537 £0.019 8.777 £0.142
2 0.50 0.05 42.2+3.5 1.796 £ 0.087 10.296 £ 0.765
3 1.00 0.05 46.0+1.1 2.282 +0.053 9.714 £ 0.678
4 1.50 0.05 47.7+3.4 2.493 £0.130 3.993 £0.194
5 2.00 0.05 50.8+25 2.170+£0.061 2.186 £ 0.010
6 0.25 0.10 525+35 0.650 £ 0.024 5.530+£0.791
7 0.50 0.10 57.2+0.6 0.959 £0.023 3.356+£0.120
8 1.00 0.10 57.1+£0.5 1.332 £ 0.088 2.962 +0.283
9 1.50 0.10 57.0+1.0 1.343 £+ 0.053 1.501 +0.036
10 2.00 0.10 57.2+1.2 1.846 £ 0.025 1.261+£0.129
11 0.25 0.20 47.3+3.0 0.700 £ 0.155 5.355+0.218
12 0.50 0.20 47517 1.033 £0.073 4,135+0.212
13 1.00 0.20 51.0+1.0 1.738 £0.224 4.003 £0.135
14 1.50 0.20 52.2+0.9 1.969 +0.024 2.765 £ 0.094
15 2.00 0.20 53.3+1.9 1.938 +£0.018 1.584 +0.097

Inmovilizacion 0.000 (+) 0.000 (+) AB =0.209 AB=0.718 AB =0.016(+)

Valor-p Producto 0.000 (+) 0.009 (-) R?2=85.1 R?=83.7 R2=87.6
Rendimiento 0.000 (-) 0.000 (-) Nivel de significancia (a) = 0.05

El efecto de la interaccion (AB) en el rendimiento de la reaccién se ilustra en la figura 45,
observandose que los maximos rendimientos obtenidos varian entre 8.777 y 10.296 g/g
empleando 0.25, 0.50 y 1.00 mg/mL de proteina y 0.05 g/mL del soporte glioxil-agarosa
(tratamientos 1, 2 y 3 en la tabla 17) excediendo en 3.3 veces el rendimiento obtenido en
el tratamiento 8. Estos resultados sugieren que la carga de proteina en el soporte podria
aumentar la resistencia a la transferencia de masa del sustrato debido a restricciones
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espaciales y obstaculizar la difusién molecular, efectos indeseables que se pueden disminuir
empleando baja concentracién de proteina en el proceso de inmovilizacién (Talbert y
Goddard, 2012).
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Figura 45. Grafico de interaccién de los factores evaluados (AB) en el disefio experimental 5x3 y sus efectos
en la variable de respuesta Rendimiento (g/g). Los resultados de los tratamientos indicados con la linea
continua favorecieron el rendimiento de producto.

Sin embargo, las condiciones que proporcionaron el maximo rendimiento presentaron
menores porcentajes de inmovilizacion, siendo de 40.2, 42.2 y 46.0 para 0.25, 0.50y 1.00
mg/mL de proteina, respectivamente. En consecuencia, se debid definir una estrategia para
aumentar la cantidad de enzima unida al soporte y asi identificar una carga de proteina
eficiente (miligramos de proteina unida a cada gramo de soporte). En este sentido, se
propuso realizar inmovilizaciones en etapas sucesivas que fueron llevadas a cabo fijando la
cantidad de soporte (0.05 g/mL) y renovando la solucién de proteina. La figura 46 muestra
la proteina unida al soporte al término de cada etapa de inmovilizacién y se observd que
dos procesos independientes y consecutivos son suficientes para alcanzar la méxima carga
de proteina y un tercer procedimiento no aumentd significativamente esta variable.
Aplicando esta metodologia en dos etapas (11 y 12), se alcanzd una carga de proteina de 4.5,
10.0 y 16.8 mg/g empleando una concentracion de proteina de 0.25, 0.50 y 1.00 mg/mL,
respectivamente.

La capacidad de carga de proteina del soporte depende principalmente del didmetro y area
superficial de las particulas, lo cual produce una carga de proteina maxima constante si su
disposicidon se da en una monocapa (Jia et al., 2003), sin embargo, se pueden producir
interacciones proteina-proteina y adherirse dentro de los poros del soporte mediante
difusion molecular, produciendo una disposicién en cimulos o multicapa aumentandose la
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capacidad de carga, lo cual podria explicar el resultado maximo de 16.8 mg/g aplicando 2.0
mg/mL de proteina. Sin embargo, el rendimiento de la reaccién enzimatica se mantuvo en
un valor promedio de 10 g/g sin efectos significativos atribuidas a las variaciones de la
cantidad de proteina, debido a que aquellas proteinas unidas hacia el interior de las
particulas del soporte tienen minima actividad enzimatica. Por lo tanto, es conveniente una
carga final de 4.389 mg/g de la enzima de interés en el glioxil-agarosa (Figura 46).
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Figura 46. Efecto de las inmovilizaciones sucesivas y la carga de proteina en el biocatalizador de glioxil-agarosa
en la reaccién enzimatica variando la concentracidn inicial de proteina y el rendimiento obtenido en la
reaccion enzimatica. Cinética de la reaccidn de hidrdlisis empleando enzima libre e inmovilizada (0.25 mg de
proteina por mL de mezcla de reaccion).

Investigaciones referidas a la inmovilizacion enzimatica en microparticulas porosas,
sugieren que el comportamiento catalitico depende de la movilidad de las particulas y que
se ajusta a la teoria de las colisiones, en donde la velocidad de reaccién es funcién del
tamafio de particula, la viscosidad del medio y de la frecuencia de las colisiones, las cuales
se favorecen por bajas moles del reactivo (Jia et al., 2003). En este proceso de optimizacion
el minimo valor de carga de proteina aumenté el rendimiento del producto y podria ser
favorable para la movilidad de las particulas y el desempefio catalitico de la enzima
inmovilizada en glioxil-agarosa. Por esto, el mejor biocatalizador heterogéneo para la
degradacion de compuestos pécticos fue aquel preparado con 0.05 g/mL de glioxil-agarosa
mediante dos procesos de inmovilizacién independientes y sucesivos, de 90 minutos cada
uno y con una concentracion inicial de proteina de 0.25 mg/mL para lograr una carga de
proteina final de 4.389 mg/g. La reaccion enzimatica con dicho biocatalizador permitié
obtener una concentracion de &acido D-galacturénico de 2.847 + 0.090 mg/mL y un
rendimiento en la reaccion de 10.087 + 0.146 g/g pasadas 5 horas de reaccion.
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Algunos estudios han reportado experiencias con diferentes proteinas inmovilizadas en
soportes de agarosa activada (Fernandez-Lorente et al., 2015), pero la diversidad de las
moléculas de proteinas y de las microparticulas funcionalizadas hacen dificil explicar o
desarrollar un modelo matematico o fundamento tedrico universal para que sea aplicado a
todos los sistemas proteina-soporte. Por ello, cada estudio describe sistemas especificos de
inmovilizacién, y en el presente trabajo doctoral se reportan resultados positivos de unién
covalente de PG en glioxil-agarosa.

Cinética enzimadtica: biocatalizador glioxil-agarosa con actividad PG

Las cinéticas de formacion de producto en las reacciones enzimdticas utilizando el
biocatalizador desarrollado en el soporte glioxil-agarosa y la enzima libre, se realizaron para
identificar diferencias atribuidas al proceso de inmovilizaciéon (Figura 47). En ambas
reacciones, se observé que la maxima conversidn a producto no difiere significativamente
de los 3 mg/mL de acido D-galacturénico. No obstante, las diferencias se basan en la
cinética; mientras que la reaccién con la PG libre tardé 30 minutos para alcanzar la maxima
formacién de producto, la enzima inmovilizada en glioxil-agarosa evidencié menor
velocidad de reaccion requiriendo de 5 horas. Este comportamiento se debe principalmente
a las limitaciones difusionales por la resistencia a la transferencia de masa que se da en un
sistema reactivo en el cual se han limitado los grados de libertad del catalizador (Wu et al.,
2014). Otros factores determinantes que condicionan el comportamiento cinético son la
densidad de carga idnica en el microambiente del soporte y los cambios conformacionales
de la enzima por efecto de las uniones covalentes (Datta et al., 2013).
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Figura 47. Cinética de la reaccion de hidrdlisis de acido poligalacturdnico 1% (p/v) empleando la enzima libre

y el biocatalizador inmovilizado en glioxil-agarosa bajo las condiciones optimizadas. Las reacciones se
realizaron empleando 0.25 mg de proteina por mL de mezcla de reaccidn.
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Los parametros cinéticos segun el modelo de Michaelis-Menten calculados mediante la
linealizacién de Lineweaver—Burk indicaron valores de 0.395 M y 0.242 umol/min, para Km
y Vmax, respectivamente (Figura 48). Tomando un intervalo de confianza del 95%, la
constante Km puede tomar valores entre 0.284 y 0.663 My la velocidad maxima de reaccidn
puede variar entre 0.195 y 0.375 umol/min.
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Figura 48. Parametros cinéticos del biocatalizador inmovilizado en glioxil-agarosa segin el modelo de
Michaelis-Menten. (A) Velocidad enzimatica y (B) Linealizacién de Lineaweaver-Burk.

Estabilidad y reusabilidad del biocatalizador glioxil-agarosa

La estabilidad del biocatalizador heterogéneo es definida como el tiempo durante el cual se
retiene su actividad hasta un valor relativo del 50% de la inicial y puede ser afectada por
diferentes condiciones ambientales como la temperatura y el pH. Respecto de las
condiciones térmicas, se observaron mejoras en la estabilidad con respecto de la enzima
libre, la enzima inmovilizada conservé completamente su actividad después de ser expuesta
durante 8 horas a 30 °C y 40 °C, a una temperatura de 50 °C el biocatalizador preservé el
60% de su actividad y a 60 °C y 70 °C se desactivd en el tiempo evaluado (Figura 49A). Los
efectos del pH en el sistema glioxil-agarosa fue evaluado durante 8 horas a temperatura
ambiente y los resultados sugieren que en condiciones acidas (pH 3 - 6) se reduce levemente
su actividad a un rango entre 80% y 90% y condiciones neutrales a alcalinas preservaron
completamente la actividad catalitica (Figura 49B).

Al realizar un andlisis comparativo de la enzima libre y el sistema inmovilizado, se destaca
gue con el soporte glioxil-agarosa, la enzima es estable en un mayor rango de pH dado que
las condiciones acidas no afectaron significativamente.
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Figura 49. Estabilidad de la enzima libre e inmovilizada en glioxil-agarosa reportada como actividad relativa a
las 8 horas. (A) Efecto de la exposicion a diferentes temperaturas y (B) Condiciones de pH.

A una temperatura de 4 °C, ambiente térmico sugerido para el almacenamiento del
biocatalizador heterogéneo, no se afectd significativamente la actividad enzimatica y
después de 145 dias la actividad relativa se hallé en un valor de 85%.

Los ensayos de reusabilidad indicaron que el biocatalizador fue estable durante 90 horas
(Figura 50), es decir que la enzima inmovilizada permitié realizar 18 reacciones sucesivas.
Se pudieron realizar 9 ciclos de reaccion con una actividad relativa superior al 80% y los 9
posteriores con actividad del 50%.
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Figura 50. Reusabilidad del biocatalizador inmovilizado en glioxil-agarosa con actividad PG empleando una

cantidad de proteina de 0.5 mg/mL en la mezcla de reaccidn. La linea punteada indica el limite de estabilidad
referida al 50% de actividad relativa.
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Finalmente, se destaca que el biocatalizador inmovilizado en glioxil-agarosa resulté en la
optimizacién de parametros como la capacidad de carga de proteina, generacidon de
producto, rendimiento de reaccion y estabilidad a condiciones térmicas, de pH y
reusabilidad. El proceso de inmovilizacion optimizado y desarrollado en dos etapas
secuenciales permitié minimizar la capacidad de carga de proteina a un valor de 4.389 +
0.256 mg/g y mejorar el desempefio catalitico, resultando en una conversion de 2.847 +
0.090 mg/mL de acido D-galacturdnico, un rendimiento de 10.087 + 0.146 g/g a las 5 horas
de reaccidn y una reusabilidad de 90 horas.

ATRAPAMIENTO

Matrices de alginato

La gelificacion del alginato de sodio es regida principalmente por las interacciones entre los
grupos carboxilo de los bloques de acido gulurénico y la presencia de cationes divalentes
formando redes mecanicamente estables que constituyen una matriz insoluble, propicia
para la inmovilizaciéon de células y proteinas (Pawar y Edgar, 2012). Es por ello que el
desarrollo de biocatalizadores enzimaticos inmovilizados en estas matrices estd dado por la
optimizacién de las condiciones de la polimerizacion ionotrdpica para el atrapamiento de
las proteinas y que favorezca el intercambio de materia durante la reacciéon enzimatica. De
esta manera, se desarrollaron experimentos secuenciales que permitieron determinar las
condiciones de inmovilizacion para obtener el biocatalizador con maxima actividad PG y alta
estabilidad mecanica.

