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AESUMEN

Seo desarrollé un método de ficl aplicacién para Inmovilizar Is papaine por atrapamlento an
blopolimaros sntracruzados Insolubles an agus. 58 determinarcn las condiciones dptimas de
trabajo de la enzima Inmevillzade con cuaire soportes diferentes y se astablecld que la retenclién
de la aciivided proteciitica ew del orden del 50%. La aplicacién de loa alstemas sstudiados para
Ia clarficacién de cervera, dio resultados satlafactorios.

INTRODUCCION

Avances recientes en la tecnologia enzimatica han permitido
inmevilizar una enzima a un soporte solido, utilizando
técnicas tales como el atrapamiento, la adsorcion o el
enlace covalente (1,2). Como consecuencia de esta técnica
se han modificado drasticamente los procesos enzimaticos,
puesto gue la enzima al permanecer unida al soporte
inscluble puede recuperarse al final del procesc o puede
ser usada en forma continua.

La utilidad de la inmovilizacion enzimatica se incrementa
cuandc el metodo utilizado es simple y efectivo y permite
lograr facilmente la remoccion de la enzima de la mezcla
final de 1la reaccion. Ademas el portador deke ser
resistente a las tensiones mecanicas para facilitar su
adaptacicn en una columna empacada con el soporte solido.

A papaina es una enzima proteclitica cuya molecula
elipscidal esta compuesta por dos partes unidas por puentes
de hidrogenc y efectos electronicos e hidrofdobicos. Cada
una de estas dos partes de la molécula contienen
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos. El centro
activo de la enzima se encuentra situado entre estas dos
partes y contiene tres grupos icnizables (Cis 25, Asp 158
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@ His 159} (3).

El objetive de este trabaje consiste en inmovilizar la
papaina por atrapamiento wutilizande <c¢omo soportes
biopelimeros entrecruzadeos insclubles en agua, tales como:
agar, agarosa, poliacrilamida y K-carragenina. Se
determina la actividad de la enzima libre v de la enzima
inmovilizada con cada soporte, se reporta el efecto del pH
y de la temperatura sobre la actividad de la enzima y se
efectia un estudic cinetico utilizande caseina como
sustrato.

Finalmente se aplica la papaina en el proceso industrial de
clarificacion de cerveza con el c¢bjeto de conocer la
efectividad de los métodos de inmovilizacion estudiados.
Esta aplicacién se hizo por cochadas y en forma continua.

MATERIALES Y METODOS

La papaina wtilizada fue suministrada por Miles
Internacional Co. de Cali. El agar, la agarosa, la K-
carragenina v la caseina eran marca Sigma Chemical Co. La
acrilamida, la bisacrilamida, el persulfato de amonio, la
tatrametildiamida (TEMED) ¥ el Triton X-100 eran marca
Merck (Reactivos de alta pureza). Otros reactives usados
en este trabajo fuercn: c¢loruro de potasio, clorurc de
sodio, Acido etilen diamino tetra-acetice (EDTA), L-
cisteina=-HCl.H,0, buffer tris-HCL 0,054 pH 5,5-9,0.

El agar es un coloide de naturaleza hidrofilica proveniente
de algas marinas rojas, gue se utilizé en forma de polve
translucido, ligeramente amarillo.

La agarcsa es un polisacdrido lineal gue tenia las
siguientes caracteristicas: contenido de sulfato, 0,35%;
punto de gelificacidn, 36 *C y electroendosmosis, 0,16~
0,19.

ILa K-carragenina es un polisacarido obtenide a partir de
algas rojas, con peso molecular entre 100.000 y 800.000 ¥
contenido de Ester sulfato entre el 20 y 30% del peso
unidad.

El procedimiento general utilizade para inmovilizar la
enzima con agar, agarosa y K-carragenina esta esquematizado
en la Figura 1. En el caso del agar ¥ la agarosa, el
sistema consta de una fase acuosa y de una fase inerte
hidrofébica. La mezcla de una solucion acuesa de la enzima
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Enzima en Mezcla de la solucitn

solucidn enziwatica a la solucicn Adicin de la suspension
caliente del soporte a la fase hidrofobica

con agitacion constante

[ =19

Utilizacidn de la Enfriasiento solre

Recoleccidn de

1 i ]
enziwa imovilizada et e A hado 42 hiela con
agitacion
Figura 1. Diagrama esquematico de la obtencicn de las
esférulas.

y del coloide preparados zeparadamente, se adiciono scbre
la fase hidrofobica bajo agitacion.