Los principales factores que definen las caracteristicas del hidrogel formado son la
concentracion del alginato de sodio, su composicion molecular referida a las fracciones de
acido gulurénico y manurdnico, el tipo de catién divalente para la gelificacidon, la
concentracion del mismo y el tiempo de contacto para la difusién de los cationes. Algunos
de estos factores fueron considerados en el desarrollo de un biocatalizador inmovilizado
con actividad PG.

a. Seleccion del biocatalizador: PG de Streptomyces sp. en alginato de sodio

Las cepas del género Streptomyces previamente identificadas en el screening como
productoras de PG, fueron consideradas para la inmovilizacién enzimatica en matrices de
alginato de sodio para definir la de mejor desempefio catalitico. Se emplearon los extractos
enzimaticos de PG parcialmente purificada de las cepas y se utilizé alginato de sodio al 2.5%
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(p/v) usando CaClza una concentracién de 0.2 M durante 10 minutos. El didametro medio de
las particulas formadas fue de 2.73 mm, el porcentaje de proteina atrapada fue del 87% y
esta variable resulté independiente de la cepa productora (valor-p = 0,281). El
biocatalizador obtenido de las diferentes fuentes bacterianas evidencié diferentes niveles
de actividad enzimatica y la hidrdlisis del sustrato varié entre 14.5y 23.5% (Tabla 18). Estas
diferencias se deben probablemente a la variabilidad en la locacion de los aminoacidos en
la proteina, variaciones en el mecanismo de recepcién del sustrato y ataque a los enlaces
glicosidicos o la disposicidn estérica de la proteina dentro de la red del hidrogel afectando
la transferencia de masa (Hiteshi et al., 2013). Se prescindid atribuir efectos negativos a la
presencia del calcio debido a que este catién no afecté la actividad de las enzimas libres
(valor-p =0.202). Estos resultados indicaron que la enzima proveniente de S. halstedii ATCC
10897 sigue siendo la mas activa, promoviendo la formacién de 1.172 + 0.018 mg/mL de
acido D-galacturénico.

Tabla 18. Atrapamiento de PG producidas por diferentes cepas del género Streptomyces en matrices de
alginato de sodio al 2.5% (p/v) usando CaCl2 0.2 M durante 10 minutos. Se registra la actividad de hidrdlisis de
acido poligalacturdnico 0.5% (p/v) con la enzima libre e inmovilizada.

PG libre? . PG-inmovilizada®
Atrapamiento
Cepa Producto Producto Hidrdlisis
(mg/mL) (%) (mg/mL) (%)
ST2 1.122 £+ 0.025 87.2+1.3 0.870 £ 0.054 17.4
S. halstedii | 1.278 £ 0.011 87.7+t1.1 1.172 £ 0.018* 23.4*
ST3 1.105 + 0,022 88.1+1.8 0.911 £0.035 18.2
STS5 0.977 £0.015 86.7+1.3 0.727 £0.019 14.5

Didmetro de particula promedio: 2.65 + 0.18 mm. Los valores corresponden a 3 réplicas.

El contenido de proteina total por mL de mezcla de reaccién fue 20.35 mg de enzima libre y 0.5 mg de enzima
atrapada.

*Los valores de generacion de acido D-galacturénico como producto de reaccién difirieron significativamente
en la actividad enzimatica (prueba LSD p < 0.05).

b. Tiempo de gelificacion ionotrépica

El tiempo de gelificacién ionotrdpica es un factor critico en el proceso de inmovilizacién,
motivo por el cual se realizaron estudios variando el periodo de exposicion del gel a la
solucién de CaCly, para identificar los efectos en la capacidad de retencién de las proteinas
y en la actividad catalitica del biocatalizador y, en definitiva, determinar el mejor tiempo de
gelificacion para los experimentos posteriores (Figura 51).

A mayor tiempo de exposicion del gel a la solucidn con calcio se atrapd una mayor fraccién
de la proteina total disponible, lograndose un atrapamiento completo después de 1 hora
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de proceso. Sin embargo, el efecto en la actividad hidrolitica fue negativa y el biocatalizador
obtenido en esta condicidn mostré una escasa actividad hidrolitica. Los tratamientos
realizados durante 10 y 30 minutos no difirieron significativamente entre ellos y
permitieron una formacién promedio de 1.364 + 0.021 mg/mL de acido D-galacturdnico.
Estos resultados sugieren que un mayor tiempo de contacto permitié la difusion de los
cationes dentro de las perlas de alginato y produjeron una red mas fina y con menor
porosidad, evitando la liberaciéon de las proteinas fuera de la matriz. Sin embargo, esta
condicidn de minima porosidad después de 1 hora de contacto evitd probablemente que el
sustrato pudiera difundir dentro de las particulas y alcanzar el sitio catalitico de las enzimas
para completar la hidrdlisis, debido al tamafio molecular del acido poligalacturdnico, el cual
puede superar los 100 kDa (Yapo, 2011). Un periodo de 30 minutos de contacto del alginato
y la solucidén de calcio resultd en un 90% de atrapamiento de la proteina total, sin embargo,
durante la reaccion enzimdtica no hubo diferencias con el tratamiento realizado durante 10
minutos, asi que se propuso continuar la experimentacién en esta condicién.
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Figura 51. Efecto del tiempo de gelificacidn ionotrdpica en el atrapamiento de la enzima PG en alginato de
sodio al 2.5% (p/v) y en la reaccidén enzimdtica del biocatalizador resultante. La reacciéon de hidrdlisis fue
realizada a 200 rpm, pH 7, 50 °Cy 4 horas.

Otras experiencias realizadas en el laboratorio mostraron diferencias contundentes
respecto del tiempo de exposicion a los cationes, mientras que la inmovilizaciéon de células
de Lactobacillus animalis ATCC 35046 en alginato de sodio requirié de 2 horas para lograr
alta resistencia mecanica con maxima eficiencia biocatalitica, otro sistema reforzado con
nanoarcillas sélo demanddé de 5 minutos (Cappa et al., 2016, 2014). Por ésta razon, fue
imprescindible identificar y dejar fija ésta variable, la cual condiciona el tiempo de proceso.
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c. Diseio y optimizacion del biocatalizador en alginato

Utilizando la PG de S. halstedii ATCC 10897 y realizando la polimerizacién ionotrépica
durante 10 minutos, se realizé un disefio experimental cuyo objetivo fue determinar las
mejores condiciones de concentracién de alginato (2% y 3% (p/v)), tipo de catidon (Ca*?y
Sr*?) y cantidad de proteina (0.25 y 0.50 mg/mL) para maximizar la actividad enzimatica y la
estabilidad del biocatalizador heterogéneo. La solucién de proteina concentrada empleada
para el proceso de inmovilizacién fue obtenida por ultrafiltracién y se obtuvo una
concentracién media de 2.559 mg/mL. Como alternativa al Ca*?, el catién mas usado para
la gelificacion de alginato en aplicaciones biomédicas, se experimentd con Sr*?, ambas sales
de cloro se utilizaron a 0.2 M. Los resultados indicaron que las enzimas inmovilizadas
usando calcio y estroncio produjeron perlas de hidrogel con un didmetro medio de 2.75 +
0.21 mm vy 2.60 £ 0.22 mm (n=25), respectivamente. Respecto de la concentracion de
alginato de sodio, ésta variable no afecté el diametro medio de particula. La difusién de los
cationes a través del polimero favorece la interaccidon entre los iones y los residuos
aniénicos de los acidos gulurdnico y manurdnico del alginato, produciendo las conjunciones
del tipo egg-box de diferentes caracteristicas; asi, una mayor afinidad del hidrogel hacia los
cationes genera redes mas finas disminuyendo el tamafio final de las particulas (Pawar y
Edgar, 2012).

Los resultados de la inmovilizacién y la reaccién enzimatica segun el disefio experimental
planteado (Tabla 19), indicaron que usando 3% (p/v) de alginato de sodio, el porcentaje de
proteina atrapada fue significativamente mayor, reteniendo 1.139 + 0.007 mg de proteina
por mL del biocatalizador heterogéneo (valor-p = 0.0051). Ademas, el porcentaje de
atrapamiento no se vio afectado por el tipo de catién empleado (valor-p =0.1085). Larigidez
y porosidad de las matrices de alginato al 3% (p/v) fueron las mas adecuadas para atrapar
la PG, obteniéndose perlas mas estables y homogéneas.

Respecto de las reacciones de hidrdlisis, se utilizé acido poligalacturénico 0.5% (p/v)
variando la cantidad de proteina en la mezcla de reaccidn. La conversién de la reaccién fue
significativamente mayor con 0.5 mg/mL de proteina (Tabla 19), proporcionando un
intercambio de sustratos y productos adecuado a través de la matriz. La maxima conversion
(29.6% de hidrdlisis) fue obtenida con el biocatalizador preparado con 3% (p/v) de alginato
de sodio y Ca*?(Tratamiento 6).
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Tabla 19. Matriz experimental del disefio factorial para la inmovilizacién de la PG producida por S. halstedii
ATCC 10897 variando la concentracion de alginato de sodio y el tipo de catidn divalente. Efecto de la carga de
proteina en la reaccién de hidrdlisis de acido poligalacturdnico 0.5% (p/v).

Inmovilizacion Reaccidn enzimatica
Tratamiento Alginato Cation Atrapamiento ::;E:I,:: Producto Hidrolisis
(% (p/V) () (%) (mg/mL) (mg/mL) (%)
1 2 Ca*? 815111 0.25 1.229+0.075 246121
2 2 Ca*? 0.50 1.305+0.034 26.1+16
3 2 Sr+2 78.5+0.9 0.25 0.886 £ 0.041 17.7+1.1
4 2 Srt? 0.50 1.074 £ 0.018 215+1.2
5 3 Ca*? 89.5+13 0.25 1.274 + 0.062 255+138
6 3 Ca* 0.50 1.478 £ 0.011 29.6 £0.6
7 3 Srt? 88.6+14 0.25 1.173 +0.019 23.5+0.8
8 3 Sr+2 0.50 1.205 +0.028 24.1+0.9
Valor-p 0.0051 0.1085 R?=95.96 % 0.0020 R2=90.23 %

Adicionalmente, se realizaron pruebas de reusabilidad y mediciéon del hinchamiento
osmético y se observo que el calcio presentd la desventaja de mayor inestabilidad mecanica
del hidrogel comparado con el estroncio, aunque fue el calcio el catiéon que resultd en una
mejor eficiencia en la biotransformacién. En la tabla 20 se muestra que las perlas de alginato
gelificadas con Ca*? tuvieron el mayor hinchamiento osmético de 63.5%, conduciendo a un
incremento en la porosidad, retencion de agua y ruptura de la matriz debido al estrés
mecanico durante la reusabilidad de los biocatalizadores, conduciendo a una reduccion
significativa del tiempo durante el cual permanecié activo el biocatalizador (44 horas)

Tabla 20. Efecto de la concentracién de alginato y el tipo de catidn divalente en las propiedades de estabilidad
catalitica y mecanica de los biocatalizadores inmovilizados en matrices de alginato empleando una carga fija
de proteina de 0.5 mg/mL.

Estabilidad
Alginato Cation Reusabilidad Hinchamiento
(% (p/V)) () (h) (%)
2 Ca* 36 59.5+2.8
Sr+2 40 43.4+1.2
3 Ca* 44 63.5+2.5
Sr+2 60 37.3+£0.9
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Estos efectos de cationes divalentes en geles de alginato han sido reportados (Davidovich-
Pinhas y Bianco-Peled, 2010; Mgrch et al., 2006) y sugieren que las caracteristicas de
hinchamiento y la afinidad del alginato hacia los cationes depende de la estructura y
composicion del copolimero (dcido manurdnico y gulurdnico). También, se ha sugerido el
siguiente orden en la afinidad del polimero hacia los cationes: Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca >
Co, Ni, Zn > Mn (Pawar y Edgar, 2012). Sin embargo, pruebas preliminares mostraron que
algunos cationes como el plomo, cobre y cadmio promueven la desnaturalizacién de la
proteina, y otros cationes (manganeso, niquel y cobalto) inactivaron parcialmente la
proteina. De otro lado, el estroncio probablemente contribuyd a uniones mas estrechas en
la configuracion del tipo egg-box resultando en un biocatalizador mas estable y de menor
didmetro, pero con una accién hidrolitica menos eficiente. Adicionalmente, se observé en
términos cualitativos, abrasion en la superficie de las particulas obtenidas al 2% (p/v) de
alginato, lo cual repercutid en la estabilidad, obteniendo la menor reusabilidad (36 horas).
En suma, la mejor concentracién de alginato es 3% (p/v), los mejores resultados de actividad
enzimdtica se lograron empleando calcio y las mejores caracteristicas de estabilidad
mecanica se obtuvieron con estroncio, pero la hidrélisis maxima con Sr*? fue 23.91%. En
este sentido, se propuso una nueva estrategia metodoldgica empleando una mezcla de
ambas sales con el propdsito de optimizar las propiedades mecdnicas y cataliticas del
sistema.

El alginato de sodio al 3% (p/v) fue polimerizado empleando mezclas de las soluciones de
CaCly y SrCl; 0.2 M en relacién volumétrica Ca*2:Sr*2 de 4:1, 1:1 y 1:4 para evaluar el efecto
en la actividad catalitica y la estabilidad del biocatalizador obtenido (Tabla 21). Se observa
gue, usando una solucién con calcio y estroncio en las tres proporciones evaluadas, se
mejoré la estabilidad del biocatalizador aumentando el tiempo de reusabilidad y
reduciendo el hinchamiento en comparacion con las perlas obtenidas a partir de CaCl,. Los
resultados de la actividad enzimatica de los tratamientos con una mezcla de los cationes en
relacion volumétrica de 4:1 y 1:1 revelaron que no difieren significativamente entre ellos,
obteniéndose una media de 1.515 mg/mL de acido D-galacturdnico, 30.3% de hidrdlisis y
98.34% de reduccion de la viscosidad. Por el contrario, el tratamiento en relacion 1:4
(Ca*2:Sr*?) resulté en el menor desempefio catalitico, con resultados similares al
biocatalizador obtenido a partir de SrCl,. Entonces, mediante el uso de una solucién con
mezcla 4:1 (v/v) de las sales de cloruro de calcio y estroncio, la conversién en la reaccion
alcanzo el mismo nivel que usando sdlo calcio y la estabilidad mecanica del biocatalizador
se aumentd significativamente llegando a valores de 58 horas de reusabilidad y 42.6% de
hinchamiento osmdtico. Se comprobd que la mezcla de los cationes permite obtener un
material para biocatalisis que provee un equilibrio entre el desempefio de Ia
biotransformacion y las caracteristicas de estabilidad del biocatalizador heterogéneo.
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Tabla 21. Efecto de la mezcla de cationes de calcio y estroncio en el atrapamiento de PG en matrices de
alginato al 3% (p/v), en la estabilidad mecanica y en la hidrdlisis de acido poligalacturdnico. La carga de
proteina para la reaccidn fue fijada a 0.5 mg/mL.

Mezcla de cationes
E:E::Sifg Producto Hidrolisis Rs‘:;:g:;;::e Reusabilidad  Hinchamiento
(v/v) (mg/mL) (%) (%) (h) (%)
4:1 1.534+0.041 30.7+£1.2 98.9+0.8 58 426+1.3
1:1 1.497 £ 0.033 29.9+0.9 97.8+ 0.7 50 47.1+1.2
1:4 1.285 + 0.022 25.7+£0.8 96.5+ 0.5 54 415+1.2

Como indicador de las caracteristicas de rigidez y estabilidad mecanica de las perlas de
alginato se determind el médulo de almacenamiento (G’) en funcién de presiones aplicadas
en forma de estrés oscilatorio (1 Hz de frecuencia). En la figura 52 se indica la respuesta
reoldgica de los geles de alginato al 3% (p/v) y se identificé una zona de plateau entre 0.01
y 0.2 Pa, en esta region del estrés oscilatorio el médulo G’ fue constante y se obtuvieron
valores de 5.37 Pa para el biocatalizador preparado con CaCl, 5.68 Pa con SrCl,y CaCl; en
una mezcla 4:1 (v/v) y 6.19 Pa con SrCl,. Estos resultados indican que la polimerizacion del
alginato utilizando estroncio provee mayor rigidez que el calcio y que la mezcla de cationes
(4:1) permitié obtener un valor G’ intermedio a ambos cationes.

—— CaCl,
— SrCl,

—— 4:1(v/v)

G' (Pa)

0 T T 1
0.01 0.1 1 10

Estrés oscilatorio (Pa)

Figura 52. Comparacion del médulo de almacenamiento (G’) bajo diferentes condiciones de estrés oscilatorio
de las matrices formadas por gelificacion del alginato de sodio 3% (p/v) con diferentes condiciones catidnicas.
La mezcla evaluada fue en una relacién 4:1 (v/v) de CaClz y SrCl2 a concentraciones 0.2 M.
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d. Cinética enzimatica: biocatalizador en alginato con actividad PG

La cinética de la reaccién de hidroélisis del acido poligalacturénico con el mejor
biocatalizador obtenido mediante atrapamiento en alginato de sodio, obtenido por
gelificacion del alginato al 3% (p/v) con una mezcla 4:1 (v/v) de CaCl, y SrCl; 0.2 M y una
carga de proteina de 0.5 mg/mL, resultdé en una generacion de 1.542 mg/mL de acido D-
galacturdnico (30.8% de hidrdlisis) y una reduccién de viscosidad del sustrato de 98.9% a un
tiempo de 2 horas (Figura 53). Con la enzima libre y empleando como sustrato una solucién
de 4cido poligalactironico al 0.5% (p/v), se alcanzé el mismo valor maximo de hidrdlisis
después de 30 minutos de reaccidn, éstas diferencias cinéticas entre el biocatalizador libre
y el heterogéneo son debido a la barrera difusional que el sustrato tiene que ir superando
a través de la matriz, lo cual requiere mayor tiempo para alcanzar el sitio de unién al
sustrato de la enzima atrapada (Andriani et al., 2012). Adicionalmente, este resultado
mostré un mejor comportamiento cinético que el biocatalizador obtenido por unién
covalente al soporte glioxil-agarosa (5 horas), reduciéndose 3 horas el tiempo de reacciéon
(Ramirez-Tapias et al., 2016). Sin embargo, el rendimiento de la conversiéon con el
biocatalizador desarrollado en glioxil-agarosa fue 3.25 veces mayor al obtenido en la matriz
de alginato.
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Figura 53. Cinética de hidrdlisis del acido poligalacturdnico con el biocatalizador inmovilizado con actividad
PG en alginato de sodio 3% (p/v) gelificado con una mezcla 4:1 (v/v) de CaCl; y SrCl> 0.2 M y una carga de
proteina de 0.5 mg/mL.
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Finalmente, se determinaron los parametros cinéticos (Vmax y Km) especificos para el
biocatalizador inmovilizado en hidrogel de alginato, los cuales fueron calculados segun la
linealizacidn de Lineaweaver-Burk, los valores obtenidos fueron 0.539 pumol/min y 0.062 M,
para la velocidad maxima y la constante de afinidad, respectivamente. Al definir un
intervalo de confianza del 95%, Km puede tomar valores entre 0.027 y 0.076 M Vmax puede
variar entre 0.335 y 0.562 pmol/min.
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Figura 54. Parametros cinéticos del biocatalizador inmovilizado por atrapamiento en matriz de alginato. (A)
Velocidad de reaccidon enzimatica y (B) Linealizacion del modelo de Michaelis-Menten segun Lineaweaver-
Burk.

e. Estabilidad y reusabilidad del biocatalizador en alginato

A pesar de que el alginato de sodio ha sido utilizado ampliamente como vehiculo para la
liberacion de drogas farmacéuticas y para atrapar células enteras, su uso para la
inmovilizacion de proteinas sigue siendo objeto de estudio porque cada sistema de
biocatalisis con enzimas ha mostrado comportamientos especificos que dependen de
multiples factores, especialmente de las estructuras moleculares tanto de la enzima como
de su sustrato. Sin embargo, un parametro importante para indicar que un biocatalizador
es econdmicamente apto para ser aplicado en procesos de biotransformacion a mayores
escalas, es el tiempo de reusabilidad y niumero de ciclos de reaccidn, los cuales son factores
claves porque indican la frecuencia de recambio de los biocatalizadores heterogéneos
(Bolivar et al., 2015).

Las pruebas de reusabilidad con el biocatalizador inmovilizado en alginato de sodio,
mostraron que no hubo una pérdida significativa de la actividad enzimatica durante 28
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horas y el biocatalizador se mantuvo estable hasta 58 horas de operacidn, lo cual permitié
realizar 29 ciclos de reaccién (Figura 55A).
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Figura 55. Reusabilidad de la PG inmovilizada. (A) Tiempo de reusos del biocatalizador estabilizado obtenido
por atrapamiento en alginato de sodio 3% (p/v) gelificado con una mezcla 4:1 (v/v) de CaCl.y SrCl> 0.2 M y
una carga de proteina de 0.5 mg/mL. La linea punteada indica el limite de estabilidad referida al 50% de
actividad relativa. (B) Numero de ciclos de reusabilidad de diferentes enzimas hidroliticas inmovilizadas por
atrapamiento en matrices de alginato de sodio.

En este sentido, los resultados hallados son relevantes dado que son destacadamente
superiores a otros referidos a enzimas glicoliticas inmovilizadas en matrices de alginato
(Figura 55B), en los que el maximo numero de ciclos de reusos posible son 11 (Li et al.,
2007). Finalmente, la actividad relativa en condiciones de almacenamiento a 4°C resulté en
un 65% después de 21 dias.

Para concluir, la inmovilizacidn de la PG producida por S. halstedii ATCC 10897 en alginato
de sodio con calcio y estroncio en relacidn 4:1 (v/v) resultoé ser una alternativa viable y eco-
compatible. Se considera que éste es el primer reporte cientifico que usa la combinacién de
los cationes para la gelificacion ionotrdpica y atrapamiento enzimatico, resultando en un
biocatalizador que a las 2 horas de reaccion produjo 1.542 + 0.016 mg/mL de &acido D-
galacturdnico, un rendimiento de 3.084 + 0.042 g/g y una reduccion de viscosidad del
sustrato de 98.9 + 1.2%, con destacada estabilidad mecanica y catalitica, manteniendo
actividad durante 58 horas de uso continuo

Matrices de agar
a. Seleccion del termogel

El proceso de inmovilizacién por atrapamiento en termogeles se realizd usando cuatro tipos
de agar denominados: Gracilaria, Pterocladia, Gelidium y bacterioldgico, los cuales fueron
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evaluados en cuanto al desempefio en la reaccidén enzimatica y la estabilidad mecdanica de
cada matriz (Tabla 22). Los biocatalizadores heterogéneos se obtuvieron empleando una
solucién de cada agar a una concentracion de 4% (p/v), se mezcld en relaciéon 1:1 (v/v) con
la solucidn de proteina y se realizd la gelificacién por descenso de la temperatura. Los
ensayos de estabilidad mecdnica fueron realizados evaluando la reusabilidad de cada
biocatalizador hasta su desactivacién y en la tabla 22 se reporta la actividad relativa después
de 42 horas de reusos sucesivos. Adicionalmente, se midié el hinchamiento osmético v,
mediante barridos de estrés oscilatorio, se calculé el angulo de fase (tan § = G”’/G’) como
indicador de la microestructura y rigidez de las particulas obtenidas.

Tabla 22. Propiedades cataliticas y de estabilidad mecanica de la PG inmovilizada por atrapamiento en
diferentes tipos de agar al 2% (p/v).

Reaccién enzimatica Estabilidad
Tipo de agar Producto? Rendimiento? Reusos (42 h)® Hinchamiento 6¢
(mg/mL) (g/8) Actividad relativa (%) (%) ()
Gracilaria 1.657+£0.042 1.071+0.018 29.5NA 3.12+0.8 13.39
Pterocladia 1.724 £ 0.035 1.034+0.021 36.11NA 295+1.1 14.06
Gelidium 1.674 £0.053 1.046 +0.009 28.4NA 3.15+1.2 14.42
Bacterioldgica | 1.749 £0.022 1.265 £ 0.008 51.13 2.35%0.7 11.63

3Reaccion de hidrdlisis de acido poligalacturdnico 0.5% (p/v). El rendimiento de reaccion refiere a la formacion
de acido D-galacturdnico (g) relativo a la carga de proteina en la matriz (g).

bSe considerd el biocatalizador no activo (NA) cuando la actividad relativa fue inferior al 50%

cAngulo de fase (8) calculado mediante pruebas de viscoelasticidad.

El atrapamiento de la proteina varié entre 67% y 80% usando cada termogel a una
concentracién final de 2.0% (p/v), la formacién de producto se dio en un rango de 1.657
mg/mL y 1.749 mg/mL, respecto del rendimiento en la reaccidn, el agar bacterioldgico
resulté en un valor de 1.265 g/g a diferencia de los agares Gracilaria, Pterocladia y Gelidium,
los cuales fueron similares con un rendimiento medio de 1.050 g/g. El biocatalizador con
actividad PG inmovilizado en agar bacterioldgico superd el tiempo de reusabilidad con
respecto de los otros tipos de agar, resultando activo durante 42 horas. A partir de los
valores calculados de angulo de fase, se infiere que en los agares evaluados prevalecen las
propiedades elasticas sobre las viscosas, permitiendo una retencién adecuada de las
proteinas al interior de la matriz.

En la figura 56 se ilustra el médulo de almacenamiento (G’) en funcidén de la presién
oscilatoria aplicada y se estimd que el agar bacterioldgico posee caracteristicas eldsticas con
mayor resistencia y le siguen en orden descendente el agar Pterocladia, Gracilaria y
Gelidium. En general, se observo que los cuatro tipos de agar tuvieron un comportamiento
del tipo sdlido elastico destacandose el agar bacterioldgico (6 = 11.63°) y aunque el angulo
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de fase de un sdlido ideal es 0°, siempre se disipa una fraccion de la energia mecdnica
suministrada al material (Mohammed et al., 1998; Osswald y Rudolph, 2014). El agar
bacterioldgico resultdé en un mayor mdédulo G y menor angulo de fase debido,
probablemente, a un mayor contenido de agarobiosa (fraccidén neutral y estable) que de
agaropectina (fraccion con aniones sulfato) en su composicién comparado con los demas
agares evaluados. Adicionalmente, el porcentaje de hinchamiento se midié mediante la
relacion de los cambios en didmetro de particula durante las reacciones sucesivas con todos
los biocatalizadores y se encontré que fue menor a 3.15%, sugiriendo una minima
desestabilizacion de las matrices por presién e hinchamiento osmético, lo cual significd que
se preservo el didmetro de poro de las particulas y la retencién de las proteinas dentro de
las mismas. Con base en las propiedades descritas, el agar bacterioldgico evidencié el mejor
desempeiio para desarrollar el biocatalizador inmovilizado en agar con elevada actividad
PG.
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Figura 56. Comparacion del modulo de almacenamiento (G’) bajo diferentes condiciones de estrés oscilatorio
de las matrices formadas por los diferentes tipos de agar a concentracidn final de 2% (p/v).

b. Estabilizacion de la matriz por adicion de cationes

El polimero de agar estd compuesto por agarosa y agaropectina, la agarosa es la fraccion
del polisacarido que tiene el mayor potencial de gelificacion. En el proceso de inmovilizacion
enzimatica, los aniones sulfato de la agaropectina podrian promover la interaccidon con las
proteinas, ademas, una adiciéon de cationes con diferentes caracteristicas de tamafio
atémico y densidad de carga, podria estabilizar la matriz (Gulrez et al., 2003). Por ello, se
evaluaron diversas sales de cloro durante la inmovilizacién para identificar los efectos en la
actividad enzimatica y firmeza del gel. Con este propdsito, se seleccionaron cationes
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metalicos con diferencias en su energia de ionizacién, evaluandose el sodio y el potasio del
grupo alcalino, el calcio y el magnesio de los alcalinotérreos, el manganeso como metal de
transiciéon y el aluminio de otros metales.