INMOVILIZACION EN AGAR

Se preparc una solucion acuosa al 4% de agar. Esta solucion
se preparo en caliente y con agitacion constante, dejando
ebullir hasta lograr homcgenizacion total. Se dejo enfriar
3-4 minutos y se agrego 1,5 ml de sclucion de la enzima al
4% preparada en buffer de fosfato pH 7,0. La suspension se
dispersd gota a gota y mediante agitacion magnética en la
fase hidrofobica (40 ml. de aceite de soya). Una vez
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formadas las esférulas de tamano apropiado, se continuo la
agitacicn 2-3 min. mas hasta lograr completa
golidificacion., Las esfeéerulas se zepararon por filtracion
a través de gasa y se lavaron con agua tibia destilada para
eliminar el excesoc de grasa, repitiendo el lavado cuando
fue necesario.

INMOVILIZACION EN AGAROSA

SBe adicionaron 3 ml de solucidn de la enzima al 4% en
buffer de fosfato pH 7,0 a una solucion caliente del
soporte preparada en sclucion amortiguadora de fosfato pH
7,0 (0,5 g de agarosa en 12,5 ml de buffer). Esta adicion
se hizo lentamente, con agitacion constante y dejando
ebullir para homogenizar. La suspension de adiciono gota
a gota ¥ con aglitacion magnetica sobre 40 ml de aceite de
soya. la agitacion se continué 2-3 nin. despues de
formadas las esférulas, luegc se separaron de la fase
hidrofobica utilizandc gasa para filtrar y varios lavados
con agua tibia. Finalmente las esférulas fueron
almacenadas, manteniéndelas a 4 °*C hasta su utilizacion.

INMOVILIZACION EL K-CARRAGENINA

Se utilizaron 3,4 g de K-carragenina para dispersarlos en
68 m]l de solucion galina al 0,9%, calentando
constantemente. La solucion se llevd hasta 80 'C y se dejo
hervir para lograr una sclucicn homogénea. Se dejo reposar
un minuto y se agregaron 3 mli de =olucicon al 4% de la
enzima. Rapidamente la suspension se virtid en el
recipiente de almacenamiento. el gel obtenido se dejo
enfriar 30 min. a 10 "C, ¥ luego se lave con 5 ml de EC1
0,3M para mejcorar su estabilidad.

INMOVILIZACION EN POLIACRILAMIDA

Inicialmente se.prepard una solucion stock del monomero
mezelando 17,6 g de acrilamida y 1.,2 g de N, N-metilen
bigsacrilamida disuelto en 100 ml de buffer Tris-HCl 0.005M
pR 7.0.

S5e tomaron 8 ml de la solucicn de mondmerc previamente
preparado y e mezald con 3 ml de gsolucidn de la enzima a
4% en buffer Tris-HCL 0.05M FPh 7,0. Sa anadieron 20 ml
(0,5 g/ml}) de persulfato de amonio y 100 ml de TEMED para
iniciar y controlar la pelimerizacion. Al cabn de unes 30
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min se forma un pelimero gque tiene una complicada
estructura de rizos y ramificaciones interconectadas, a
causa de la accidn de la bisacrilamida. El gel es incoloro
¥ muy transparente.

DETERMINACTION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se utilizo como sustrato una soclucion al 0,5% de caseina &n
buffer de fosfato 0,2M pH &,0. La actividad se estimo
midiendo el incrementc del material seluble en acido
triclorpacetico (TCA), gue resulta de la accion de la
proteasa sobre la caseina a 37 °C durante 30 minutos. A 7
ml de la solucidn del sustrato al 0,5% se adicionaron 5 ml
de L-cisteina-HCl.H,0, 1 ml de EDTA y 1 ml de solucion de
enzima libre ({2 mwmg/ml) preparada en buffer de fosfato
(0,2M, pH 7,0), Después del tiempo de incubacicén, § ml de
la mezcla reaccicnante se combinaron con un volumen igual
de TCA al 10%; se filtro v se determing en el filtrado
desproteinizado la cantidad de tirosina likerada a partir
de la caseina midiendo la absorvancia a 280 nm.