2.0

1.55

1.0

0.5

Acido D-galacturénico (mg/mL)

0.0-

c+ Nat  K' mMg? ™ wmn? at?

Atrapamiento (%) 72.2 | 83.3 | 818 | 79.3 | 79.8 | 83.2 | 88.9

Figura 57. Efecto de diferentes sales de cloro 200 mM en el atrapamiento de PG en agar bacterioldgico 2%
(p/v) y la reaccion de hidrdlisis de acido poligalacturdnico 0.5% (p/v). El tratamiento denominado C+ se refiere
al control en agua desionizada.

Los resultados mostraron que el atrapamiento de la proteina fue promovido entre un 6y
16% por la adicion de los cationes (Figura 57); el cloruro de aluminio permitié el
atrapamiento de una mayor fraccidon de proteina disponible (89.9%) pero su actividad
enzimatica fue afectada desfavorablemente por una desnaturalizacién parcial observada
por formacidn de agregados a causa de la precipitacidon de la enzima soluble. Los iones de
Ca*? y Mn*? produjeron una disminucién en la actividad enzimatica, probablemente por
interacciones desfavorables entre el agar y el sustrato, evidenciadas por el debilitamiento
de las perlas en la mezcla de reaccién. Sin embargo, Na*, K* y Mg*? evidenciaron el mismo
desempefio catalitico en comparacién con el biocatalizador de control sin presencia de
cationes (C+). Entonces, estos tres diferentes biocatalizadores fueron sometidos al
procedimiento oscilatorio de viscoelasticidad y pruebas de reusabilidad para medir la
influencia de los iones en la resistencia mecanica de los termogeles (Tabla 23).

Los resultados de la prueba dindmica de viscoelasticidad mostraron cambios en la
temperatura de solidificacion atribuidos a la presencia de los cationes y se incrementé en 3
°C con Mg*? comparado con el tratamiento de control. La desestabilizacién de las matrices
por aumento de la temperatura inicié a 65 °C y a 83 °C ocurrié la fusiéon del polimero
volviendo al estado sol, de esta manera, se observo la histéresis caracteristica de los agares
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solidificandose a valores entre 32 y 35 °C y fundiendo a una temperatura superior a 80 °C
(Mohammed et al., 1998).

Dado que el angulo de fase es mds alto a la temperatura de reaccion (40 °C), éste fue
disminuido notablemente por adicion de los cationes, tanto a 30 °C como a 40 °C. El
biocatalizador con Mg*? fue mas resistente debido a un valor mayor del médulo de
almacenamiento (G’) respecto del moédulo de pérdida (G”), predominando sus
caracteristicas eldsticas sobre las viscosas. La naturaleza del MgCl; permite mayor densidad
de puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua por efectos cosmotrépicos (lllanes et
al., 2012)

Las pruebas de reusabilidad también indicaron resultados relevantes, la actividad relativa
después de 48 horas de reacciones continuas fue del 63% usando MgCl,, siendo 1.4 veces
mas activa que el tratamiento de control debido a la estabilidad molecular de las
interacciones entre el agar, los cationes adicionados y la proteina.

Tabla 23. Efecto de la adicidn de cationes al agar bacterioldgico (2% (p/v)) en la estabilidad mecanica de las
matrices. La respuesta viscoelastica de los geles se determind por un procedimiento dindmico oscilatorio (1Hz)
y una rampa de temperatura (5 °C/min).

Cationes Ti:;::;;; tal::r:\'):e 6(°) Reusos (48 h)?
(200 mM) (°C) 30°C 40 °C Actividad relativa (%)
C+ 32.0 10.41 36.99 44 1NA
NaCl 33.0 2.22 22.83 47.2NA
KCl 34.0 2.26 20.56 60.5
MgCl2 35.0 2.49 18.85 63.0

2Los biocatalizadores fueron reusados sucesivamente durante 48 horas. Se considerd el biocatalizador no
activo (NA) cuando la actividad relativa fue inferior al 50%

Finalmente, aunque Mg a 200 mM mostrd resultados superadores, se observé que
menores concentraciones del catién mantuvieron la actividad catalitica y preservaron las
propiedades mecanicas. De esta manera se minimizo la concentracion de MgCl; a 20 mM
gue maximizé la resistencia mecdanica del termogel (valor-p = 0.102).

c. Diseno y optimizacion del biocatalizador en agar bacteriolégico

El agar bacterioldgico al 4% (p/v) con MgCl, 20 mM vy la solucidén enzimatica con un
contenido de proteina de 2.062 mg/mL fue mezclado a diferentes fracciones volumétricas
de acuerdo con un disefio experimental de mezcla binaria simplex-lattice y modelo
cuadratico (Tabla 24 y figura 58). Con base en el factor de correlacién (R?), los modelos
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cuadraticos de ajuste explican mas del 93% de las variaciones observadas en las variables
de respuesta. Ambos componentes de la mezcla son fundamentales para la preparacion del
biocatalizador y, dado que la porosidad del gel estd gobernada por la concentracion del
polimero, se obtuvieron efectos significativos en la retencién de la proteina (valor-p =
0.0045), la formacién de producto (valor-p = 0.0011) y el rendimiento de reaccién (valor-p
=0.0003).

El porcentaje de atrapamiento varié en un rango de 75.6% (tratamiento 3) y 91.1% (valor
promedio entre los tratamientos 1y 7). Ademas, la generacién de acido D-galacturdnico fue
promovida empleando una fracciéon de proteina entre 35% y 60% (v/v), lograndose una
formacion de producto en promedio de 2.311 + 0.084 mg/mL (tratamiento 2, 3, 4 y 6). El
rendimiento de la reaccion se aumentd minimizando la fraccién de proteina en la mezcla,
siendo 3.48 veces mayor en los tratamientos 1 y 7 respecto del tratamiento 3.

Tabla 24. Matriz del disefio experimental de mezcla binaria para la optimizacién del biocatalizador con
actividad PG variando la fraccidn volumétrica de la solucién enzimatica y el agar bacterioldgico 4% (p/v) en
MgCl; 20 Mm (Agar-Mg*2) como componentes de estudio.

1 10.0 90.0 92.1+2.6 0.198+0.017 1.837+0.054 9.796+0.288 57.5%2.1
2 35.0 65.0 77.2+2.4 0.582+0.011 2.288+0.015 4.348+0.028 64.2+3.2
3 60.0 40.0 75.6+2.1 0.976+0.025 2.343+0.066 2.664+0.074 65.5+2.8
4 35.0 65.0 79.8+1.9 0.602+0.018 2.311+0.121 4.862+0.238 66.6+3.5
5 22.5 77.5 81.6+25 0.395+0.012 2.153+0.127 6.357+0.225 61.9+3.6
6 47.5 52.5 77.6+12 0.794+£0.022 2.303+0.136 3.686+0.191 68.6+3.1
7 10.0 90.0 90.1+13 0.194+0.011 1.926+0.093 8.761+0.355 59.6+2.2

Valor-p 0.0045 0.0011 0.0003

R? 93.46% 96.71% 98.36%

Un analisis mas integrador de las variables de respuesta muestra que incrementar en 5
veces la cantidad de proteina, la generacién de producto aumenta sdélo en 1.25 veces. De
esta manera, los tratamientos 1 y 7 fueron los biocatalizadores mas eficientes dado que
usando una minima carga de proteina fue posible hidrolizar el acido poligalacturdnico hasta
generar 1.881 + 0.015 mg/mL del mondmero, lo cual representd un porcentaje de hidrdlisis
del 37.6% (la produccion de 5 mg/mL de acido D-galacturdnico corresponde al 100% de
hidrdlisis).
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Finalmente, la concentracion optima de agar bacterioldgico fue 3.6% (p/v) y una carga de
proteina de 0.196 + 0.014 mg/g (tratamientos 1 y 7), lo cual sugiri6 que a mayor
concentracion de agar es menor la porosidad de las particulas situacién que favorece la
retencion de la enzima dentro de la red (Bibi et al., 2015).
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Figura 58. Modelos cuadraticos de las respuestas del porcentaje de atrapamiento de proteina (A) y reaccion
enzimatica de los biocatalizadores (B) preparados en Agar-Mg*? segin el disefio de mezclas. Los puntos
corresponden al resultado experimental y las lineas al modelo cuadratico del disefio*.

*Modelos cuadraticos del disefio de mezclas:

1(%) =91.61-A+7641-E—2257-A-E P(mg/mL) =1.89-A+232-E+0.79-A-E
R(g/g) =10.15-A+2.78-E—9.40-A-E

Donde A = fraccién volumétrica de agar — Mg (4%v/v) 90% < A < 60%
E = fraccion volumétrica de proteina (2.062 mg/mL) 10% < E < 40%
I = porcentaje de atrapamiento
P = concentracion de producto
R = rendimiento de reaccién

d. Cinética enzimatica: biocatalizador en agar bacteriolégico con actividad PG

Las técnicas de inmovilizacidon enzimatica mejoran la estabilidad de las proteinas bajo las
condiciones de operacién, pero afectan su comportamiento cinético y pueden disminuir el
rendimiento de reaccidn. Este biocatalizador con actividad PG inmovilizado en agar
bacteriolégico permitié obtener 1.881 mg/mL de producto; usando la enzima libre a una
concentracion de 0.2 mg/mL, se alcanzé un valor de 2.238 mg/mL (Figura 59), siendo un
hallazgo importante porque el rendimiento final de la reaccion sélo varié de 9.279 g/g a
11.190 g/g, entre la PG estabilizada vy libre, respectivamente. También hubo pequefias
diferencias en el curso de la reaccidn, ya que empleando el biocatalizador inmovilizado se
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obtuvo la mdxima concentracién de producto a los 30 minutos de reaccion, difiriendo en 10
minutos con respecto de la enzima libre.
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Figura 59. Cinética de hidrdlisis de acido poligalacturénico 0.5% (p/v) con enzima libre y el biocatalizador
inmovilizado con actividad PG en agar bacterioldgico 3.6% (p/v) preparado en solucion con MgCl> 20 mM y
una carga de proteina de 0.196 mg/mg.

Las caracteristicas de la velocidad enzimatica del biocatalizador inmovilizado con respecto
de la concentracion del sustrato se muestran en la figura 60A. Los pardmetros cinéticos
segun el modelo propuesto por Michaelis-Menten resultaron en valores de 0.421 pumol/min
y 0.031 M, para la velocidad maxima y la constante de afinidad, respectivamente (Figura
60B). Si se toma un intervalo de confianza del 95%, la constante Km se halla en un rango de
0.023 20.038 My la velocidad maxima de reaccion puede tomar valores entre 0.398 y 0.565

pmol/min.
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Figura 60. Parametros cinéticos segin el modelo de Michaelis-Menten del biocatalizador inmovilizado por
atrapamiento en matriz de agar bacterioldgico. (A) Velocidad de reaccién enzimatica y (B) linealizacidn de
Lineaweaver-Burk (B).
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e. Estabilidad y reusabilidad del biocatalizador en matrices de agar
bacteriolégico

La optimizacion de las condiciones de inmovilizacidn en agar bacteriolédgico a través de los
experimentos secuenciales, permitié el desarrollo de un biocatalizador que aumentoé el
rendimiento desde un valor de 1.265 g/g (Tabla 22) hasta 9.279 g/g (Tabla 24), implicando
un incremento de 7.33 veces, minimizando la carga de proteina en la matriz de agar y
mejorando las propiedades de estabilidad mecanica del termogel. La reusabilidad del
biocatalizador indicé una estabilidad sobresaliente bajo las condiciones de reaccidon
manteniendo mas del 80% de la actividad relativa a las 42 horas con una reusabilidad final
hasta de 48 horas (Figura 61).
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Figura 61. Reusabilidad del biocatalizador inmovilizado mediante atrapamiento en matriz de agar
bacterioldgico 3.6% (p/v) con adicion de MgCl, 20 mM y una carga de proteina de 0.196 mg/mg.

La disminucidn de la actividad enzimatica posiblemente se presenté por variaciones en el
sitio activo de la enzima. Sin embargo, el biocatalizador desarrollado fue excepcionalmente
mas estable que otras enzimas inmovilizadas en termogeles similares, porque se obtuvo
una reusabilidad de 96 ciclos y los reportes bibliograficos demostraron como maximo 6
ciclos de reusos (Tabla 25).
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Tabla 25. Ciclos de reusabilidad de diferentes enzimas de la familia glicosil hidrolasas inmovilizadas por
atrapamiento en matrices de agar.

Enzima Fuente Ciclos Referencia
B-1,4-xilanasa Geobacillus stearothermophilus 3 (Bibi et al., 2015)
a-glucosidasa Bacillus licheniformis 6 (Nawaz et al., 2014)
Pectinasa Bacillus licheniformis 4 (Rehman et al., 2014a)
Poligalacturonasa Streptomyces halstedii ATCC 10897 96 Tesis

El efecto del pH y la temperatura en la estabilidad del biocatalizador fue evaluado en un
rango de 3 a 11 y de 20 °C a 60°C, respectivamente (Figura 62). La enzima atrapada en la
matriz de agar bacterioldgico estabilizada con cationes Mg*2 mostré alta actividad en un
amplio rango de pH, de 7 a 11 con una media de concentracién de producto de 1.987 mg/mL
(Figura 62A) y 39.7% de hidrdlisis del acido poligalacturdnico. Este resultado demostré una
estabilidad y actividad mejorada en el rango de neutro a alcalino extremo, diferenciandose
de la enzima soluble que descendid su actividad en un 65% a pH 7 (Ramirez-Tapias et al.,
2015). La figura 62B muestra que a 20 y 30°C el biocatalizador redujo la conversion a
producto al 80 y 43% de la actividad mdaxima, respectivamente; y el rango optimo de
actividad fue entre 40 y 50°C. La reduccién de la actividad enzimdatica en la temperatura
baja se presentd por una reduccién en la difusividad molecular de los sustratos y productos
a través de las particulas, la cual es una variable dependiente de la temperatura. A 60°C se
observé un leve descenso y las particulas estuvieron mas blandas debido a que las zonas de
union mas débiles de las moléculas del polimero inician su proceso de desestabilizacién
para fundir a mayores temperaturas (Norziah et al., 2006).

Acido D-galacturénico {(mg/mL)
Acido D-galacturénico {(mg/mL)

20 30 40 45 50 60

pH Temperatura (°C)

Figura 62. Caracteristicas de estabilidad del biocatalizador desarrollado en matriz de Agar-Mg*2 con actividad
PG. (A) Efecto del pH a 40 °Cy (B) Efecto de la temperatura a pH 11.
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Adicionalmente, se analizd la estabilidad de almacenamiento a 4°C para asegurar la
conservacion de la actividad del biocatalizador y los resultados demostraron que el
biocatalizador retuvo el 93% de la actividad después de 225 dias.

En resumen, se desarrollé un biocatalizador heterogéneo en matriz de agar bacteriolégico,
usando MgCl, 20 Mm como aditivo cosmotrdpico, lograndose la retencién de una carga de
proteina de 0.196 mg/mg. A los 30 minutos de reaccion enzimatica se generd 1.987 +0.139
mg/mL de 4cido D-galacturdnico, lo cual resulté en un rendimiento de 9.279 + 0.316 g/g,
ademas se redujo en un 98.3 + 1.5% la viscosidad del sustrato. La estabilidad catalitica y
mecanica del biocatalizador se preservé durante 48 horas, permitiendo una reusabilidad de
96 ciclos. El mejoramiento de las propiedades viscoeldsticas es un resultado relevante y dio
ventajas biocataliticas en comparacién con otros sistemas desarrollados en agar con
enzimas del tipo glicosil hidrolasas.

Matrices Mixtas

El atrapamiento de PG en los polimeros naturales de alginato y agar bacterioldgico resulto
en biocatalizadores eficientes por su actividad enzimdtica y caracteristicas de resistencia
mecdnica. El biocatalizador basado en agar bacterioldgico estabilizado con Mg*? fue mejor
qgue el de alginato de sodio gelificado con calcio y estroncio, presentando mayor actividad
catalitica, logrando niveles de hidrélisis del 39%, rendimiento de 9.279 g/g y 48 horas de
reusabilidad sin evidenciar un hinchamiento significativo. Por ello, se decidié explorar si la
conformacidon de matrices mixtas a partir de agar bacteriolégico puede superar el tiempo
de vida atil del biocatalizador heterogéneo sin afectar sus caracteristicas biocataliticas. Con
este propdsito se probod reforzar la matriz con poliacrilamida y nanoarcillas naturales.

a. Agar-poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida han sido de interés cientifico por su capacidad para retener agua,
lo cual ha sido una caracteristica que se estudia para maximizar la masa de agua retenida
por unidad de xerogel (gel deshidratado) sin alterar la forma inicial ni producir fracturas del
material, especialmente para aplicaciones biomédicas y de electroforesis; al respecto, se ha
reportado una relacién volumétrica de hinchamiento hasta de 18X (Patel et al., 1989). Para
aplicaciones de biocatalizadores inmovilizados, los reportes se enfocan a la inmovilizacién
de células enteras, el caso de Aeromonas salmonicida ATCC 27013 y Geobacillus
stearothermophilus con una carga hasta de 3.3 x 10° UFC/mL en geles del 25% (p/v) sin
efectos negativos en las biotransformaciones por causa del hinchamiento del gel (De
Benedetti et al., 2012; Rivero et al., 2012).
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La mezcla del agar bacteriolégico en estado sol con acrilamida-bisacrilamida y solucién
enzimatica, se prepard en una relacion volumétrica de 1:1:1 y se polimerizé con PSA y
TEMED, lo cual resulté en un biocatalizador con concentraciones finales de 1% (p/v), 10%
(p/v) y 0.7 mg/mL, respectivamente. El porcentaje de atrapamiento de la matriz compuesta
de polimero natural y sintético fue de 76.6 £ 2.9% y al evaluar su actividad enzimatica
presentd una formacion de producto de 2.295 + 0.082 mg/mL, 45.9 + 0.2% de hidrdlisis del
sustrato y un rendimiento de 8.627 + 0.975 g/g, superando en 5 puntos porcentuales la
hidrélisis obtenida con el biocatalizador Agar-Mg*?. Adicionalmente, al evaluar la
reusabilidad de la matriz mixta, se obtuvo que se mantiene activo durante 62 horas, sin
embargo, no resulté viable debido a su elevado hinchamiento osmético, llegando al 78.6
3.5 % (Figura 63). Comparativamente, el hinchamiento presentado fue mayor al de la matriz
desarrollada en alginato de sodio, el cual resulté en un 42.6% vy, respecto del biocatalizador
Agar-Mg*?, la diferencia es aiin mas relevante porque esta matriz presenté un hinchamiento
minimo que no superd un valor del 3%.
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Figura 63. Tiempo de reusos del biocatalizador inmovilizado en matrices mixtas con agar y poliacrilamida en

relacion 1:10 y una carga de proteina de 0.7 mg/mL. Relacién de hinchamiento osmético a las 50 y 62 horas
de reacciones sucesivas.

La mayor dificultad que representa un hinchamiento tan elevado es que al aumentar el
tamafio de las particulas alrededor del 80%, el volumen ocupado por las mismas aumenta
en un orden de 5 veces, lo cual disminuye los grados de libertad en el sistema agitado y, al
momento de disefiar un biorreactor de tanque agitado o de columna con lecho empacado
o fluidizado, se presentan problemas ya sea de movilidad o de compresién de las particulas,
haciendo inviable un escalado del proceso, impactando negativamente la transferencia de
masa vy la distribucién uniforme de los sustratos y productos de la reaccion en el biorreactor.
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b. Agar-nanoarcillas

Las nanoarcillas estdn conformadas por capas individuales de aluminosilicatos, la
montmorillonita tiene una disposicion 2 a 1 de hojas tetrahédricas y octahédricas (T:0:T),
es un mineral abundante en la naturaleza y ha sido ampliamente usado para reforzar la
estructura de diferentes materiales poliméricos. Otra nanoarcilla con estructura similar es
la bentonita, la diferencia con la montmorillonita son los iones sodio presente entre las
capas, lo cual le provee caracteristicas diferenciales en la capacidad de hidratacion (Essabir
et al., 2016). Con base en esta diferencia, se evaluaron dos estrategias metodoldgicas para
hidratar las nanoarcillas previo al mezclado con el agar bacterioldgico y la enzima. Para ello,
se realizé una hidrataciéon con agua (2 horas), se centrifugd y después se mezclé con la
enzima y el agar. Alternativamente, se hidraté con la misma solucidén enzimatica, se
centrifugd y se mezcld con el agar en estado sol para posteriormente formar las esferas.

Los resultados revelaron que durante la hidratacién con la solucién enzimatica ocurre
adsorcién de las proteinas en las nanoarcillas, llegando a valores de inmovilizacién del 90%.
Los biocatalizadores obtenidos a partir de matrices reforzadas con montmorillonita y
bentonita produjeron acido D-galacturdnico a una concentracién de 2.046 y 1.629 mg/mL,
respectivamente, siendo estos resultados independientes del método de hidratacién de las
nanoarcillas. Sin embargo, la hidratacidon con adsorcién simultanea, permitié formar una
red polimérica reforzada mas resistente debido a que se evita una etapa de dilucion, lo que
se evidencid por un menor angulo de fase que tomd un valor medio de 2.15°.

A partir de los resultados expuestos se realizaron ensayos adicionales implementando el
proceso simultaneo de hidratacién y adsorcidn, variando la carga de nanoarcillas en Ila
matriz en valores entre 10 y 50 mg/mL, lo cual implicé variar la carga proteica por ser
factores correlacionados debido a la adsorcidn de la enzima en la nanoestructura del
mineral. La tabla 26 muestra los resultados de rendimiento de la reaccién y porcentaje de
hidrdlisis, se determind que la carga de nanoarcillas afectd significativamente el
rendimiento de la reaccidn, una carga minima de 10 mg/mL resultd en el maximo
rendimiento medio de 11.223 g/g y con 50 mg/mL el resultado fue de 2.298 g/g. Ademas,
los niveles de hidrdlisis se conservaron en un estrecho rango entre 32.6 y 40.9%. Asi que la
minima carga de nanoarcilla permitié maximizar el rendimiento de reaccidon obteniendo
niveles de hidrdlisis del 35%, siendo operativamente mas sencilla la preparacién de la
matriz. Las diferencias entre usar bentonita o montmorillonita en la conformacién de la
matriz mixta no resultaron significativas (valor-p = 0271).
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Tabla 26. Actividad biocatalitica de los biocatalizadores con actividad PG inmovilizados en matrices mixtas
agar-nanoarcillas.

Carga Bentonita Montmorillonita
Nanoarcilla  Proteina | Rendimiento Hidrdlisis | Rendimiento Hidrdlisis
(mg/mL)  (mg/mL) (s/8) (%) (/) (%)
10 0.182 11.469* 34.8 10.977* 36.3
15 0.273 7.169 32,6 8.608 40.9
20 0.364 5.632 34.1 6.305 38.2
25 0.455 4,454 33.7 4.792 36.3
50 0.910 2.291 36.4 2.305 37.9

*Tratamiento con carga de nanoarcilla a un nivel de 10 mg/mL resulté con diferencias significativas
(prueba LSD valor-p = 0.0137)

Los resultados de rendimiento (g/g) e hidrélisis (%) son el promedio de 2 réplicas experimentales con
un error estandar maximo de 12%.

Los biocatalizadores obtenidos con 10 mg/mL de bentonita y montmorillonita fueron
evaluados en cuanto a la reusabilidad y se hallé6 que no se superan las 21 horas de
reacciones sucesivas (Figura 64). Si bien los biocatalizadores que poseen montmorillonita
en su composicion presentaron mejor desempeno que los biocatalizadores con contenido
de bentonita, el resultado no representd una mejora comparativa con respecto del
biocatalizador Agar-Mg*? trabajo doctoral.
Adicionalmente, se realizaron controles experimentales de las reacciones enzimaticas

desarrollado previamente en este

empleando la PG unida a las nanoarcillas por adsorcién obteniendo resultados similares al
biocatalizador inmovilizado en la matriz mixta de agar-nanoarcillas, lo cual sugiere que la
pérdida de la actividad no se atribuye a las caracteristicas de resistencia mecanica del agar
compuesto sino a la naturaleza y el mecanismo de las interacciones por adsorcién.
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Figura 64. Tiempo de reusos del biocatalizador inmovilizado en matrices mixtas de agar-nanoarcillas a una
carga de 10 mg/mL y contenido de proteina de 0.182 mg/mL y su efecto en la relaciéon de hinchamiento
osmoético a las 50 y 62 horas de reacciones sucesivas (pH 10).
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Posiblemente, los iones metdlicos ubicados en los espacios entre capas de las arcillas
interaccionan con los aminodcidos de las proteinas produciendo atracciones idnicas, sin
embargo, la estabilidad de las proteinas y de las capas de aluminosilicatos hidratadas se ven
afectadas negativamente durante las reacciones sucesivas en presencia de la mezcla de
reaccion, tanto a pH neutro como a pH alcalino. Aunque estd reportado que un
microambiente a pH entre 6.6 y 7.8 favorece la estabilidad de las nanoarcillas, permitiendo
un equilibrio en la densidad de las cargas idnicas en el espaciado inter-capas (Abd Rahim et
al., 2013; Essabir et al., 2016), la estabilidad catalitica durante los reusos resulté en un nivel
bajo a pH 7. De otro lado, un pH basico promueve la actividad PG libre, pero es probable
que se generen distorsiones en la geometria de las capas apiladas realizando las reacciones
sucesivas a pH 10, dificultando la difusién de productos y sustratos.