Yara determinar la actividad proteolitica de la enzima
inmovilizada, se agrego 1 g de la enzima atrapada en el
soporte respective, a 8 ml de sclucion del sustrato
preparado de igual forma qgue para la enzima soluble. ILa
mezcla se sometid a ideéntice tratamiento que en el caso de
la enzima libre v se midic su abscorvancia a 280 nm.

La actividad de una enzima se mide en unidades de
activacicn (UA)., Bajo las condiciones de este trabajo se
define una UA como la cantidad de enzima gque libera 1,0
micromoles de tirosina (181 microgramos), a partir de
caseina, peor minuto, a pH 7,0 y a 37 °C.

PERFIL DE PH

Se utilizaron 7.0 ml de seolucion de caseina preparada en la
forma ya descrita, a los cuales se agrego 1 ml de solucion
de enzima libre en buffer de fosfato. Para la enzima
inmovilizada se aplice 1 g de enzima en 8 ml de suatrato,
El tiempe de incubacion y demas parametroe analiticos
fuercon similares para ambos tipos de enzimas. La medicion
de la absorvancla se hizo en un rango de pH entre 5,5 y
92,0,

PERFIL DE TEMPERATURA
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La influencia de 1la temperatura sobre las actividades
relativas de 1a enzima libre y de la enzima inmovilizada se
determind entre 26 y 80 °C. Los procedimientos utilizados
fueron los mismos descritos anteriormente. Se trabajd al pH
de maxima actividad en cada caso.

ESTUDIO CINETICO

Para determinar el efecto de la concentracion del sustrato
sobre la velocidad inicial y elaborar las grafica de
lLineweaver-Burk para. la hidrélisis se caseina por la
papaina, se vario la concentracion del sustrato entre ©,25
a 0,4%, para lo cual ze utilizo el buffer de foafato. Se
trabajc en las condiciones de pH y temperatura a las cuales
la enzima libre o inmovilizada demostrd tener su mdxima
actividad.

MEDIDA DE LA DUREZA DEL CEL

Para medir esta propledad se utilizd un consistenciometro
Fopler eguipado para determinar el punte de fluencia bajo
un cong de cualguier sustancia. £l cono de acerc de
dimensiones especificas penetra en la muestra, bajo una
carga que puede ajustarse gradualmente entre 0,25 y 50 Kg,
hasta gque se alcanza el punto de fluencia. E1 Angulo de ia
punta del cono es exactamente 53°10' de modo que el
diametro de cada base es igual a la altura respectiva. La
profundidad de penetracién es igual al diametro de 1la
superficie de bkase del cono penetrado.

El punto de fluencia se cbtiene de la ecuacion:

Fp = (M % g)/p = (12,5 x M)/8

Donde ,

Fo: Punto de fluencia bajo un cono en Kp/cm

g : Aceleracion de la gravedad = 9,81 m/s

p : Superficie de base del conc penetradoc en cm
§ : Profundidad de la penetracion en cm

Maza efectiva total an Kg

TRATAMIENTO EMZIMATICO SOBRE LA CERVEZA
Bl tratamiento de cerveza en cochadas se efectuo mediante

ia adiaién de 1 g de papaina inmeovilizada a 100 ml de
corveza, la cual se mantuvo a temperatura amhiente en
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reposo durante 1 hr. En las mismas condiciones
experimentales se trabajd con una muestra de cerveza con
enzima libre (10 mg/100 ml) ¥ con una muestra control sin
enzima.

Para el tratamiento en continuo se utilizo una columna de
0,8 cm de diametro internc y 25 cm de longitud, la cual
estaba provista de una camisa para recirculacion de agua.
Se efectuaron dos ensaycs para cada sistema de
inmovilizacion: uno a temperatura ambiente y otro con agua
clrculante a temperatura entre 2 a ¢ °C. El flujo de
cerveza era aproximadamente de 2 ml/min.