Seleccion del sistema biocatalitico

Los biocatalizadores con actividad PG desarrollados con alto potencial para aplicaciones en
procesamiento de alimentos y remediacién ambiental fueron los inmovilizados en glioxil-
agarosa, alginato de sodio por polimerizacidén ionotrépica con calcio y estroncio y el sistema
de termogeles de agar bacterioldgico en presencia de magnesio. Cada sistema disefiado
presentd diferencias en su cinética, condiciones fisicoquimicas, estabilidad y resistencia
mecdanica del material de inmovilizacién. En la tabla 27 se presenta una comparacion de las
principales caracteristicas biocataliticas para la seleccién del sistema enzimatico y su
posterior escalado.

Tabla 27. Comparacion de los pardmetros cataliticos de los biocatalizadores inmovilizados desarrollados por
unidén a soportes y atrapamiento con actividad PG.

Parametro Unidades | Glioxil-agarosa Alginato Agar-Mg*?
Tiempo de reaccién (h) 5 2 0.5
Producto (mg/mL) 3.132 1.542 1.881
Hidrdlisis (%) 31.3 30.6 37.6
Productividad (mg/mL-h) 0.626 0.771 3.762
Rendimiento (g/g) 10.087 3.084 9.279
Tiempo de reusos (h) 90 56 48
Produccion total (mg) 39.895 32.524 134.981
Productividad global (mg/h) 0.443 0.581 2.812
Km (M) 0.395 0.062 0.030
Vmax (umol/min) 0.241 0.539 0.421

El tiempo de reaccion en el cual se observé la maxima generacion de producto fue menor
al emplear el biocatalizador Agar-Mg*?, produciendo 1.881 mg/mL de acido D-galacturénico
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en 30 minutos de reaccién, beneficiando la productividad de la reaccidn, siendo ésta 6.01y
4.87 veces mayor que cuando se usaron los biocatalizadores inmovilizados en glioxil-
agarosa y en alginato, respectivamente. En cuanto al porcentaje de hidrdlisis, también fue
mejor cuando se usé la enzima en atrapada en Agar-Mg*? alcanzando valores de 37%. El
rendimiento de la reaccidn es otro parametro de relevancia catalitica porque indica la
cantidad de producto formado con relacion a la carga de proteina en el biocatalizador, éste
fue optimizado durante el desarrollo de cada biocatalizador y resulté similar para la PG
inmovilizada en glioxil-agarosa y agar bacteriolégico, con un valor medio de 9.683 g/g con,
siendo 3.14 veces superior al rendimiento obtenido con el biocatalizador en alginato. Con
respecto del tiempo de reusabilidad, fue mas elevado con las enzimas inmovilizadas en
soportes por unidn covalente, lo cual mostré la alta estabilidad que proveen las uniones
multipuntuales, sin embargo, la produccién total de azucares reductores teniendo en
cuenta la cantidad de ciclos de reaccién posibles, fue de 134.981 mg con Agar-Mg*?
superando ampliamente los otros dos sistemas biocataliticos, e incluso, los reportados en
estudios con enzimas relacionadas (Gangadharan et al., 2009; Li et al., 2007; Nawaz et al.,
2014). La cinética enzimatica analizada segun el modelo de Michaelis-Menten mostré que
no existen diferencias significativas entre los sistemas desarrollados por atrapamiento en
los hidrogeles de alginato y agar bacterioldgico, siendo los biocatalizadores con mayor
velocidad maxima de reaccién y mejor afinidad hacia el acido poligalacturdnico.

Conclusion parcial

La inmovilizacién de la PG producida por S. halstedii ATCC 10897 evidencié resultados
diferenciales en los sistemas propuestos tanto de unién a soportes por adsorcién y enlaces
covalentes como de atrapamiento en matrices de polimeros y matrices mixtas. La propuesta
metodoldgica para la optimizacidn del proceso de inmovilizacién, de reaccién y estabilidad
mecanica permitieron maximizar el desempefio de los biocatalizadores, demostrando que
las estrategias que integraron tanto el analisis estadistico como los estudios bioquimicos y
cataliticos fueron novedosas y aportaron un mayor entendimiento del proceso de
biocatdlisis de la PG en estudio. En cuanto a la unién a soportes, el biocatalizador
desarrollado en glioxil-agarosa presenté las mejores caracteristicas en términos de reaccién
hidrolitica y de estabilidad. Sin embargo, sus caracteristicas cinéticas mostraron ser
inferiores respecto a los biocatalizadores desarrollados por atrapamiento. Entre los
biocatalizadores basados en alginato de sodio y Agar-Mg*?, ambos presentaron
caracteristicas cinéticas muy similares, aunque se destacd el rendimiento de reaccion
obtenido con el biocatalizador inmovilizado en agar bacteriolégico. Los ensayos con
matrices mixtas, tanto polimero-polimero como polimero-nanoarcillas, no superaron el
desempeiio catalitico del biocatalizador desarrollado con agar. Respecto de la estabilidad a
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condiciones de pH y temperatura, el biocatalizador inmovilizado en alginato de sodio fue
mas sensible al pH formando quelatos a pH alcalino, a 50°C preservd la estabilidad
mecdnica. De otro lado, el biocatalizador Agar-Mg*? tuvo alta actividad y resistié mayores
rangos de pH, sin embargo, a mayores temperaturas se inicid la desestabilizacién de las
zonas de unién, lo cual causé un debilitamiento de la matriz. Aunque la seleccion del
biocatalizador para una aplicacion especifica dependerd de las condiciones de operacion a
las que se someta, con base en el analisis comparativo de los pardmetros cataliticos y dando
prioridad a la productividad global de las reacciones, se selecciond el sistema desarrollado
en agar bacterioldgico como modelo de estudio para el disefio de un biorreactor
heterogéneo.

4. APLICACIONES Y ESCALADO
Tratamiento de aguas

Los efluentes de los molinos de extraccion de celulosa y produccion de papel se disponen a
temperaturas no superiores a 50 °C, son aguas residuales de alta viscosidad, demanda
catidnica, alto pH y con contenido de pectinas y xilosa. El uso de tratamientos enzimaticos
son una alternativa para disponer de estas aguas de manera segura y con bajo impacto
ambiental. La figura 65 muestra el efecto de la enzima PG producida por S. halstedii ATCC
10897 en estado soluble sobre una muestra de una empresa local productora de papel
corrugado, los resultados indicaron una accién efectiva medida por la reduccién de la
viscosidad como producto de la degradacidn del material coloidal proveniente del tejido
vegetal. La reduccidn de la viscosidad que se logré después de 15 minutos de tratamiento
enzimatico fue de 85.2%, 90.1% y 97.6% a 30, 40 y 50 °C, respectivamente. La reaccién a
temperatura ambiente (24 °C) también mostrd una accién eficiente produciendo un 82% de
reduccion de la viscosidad.
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Figura 65. Efecto de la enzima PG libre a diferentes temperaturas en el tratamiento de agua residual
proveniente de del procesamiento de pulpa para papel. La linea punteada indica el valor de viscosidad (Pa-s)
del agua desionizada.

Una alta proporcidn de las enzimas pectinoliticas microbianas reportadas en la literatura
son de caracter mesofilico y actiian a pH acidos debido a que provienen de especies fungicas
(Jayani et al., 2005). Otras PG reportadas con actividad alcalina son producidas por Bacillus
licheniformis y variaciones de pH cercano a 10 causan una pérdida de la actividad del 90%.
Adicionalmente, su temperatura dptima es a 45 °C pero la estabilidad térmica es muy
reducida, observandose una pérdida de actividad a las 72 horas en temperaturas de 30 °Cy
40 °C (Rehman et al., 2015). Los reportes de enzimas pectinoliticas producidas por bacterias
del género Streptomyces mostraron que el pH éptimo de actividad se presenta entre 6y 7
y mayores valores de alcalinidad (pH 8 — 10) causan una disminucién evidente de la
actividad, de mads del 50% (Jacob et al., 2008b; Kar y Ray, 2011).

En definitiva, los resultados descritos de la aplicacion de la enzima libre exceden su rango
de accién hasta pH 12 y actdan en un rango térmico de 5 a 50 °C, utiles para la degradacién
de sustancias pécticas en aguas residuales o para el desgomado de fibras de celulosa.

Clarificacion de jugos

El proceso de preparacion de jugos clarificados tiene dos etapas principales, primero se
realiza la maceracién mecanica, procedimiento que incluye picar, triturar y generar la pulpa
de fruta. La segunda etapa se basa en la hidrdlisis o remocidn de la pectina, la cual consiste
en filtracién y clarificacion. En este sentido, el desempefio catalitico de la PG inmovilizada
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por unién covalente en soporte de glioxil-agarosa fue evaluado para la clarificacién de jugo
de uva y de ciruela (Figura 66). Las condiciones iniciales del jugo fueron caracterizadas en
términos de viscosidad, turbidez, contenido de azucares y sélidos solubles, los cuales se
hallaron dentro de los valores recomendados por AIJN (Asociacion europea de jugos de
fruta) para la Unidén Europea. Se observé que después del tratamiento enzimatico, la
absorbancia en el espectro visible descendid en los jugos clarificados como consecuencia
de la accién del biocatalizador, degradando los compuestos pécticos causantes de la
turbidez y logrando una reduccidon del 55 y 51% en los jugos de uva y ciruela,
respectivamente (Figura 67). Simultdaneamente, la concentracién de azucares reductores se
aumentd debido a la conversion de la pectina a oligogalacturonatos solubles,
representando un incremento del 16% para el jugo de uva y 28% para el jugo de ciruela,
alcanzando valores de 810 mg/L y 350 mg/L, respectivamente. Adicionalmente, la
viscosidad descendié hasta un 95%, promoviendo la fluidez, estabilidad y calidad de los
productos.
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Figura 66. Caracteristicas de los jugos de fruta iniciales y efectos del tratamiento enzimatico con la PG
inmovilizada por union covalente en soportes de glioxil-agarosa para la clarificacion de los jugos de ciruela y
uva. Los ensayos de clarificacidn se realizaron a 40 °C durante 4 horas a 40 °C con 10 mg de biocatalizador
heterogéneo por mL de jugo.
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Figura 67. Curvas de barrido de absorbancia en el espectro visible de los jugos. (A) Jugo de ciruela y (B) jugo
de uva. El jugo clarificado por microfiltracidn se considerd como el control positivo del experimento.

Algunos estudios han demostrado la factibilidad de usar enzimas de origen fungico en
estado soluble para la reduccién de la turbidez y viscosidad de jugos de fruta como de
grosella negra, ciruela, manzana, pifia y tomate (Dey et al., 2014; Mieszczakowska-Frac et
al., 2012; Sandri et al., 2011). Diferentes factores como la variedad de los frutos, la fuente
de las enzimas, las condiciones del proceso de extraccidn y maceracion afectan las
caracteristicas de clarificacion. El presente trabajo reporta un efecto significativo con la
ventaja diferencial de que se trata de un biocatalizador inmovilizado, el cual puede ser
usado en varios lotes productivos.

Sacarificacion de albedo de naranja

Los subproductos frutihorticolas poseen un alto potencial para ser aprovechados por su
contenido de fibras, antioxidantes y diferentes tipos de carbohidratos presentes, tanto
azucares de bajo peso molecular como fructosa y sacarosa y de polisacdridos como
pectinas, celulosa y almidones. En 2016 se estimd que en Argentina se produjeron 1.2
millones de toneladas de frutos como naranjas, limones, pomelos, manzanas, uvas, perasy
duraznos, destinados a la produccidn de jugos y concentrados. En esta cadena de
procesamiento, los subproductos que se generaron derivados del material vegetal fueron
del 60% del peso total, que pueden ser usados para la extraccién de azlcares y
fructooligosacaridos, los cuales agregan valor a otros productos alimenticios o pueden
utilizarse como insumo a las biorefinerias para la produccién de biocombustibles.

El cultivo de frutos citricos es el mas abundante a nivel mundial y mas del 80% de las
cosechas son destinadas a la produccion de jugos y conservas; otro segmento de la
produccién se destina a la industria quimica para la extraccion de flavonoides y aceites
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esenciales. La disposicion de los desechos del procesamiento de los frutos constituye un
desafio ambiental debido a que el 50% de la masa total se considera un residuo y estd
compuesto principalmente por la cdscara, el flavedo y albedo, y en menor proporcién las
semillas y pulpa remanente (Marin et al., 2007). Es asi como se decidié recolectar cdscaras
de naranja para su degradacion enzimdtica empleando biocatalizadores inmovilizados. Para
ello, se separé manualmente el albedo y una vez seco, se sometié a la accién de la PG
atrapada en la matriz disefiada con alginato de sodio. La figura 68 muestra el curso de la
sacarificacién enzimatica de las pectinas presentas en el albedo y la reduccién de la
viscosidad de la suspension formada, obteniendo 2.236 mg/mL de azlcares reductores y
91.29% de reduccion de la viscosidad en tan solo 2 horas de reaccion. El tratamiento
enzimatico de los residuos permitié obtener un 9% (p/p) en base seca de azucares
reductores, los cuales pueden ser usados como insumo para la elaboracion de alimentos
nutracéuticos o como azucares fermentables para la produccion de bioetanol o acidos
organicos en las biorefinerias.
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Figura 68. Generacidn de azlcares reductores y reduccién de la viscosidad de suspensiones de albedo de
naranja (2% (p/v)) producidos por la accién hidrolitica del biocatalizador con actividad PG inmovilizado por
atrapamiento en alginato de sodio. La linea punteada indica el valor de viscosidad (Pa-s) del buffer Tris—HCI
25mM pH 7.

Esta reportado que el contenido de pectina en la cdscara frutos citricos varia entre 16 y 25%
(p/p) en base seca segun la variedad del fruto. La hidrdlisis parcial del polisacarido
descompone la molécula en los oligogalacturonanos que la constituyen, siendo
principalmente fragmentos de ramnogalacturonanos, oligdmeros de acido D-galacturdnico
y arabinogalactanos con otros azlcares laterales que ramifican la cadena (Marin et al.,
2007). Los oligosacaridos de la pectina, funcionan como fibra dietética que ejercen un
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efecto beneficioso en el tracto intestinal, son productos de bajo peso molecular derivados
de la hidrdlisis de la pectina, son de mayor solubilidad y menos viscosos y se incorporan en
los alimentos funcionales (Stone et al., 2008). Dadas las caracteristicas del hidrolizado
obtenido a partir albedo en el presente estudio, se sugiere como un potencial complemento
funcional en alimentos dietéticos.

Diseiio de biorreactor enzimdtico

El disefio de biorreactores para conversiones enzimaticas requiere el analisis de multiples
factores, a diferencia de los procesos quimicos que se desarrollan mayormente siguiendo
un paradigma o pautas que ya han sido establecidas (Fogler, 2011). Entre los factores a
tener en cuenta en sistemas bioldgicos estan las caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas de
la reaccion, aspectos termodindmicos, estabilidad de la enzima, tamafio y forma de las
particulas del biocatalizador inmovilizado, resistencia del material particulado,
transferencia de masa y la productividad. Con base en los factores mencionados se basa la
seleccion de los equipos que pueden ser de tanque agitado o columnas con lecho empacado
o fluidizado y configuraciones de membrana y, el modo de operacidn, bien sea continuo o
por lotes. A continuacidén, se presenta el desarrollo y analisis de los pardmetros para el
disefio de una columna de lecho empacado operado por percolacién y con recirculacién en
un sistema discontinuo con el biocatalizador heterogéneo Agar-Mg*? con actividad PG.

a. Diseio de biorreactor de lecho percolado

Si bien la productividad de las transformaciones enzimdticas es una variable clave para
seleccionar la configuracidon adecuada del biorreactor, otras variables influyen cuando se
trata de biocatalizadores inmovilizados. Por un lado, el estrés mecanico dado por las
turbinas de agitacién en tanques agitados provocan abrasiéon y fractura de algunos
materiales, este tipo de reactor es mas factible para particulas de tamafio micrométrico
como los soportes de agarosa y nanoarcillas en los cuales la relacion de superficie/volumen
es alta y el esfuerzo de cizalla tiene menor impacto, este mismo tipo de particulas podrian
resultar menos eficiente si se emplean empacadas en un lecho fijo porque demandaria un
mayor volumen del soporte, la porosidad de lecho seria menor y la demanda energética
para hacer fluir la solucién de sustrato resultaria alta por la caida de presién.
Adicionalmente, las configuraciones en columnas de lecho fluidizado se sugieren cuando las
reacciones son dependientes del oxigeno y la viscosidad de la solucidén de sustrato es baja
y constante. El lecho empacado es adecuado para particulas que forman lechos porosos con
canales que permiten el flujo del fluido y son versatiles para soluciones con variadas
caracteristicas reoldgicas (llsen y Kerim, 2016; Marrazzo et al., 1975).
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Con base en las propiedades fisicas del biocatalizador heterogéneo indicadas en la tabla 28
y calculadas segun las Ecuaciones del 1 al 8, se selecciond la configuracién del lecho
empacado para su diseio, caracterizacidn y posterior implementacion para la degradacién
de compuestos pécticos. Adicionalmente, dadas las caracteristicas variables de la viscosidad
durante la reaccidén, resulta adecuado el flujo por percolacién, que también ha sido
ampliamente usado para aplicaciones ambientales (Doran, 1955; Tufvesson et al., 2010).

Tabla 28. Propiedades fisicas del biocatalizador inmovilizado en Agar-Mg*? con actividad PG.

Variable Unidades Agar-Mg*?
mp Masa de particula (g) 0.029
dp Diametro de particula (mm) 3.52
0] Factor de esfericidad (-) 0.941
€ Porosidad del lecho (-) 0.25
V, Volumen de particula (em?) 0.023
Pp Densidad de particula (g/cm3) 1.31
Pq Densidad aparente del lecho (g/cm?3) 1.40
Sp Superficie de particula (cm?) 0.389
Se Superficie especifica de particula (cm?/g) 13.423
Ve Volumen vacio por masa de particula (cm3/g) 0.352
a Radio medio de poro en el lecho (um) 5.245

El factor de esfericidad de las particulas (¢ = 0.941) resultd en un valor muy cercano a 1.0,
lo cual da cuenta de un alto grado de aproximacidén de las mismas a una esfera de igual
volumen siendo caracteristica una forma elipsoide, permitiendo una densidad aparente de
1.40 g/cm? y una porosidad de lecho del 25% vy, en consecuencia, un volumen vacio por
unidad de masa de particulas de 0.352 cm?3/g, el cual es un indicador de la efectividad del
area superficial en contacto con el fluido. Adicionalmente, el area superficial especifica
obtenida de 13.423 cm?/g correspondié al area tedrica disponible para la formacién de
pelicula durante la percolacién en la columna empacada, éste valor al ser relacionado con
Vgindicé que los canales formados entre las particulas del lecho tuvieron un radio promedio
5.245 um asumiendo que éstos son cilindricos y uniformes a lo largo de toda la columna.

La columna empacada con las particulas caracterizadas se usé para la reaccién de hidrélisis
de acido poligalacturénico en una concentracién de 5 mg/mL, operando a dos flujos
volumétricos de 1 mL/miny 8 mL/min durante 5 horas con recirculacién continua, midiendo
periddicamente la formacién de producto. En la figura 69 se muestra el desarrollo de Ia
reaccidon con respecto del tiempo de proceso y se hallé que el porcentaje de hidrélisis
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maximo fue de 31.8 + 0.4% en ambas condiciones de proceso. Sin embargo, la diferencia
significativa esta relacionada a la velocidad de reaccién dado que se alcanzo tal nivel de
hidrdlisis a las 3 horas operando a 1 mL/min y a 1.5 horas con un flujo de 8 mL/min. Se
calculé el holdup para ambos flujos volumétricos evaluados, ésta variable relaciona el
volumen de liquido en circulacién por hora por volumen de reactor empacado y resultd en
valores de 7.2 y 28.6, a 1 mL/min y 8 mL/min, respectivamente. De esta manera, se tuvo
que la mejor condicién de productividad se da operando a un flujo volumétrico de 8 mL/min
obteniendo una velocidad de reaccion de 0.785 mg/h 0 0.067 umol/min y un holdup 4 veces
superior, demostrando mayores eventos de contacto del liquido recirculado con el lecho
empacado, promoviendo asi la reaccidn enzimatica.

401
30+

20

Hidrélisis (%)

O 1ml/min

® 8 mlL/min

0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)

Figura 69. Efecto del flujo volumétrico de percolacidén con recirculacidon continua en la hidrdlisis de acido

poligalacturdnico a 0.5% (p/v) usando un reactor de columna con lecho empacado con particulas de
biocatalizador Agar-Mg*2.

El factor de efectividad experimental del biocatalizador agar-Mg*? se calculd segun la
Ecuacién 15 (Engasser, 1978), donde v, es la velocidad de reaccidn con el biocatalizador
inmovilizado en agar bacterioldgico y v, €s la velocidad de reaccidn utilizando la enzima
libre, ambas variables evaluadas en iguales condiciones experimentales de pH 10,

temperatura a 50 °C, carga protéica de 0.2 mg por mL de mezcla de reaccion y concentraciéon
de sustrato a 0.5 % (p/v).

o . 0.056 j
Ecuacion 15. Factor de efectividad experimental 7, = Zobs mg/min _ 72

Viibre 0.078 mg/min
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El factor 1,4y, resulté en un valor de 0.72, el cual es indicador de la disminucion relativa de
la actividad enzimdtica debido a las limitaciones difusionales seglin se observé en los
resultados reportados en la figura 59, donde se evalud la cinética de hidrdlisis de acido
poligalacturdnico con la enzima libre y el biocatalizador inmovilizado en agar bacteriolégico.

Los efectos difusionales se pueden calcular mediante modelos y correlaciones basados en
estudios de catdlisis heterogénea, éstos efectos son externos e internos, es decir, las
variables como la velocidad de reaccidon enzimatica observada, la concentracidn de sustrato
y su difusividad molecular, el coeficiente de transferencia de masa externo, el drea
superficial de particula y la constante de Michaelis-Menten (Km) afectan el intercambio de
masa en el exterior del biocatalizador inmovilizado. Ademas, el tamafo de particula, su
tortuosidad y porosidad interna condicionan la difusién interna.

Por tal motivo, se estudiaron modelos de transferencia de masa para determinar
analiticamente los efectos difusionales internos y externos y, finalmente, hallar el factor de
efectividad tedrico (Ecuacidén 16).

Ecuacion 16. Factor de efectividad tedrico =107

Donde niy ne corresponde al factor de efectividad interno y externo, respectivamente. Estos
factores son usados en catalisis quimica, sin embargo, los modelos no pueden ser aplicados
exactamente a los sistemas bioldgicos. Engasser (1978) desarrollé6 un método para ser
aplicado con enzimas inmovilizadas y a partir del método expuesto y conceptos de catalisis
heterogénea de reactores quimicos (Fogler, 2011; llsen y Kerim, 2016), se determinaron los
parametros requeridos para el cdlculo de dichos factores. En la tabla 29 se exponen las
variables necesarias para el desarrollo analitico de los modelos y correlaciones para
columnas de lecho empacado.
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Tabla 29. Variables involucradas en el andlisis del sistema a partir de modelos que describen los efectos de
transferencia de masa en biorreactores heterogéneos de lecho empacado.

Parametro del sistema Valor
Radio de particula re (cm) 0.176
Temperatura de reaccién T(°C) 40
Densidad sustrato ps (kg/m3) 998
Velocidad de percolacion v (cm/s) 12
Viscosidad de solucion ns (Pa-s) 0.003
Viscosidad del agua n (Pa-s) 0.001
Constante de Boltzman ko (J/K) 1.38065x10%
Radio hidrodindmico ry (M) 3.6x1010
Velocidad de reaccion vy (Mg/s) 2.18x10*
Concentracion de sustrato [S] (mg/cm?) 5
Constante de Michaelis-Menten  Km (mg/cm?) 5.824
Porosidad de particula® € 0.91
Tortuosidad de particula® T 1.08

@Marrazzo, W.N., Merson, R.L., McCoy, B.J., 1975. Enzyme immobilized in a packed-bed reactor: Kinetic
parameters and mass transfer effects. Biotechnol. Bioeng. 17, 1515-1528.

Variables como el radio de particula, densidad y concentracion de sustrato, velocidad de
percolacién, velocidad de reacciéon, y la constante Km fueron cuantificados
experimentalmente. Es de anotar que la viscosidad de la solucién va disminuyendo con
respecto del tiempo de reaccién, sin embargo, su impacto no resultd significativo en el
régimen de flujo, manteniéndose en la regién laminar operando a 8 mL/min.
Adicionalmente, el radio hidrodindmico expresado corresponde a un promedio para
azUcares de tamafio variable, considerando hasta oligogalacturonatos de 8 unidades
monomeéricas (Carneiro-Da-Cunha et al., 2011; Wittgren y Wahlund, 1997) y la porosidad y
tortuosidad al interior de la particula son valores de referencia para hidrogeles, los cuales
por la cantidad de agua ocluida al interior de la matriz generan baja resistencia (Marrazzo
et al, 1975). Posteriormente, se procedid a calcular los parametros que afectan
directamente el factor de efectividad (Ecuaciones 9 a 14), los cuales se reportan en la tabla
30.
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Tabla 30. Variables calculadas con modelos semifundamentales y empiricos para determinar las limitaciones
difusionales en el biorreactor heterogéneo de lecho percolado.

Parametros de modelos Valor
Numero de Reynolds? Re 140.5
Factor de transferencia de masa® jo 0.133
Difusividad molecular® D (m?/s) 6.372x101°
Difusividad efectiva® Deff (M?/s) 5.369x10%°
Coeficiente de transferencia de masa externo?® h (m/s) 5.686x10°
Concentracion de sustrato en la superficie® [S]s (mg/cm?) 4901
Factor de efectividad externo® Ne 0.95
Factor de efectividad interno® Ni 0.83
Factor de efectividad® n 0.79

3Isen, Z., Kerim, A., 2016. Multiphase Catalytic Reactors. Theory, Design, Manufacturing, and Applications.
Wiley, New Jersey. PFogler, H.S., 2011. Diffusion and reaction, in: Essentials of Chemical Reaction Engineering.
Pearson Education, pp. 813—866. ‘Engasser, .M., 1978. A fast evaluation of diffusion effects on bound enzyme
activity. BBA - Enzymol. 526, 301-310.

El nUmero de Reynolds varié entre 119.7 y 421.5 debido a los cambios de la viscosidad
durante la reaccién, formando una pelicula con flujo laminar alrededor de las particulas en
la trayectoria del lecho. La difusividad molecular reportada en la tabla 30 corresponde a la
de los productos de reaccién en sistema acuoso y la difusividad efectiva fue menor en un
factor de 0.842 a la molecular, el cual es un indicador de baja resistencia y es un valor
caracteristico para hidrogeles, en otros materiales como particulas de silica, vidrio poroso y
arcillas la difusividad efectiva es de aproximadamente D/5. La concentracion de sustrato en
la superficie de las particulas del biocatalizador es funcién de la velocidad de reaccion y el
coeficiente de transferencia de masa externo y resulté en un valor similar a 0.5% (p/v),
concentracion del acido poligalacturdnico al inicio de la reaccion.

Finalmente, el factor ne fue de 0.95, el cual indicé que en el exterior de las particulas
(microambiente condicionado por Vgy a) se llevé a cabo de forma eficiente el intercambio
de masa de las especies de la reaccién. El resultado de n; sugiere que al interior de la
particula no se presentd alta resistencia en la difusion molecular. En otros sistemas
biocataliticos reportados, este factor varié entre 0.3 y 0.65 (Engasser, 1978; Engasser y
Horvath, 1973). De manera global, el factor de efectividad tedrico fue 0.79, valor que no
difiere del hallado experimentalmente (1. = 0.72), es decir que la resistencia que opone
el lecho empacado y el material de la matriz Agar-Mg*? a la difusion de los productos y
sustratos, reduce entre un 21 y 28% la velocidad de reaccién enzimatica empleando acido
poligalacturdnico a 0.5% (p/v), con respecto de la misma reaccién en ausencia de la barrera
difusional. Este resultado es relevante dado que caracterizé el sistema particular de la PG
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inmovilizada en Agar-Mg*2, manteniendo los parametros hidrodindmicos y de velocidad de
hidrdlisis en una escala 25 veces mayor operando a 8 mL/min.

En una etapa subsiguiente, se usd el biorreactor de lecho percolado operando a las
condiciones establecidas para evaluar su desempefio en la degradacion por hidrélisis
enzimdtica de subproductos frutihorticolas desechados por una empresa local productora
de jugos.

b. Tratamiento de residuos de pera y pepino

Los residuos derivados del procesamiento de jugos de fruta poseen polisacaridos
estructurales, compuestos principalmente de sustancias pécticas. En este sentido, se evalué
el desempefio catalitico de la PG atrapada en la matriz Agar-Mg*? en una configuracién de
biorreactor de lecho percolado para la hidrdlisis enzimatica de residuos de pera y pepino.
En la figura 70 se indican las condiciones iniciales del efluente y los resultados después del
tratamiento enzimatico y se observa que el producto de reaccion es una corriente con una
menor fraccién de sélidos suspendidos y un mayor contenido de sélidos solubles y azlcares
reductores. El tratamiento enzimatico aumentd el contenido de azucares reductores debido
a la conversién de la pectina en oligogalacturonatos solubles, llegando a valores de 15.33
mg/mL y 9.35 mg/mL para pera y pepino, respectivamente. La viscosidad se redujo hasta
un 92.3% debido a la sacarificacidon de los polimeros en el tejido vegetal de ambos ensayos.

1004
S 807 =
-
O
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Q
(=]
t
2 404 .
£ [ Azucares (+)
S 1 B
© | T == E Solidos solubles (+)
= 20
(= L o
1 Viscosidad (-)
0
3 Pera Pepino
5 EJ 1277 £1.22 mg/mL(r.s) 7.46 £1.99 mg/mL(r.s)
S .8 7.66 +0.23% (s.s) 4.49 +0.51% (s.s)
'g = 12.5 x 10-*Pas 11.3x10-*Pa.s
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Figura 70. Caracterizacidon de las corrientes iniciales de subproductos de pera y pepino (azlcares reductores
(r.s), solidos solubles (s.s) y viscosidad) y el tratamiento en el biorreactor de lecho percolado con el
biocatalizador inmovilizado en Agar-Mg?*. Los ensayos fueron realizados a 30 °C con recirculacién a 8 mL/min
durante 2 horas.
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De acuerdo a estos resultados satisfactorios, es posible concluir que el biorreactor de lecho
percolado fue eficiente para la degradacién de los compuestos pécticos y demostrd un alto
potencial para continuar aumentando la escala del proceso para el disefio de un biorreactor
que trate los desechos en agroindustria y generar efluentes con alto contenido de azucares
que pueden ser transformados en materias primas para productos nutracéuticos con
contenido de oligosacdridos o para la produccién azucares fermentables que sean
convertidos a biocombustibles y asi satisfacer parte de la demanda energética de las
mismas industrias.

Conclusion parcial

La aplicacién de la enzima PG producida por S. halstedii ATCC 10897 en procesos
ambientales como el tratamiento de aguas residuales y de subproductos frutihorticolas, asi
como en manufactura de alimentos para la clarificacion enzimdtica de jugos, demostrd
resultados satisfactorios. Usando la enzima libre se obtuvo una reduccién de la viscosidad
hasta del 97% de las aguas derivadas de la preparacion de pasta para papel, evidenciando
la hidrolisis del material péctico producido por el desgomado de fibras de celulosa. Por otro
lado, la clarificacidn de jugos de ciruela y de uva por efecto del biocatalizador inmovilizado
en glioxil-agarosa permitié una reduccién de la turbidez hasta del 60%, se aumentd el
contenido de azucares reductores y se mejor6 la fluidez del producto. Adicionalmente, la
sacarificacién del albedo de naranja con el biocatalizador heterogéneo en alginato produjo
2.236 mg/mL de azucares reductores y 91.29% de reduccion de viscosidad.

El biocatalizador Agar-Mg*? fue seleccionado como modelo para el disefio del biorreactor
de lecho percolado dadas sus caracteristicas de productividad y produccién global de
azucares reductores. Durante la vida util del biocatalizador, se producen 134.981 mg de
azUcares reductores resultando en una productividad de 2.812 mg/h, siendo superior a los
sistemas heterogéneos de glioxil-agarosa y alginato. El biorreactor de lecho empacado con
operacion discontinua y recirculacidn por percolacién a un flujo volumétrico de 8 mL/min,
permitio un porcentaje de hidrdlisis del 32% en 1.5 horas y un holdup de 28.8. El régimen
de flujo se mantuvo en la region laminar fluyendo en capas alrededor de las particulas que
favorecieron la reaccion, con baja resistencia a la difusion de sustrato y productos y un
factor de efectividad de 0.79. La columna de lecho empacado fue empleada para la
degradacion de subproductos de pera y pepino produciendo un aumento de azlcares
reductores y sélidos solubles hasta del 30% y una reduccién de la viscosidad hasta del 80%.
El disefio del biorreactor permitié el tratamiento de subproductos frutihorticulas para la
generacion de azucares fermentables para biorefinerias o complemento de productos
nutracéuticos.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de investigacion se identificé una cepa bacteriana con capacidad
metabdlica para producir una poligalacturonasa (PG) extracelular con elevada actividad
enzimatica. La PG fue inmovilizada desarrolldandose un biocatalizador heterogéneo estable,
con actividad hidrolitica para aplicaciones en alimentos y ambiente. Se propuso una ruta de
disefo del bioproceso que involucrd la seleccion del microorganismo por técnicas de
screening, la optimizacidn de la produccion de la enzima por cultivo liquido en matraz, su
inmovilizacion por técnicas de unidon a soportes y atrapamiento y, finalmente, el disefio de
un modelo de biorreactor de lecho percolado.

Del screening realizado con 100 cepas pertenecientes a mas de 29 géneros, aquellas del
género Streptomyces sobresalieron en su actividad PG. La cepa S. halstedii ATCC 10897
mostré la mdaxima actividad enzimdtica y el proceso de fermentacién en matraz fue
optimizado. Se hallé que a pH 8, el medio de cultivo con 15 g/L de peptona de soja, 28 °C,
agitacion a 200 rpm y 12 horas de cultivo celular son las condiciones que maximizan la
actividad PG, llegando a valores de 1.076 U/mLy 95% de reduccién de viscosidad.

Se identificd que las enzimas con actividad PG producidas por S. halstedii ATCC 10897 son
de caracter alcalofilico y presentan actividad éptima a pH 12 y 50 °C. Son proteinas
monoméricas con un peso molecular aproximado de 48 kDa. El proceso de recuperacién y
purificacidon de la proteina con alto rendimiento y selectividad se realizé por ultrafiltracion
del sobrenadante de cultivo libre de células, empleando una membrana tipo cassete de 10
kDa de peso molecular de corte. El extracto enzimatico purificado obtenido presentd una
concentraciéon de proteina de 2.125 mg/mL y demostré una elevada estabilidad en
presencia de iones y solventes organicos. La actividad PG del extracto fue de 4.258 U/mLy
98% de reduccidn de viscosidad y

La inmovilizacién enzimatica de la PG se realizd por unidn a soportes de agarosa modificada,
atrapamiento en matrices de alginato y agar bacterioldgico y en matrices mixtas de agar-
poliacrilamida y agar-nanoarcillas. La propuesta metodoldgica para la optimizacion del
proceso de inmovilizacidn, de reaccion y estabilidad mecdnica permitieron maximizar el
desempeiio de los biocatalizadores, demostrando que las estrategias que integraron tanto
el analisis estadistico como los estudios bioquimicos y cataliticos fueron novedosas y
aportaron un mayor entendimiento del proceso de biocatalisis.
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En cuanto a la unidn a soportes, el biocatalizador desarrollado por uniones covalentes
multipuntuales en glioxil-agarosa presenté las mejores caracteristicas en términos de
reaccion hidrolitica y de estabilidad. Con una carga de proteina de 4.389 mg/g se logré una
produccion de 2.847 mg/mL de acido D-galacturdnico a las 5 horas de reaccion, un 28.5%
de hidrdlisis del acido poligalacturdnico, un rendimiento en la conversion de 10.087 g/gy
una reusabilidad de 90 horas. Las caracteristicas cinéticas resultaron levemente inferiores
en comparacion con los biocatalizadores desarrollados por atrapamiento.

Los biocatalizadores desarrollados en matrices alginato de sodio por polimerizacién
ionotrdpica con calcio y estroncio y en agar bacterioldgico con iones magnesio, presentaron
caracteristicas cinéticas similares, aunque se destacé la estabilidad y el rendimiento de
reaccion obtenido con el biocatalizador inmovilizado en agar. La PG inmovilizada en alginato
permitié obtener a las 2 horas de reaccién una concentracién de 1.542 mg/mL de acido D-
galacturdnico, un 30.7% de hidrélisis y un rendimiento de 3.084 g/g. La estabilidad mecanica
y catalitica se destaco preservando la actividad enzimdtica durante 29 ciclos de reaccidn.
Por otro lado, las reacciones realizadas con el biocatalizador heterogéneo en matriz de agar
bacteriolégico produjeron 1.987 mg/mL de acido D-galacturdnico, lo cual resulté en un
39.7% de hidrdlisis y un rendimiento de 9.279 + 0.316 g/g. Ademas, La estabilidad catalitica
y mecanica del biocatalizador permitié una reusabilidad de 96 ciclos. Se probaron matrices
mixtas de agar-poliacrilamida y agar-nanoarcillas pero no mejoraron los resultados
obtenidos con la PG en glioxil-agarosa, alginato y agar.

La aplicacién de la enzima PG producida por S. halstedii ATCC 10897 en procesos
ambientales como el tratamiento de aguas residuales de pasta celuldsica de papel y de
subproductos frutihorticolas, asi como en manufactura de alimentos para la clarificacion
enzimatica de jugos, demostré resultados satisfactorios. La clarificacion de jugos de fruta
con el biocatalizador inmovilizado en glioxil-agarosa permitié una reduccién de la turbidez
hasta del 60%, se aumentd el contenido de azucares reductores y se mejoré la fluidez del
producto. Proponiéndose con el presente trabajo una estrategia para la industria de
alimentos que demanda procesos a condiciones con menor consumo energético y
conservacion de las propiedades organolépticas y nutricionales de los productos.
Adicionalmente, la sacarificacién del albedo de naranja con el biocatalizador heterogéneo
en alginato fue efectiva para la produccién de azucares reductores.

Con base en las caracteristicas de productividad y produccién global de azlcares
reductores, el biocatalizador heterogéneo de particulas de agar bacterioldgico con actividad
PG fue seleccionado como modelo para el disefio del biorreactor de lecho percolado. El
biorreactor en operacion discontinua con recirculacién a un flujo volumétrico de 8 mL/min
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permitié un porcentaje de hidrélisis del 32% en 1.5 horas de reaccion y un holdup de 28.8.
La resistencia difusional del sistema fue baja representada por un factor de efectividad de
0.79. La columna de lecho empacado se empled para la degradacién de subproductos de
pera y pepino y produjo un aumento de azlcares reductores y soélidos solubles hasta del
30%, ademas se logrd una reduccion de la viscosidad del 80%. Se demostro el potencial del
bioproceso desarrollado para un tratamiento de subproductos frutihorticolas que generen
azucares fermentables aptos para biorefinerias y elaboracién de productos nutracéuticos.
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