Raesultaron asi tres tratamiento= para cada sistemas de
inmovilizacion, cuyos resultados se compararon con los
obtenidos para cerveza en botella y en lata. Y con los de
la cerveza control y los de la muestra tratada con enzima
libre.

Al final 1las 17 muestras de cerveza se sometieron a
lecturas de turbidez en un nefelometro, el cual da lecturas
dlrectas en unidades de turbidez nefelometricas (NTU).

RESULTADOE ¥ DISCUSION
PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACION

El tamanc de las esferula oktenidas al inmovilizar con agar
y agarosa se pudo ajustar facilmente entre 0,5-1.0 mm de
diametro, aungue las esférulas obtenidas con agar son de
mayor tamano gue las de agarcsa. Esto parece que se debe
a gque el puntoc de solidificacioén con agar se alcanza en
forma mas lenta.

Por recomendacion de la literatura (4) y ensayos efectuados
en el laboratorio, se utilizo aceite de soya para formar
una fase hidrofobica, cuya finalidad es disolver 1las
particulas de enzima y facilitar la formacion de esfeéerulas
de un tamano adecuado.

En el caso de K-carragenina, resulto mas adecuado trabajar
con un sistema de cubos que con un sistema de esfeérulas,
debido a gque el punto de solidificacion se alcanza con
demasiada rapidez, 1lo cual impide realizar un goteo
permanente =cbre la fase hidrofébica. Se observo gue la
rigidez del gel se mejora al agregar una solucion diluida
de NaCl. El sistema cubico presenta gran facilidad de
manejo y mayor area superficial, aunque deja muchos
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de Nacl. El sistema cubico presenta gran facilidad de
manejo y mayor area superficial, aungue deja muchos
egspacies vacios cuando se usa en la columna.

El gel de poliacrilamida, preparado con tetrametildiamina,
presents un punto de egolidificacidn demasiadeo rapido come
para facilitar la formacicn de esferulas, por lo cual este
zoporte se aplico en forma de membrana. Este ez un gal de
alta viscosidad, gque dificulta en parte su manejo. Sin
embargo, las membranas sa subdividieron en superficies mas
pequenas que se adaptaron bien al trabajo en la columna.

OPTIMIZACION DEL PH

En la Tabla 1 se presenta el rango de pH optimo observado
con relacion a la actividad de 1la enzima 1libre e
inmmovilizada, utilizando caseina como sustrato y trabajando
a temperatura ambiente. El efecto del pH sobre la
actividad relativa de la enzima libre e inmovilizada se
puede observar en la Figura 2.

TABLA 1. pH optimo para la actividad enzimatica de 1la
papaina usandc caseina como sustrato.

Sistema Rango de pH optimo

Enzima libre 6,5
Enzima Agarosa 7,0
Enzima Agar Ty =
Enzima K-carragenina )
Enzima poliacrilamida 7,0

|owd s ] D R
A 02 h W~

Se encontro gue el pH optimo para la papaina libre es de
6,6, lo cual coincide con datos reportados usando el mismo
sustrato (5). 8in embargo, con sustratogs diferentes se ha
reportado otros valores de pH, por ejemple con benzoil-1-
arginina etil ester el pH optimo esta en 7,2 (5).

El increments en los valores de pH para la enzima
inmovilizada es de esperarse, puesto gue el impedimento
estérico que ofrecen los soportes debe limitar la difusion
de protones en la sclucion. Con la papaina inmovilizada en
guitosan, reportd un pH de 8,0, usandeo caseina como
sustrato. (6)
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PERFIL TERMICO

En la Figura 3 se observan los efectos de la temperatura
gsobre lae actividades relativas de la enzima libre e
inmovilizada. Utilizando caseina como sustrato, se
determind que la maxima actividad de la enzima soluble se
cbtiene a 62 *C, &n tanto que para la papaina inmovilizada
en agar y agarosa se obtiene a 37 °C y para la inmovilizada
con K carragenina y poliacrilamida a 52 *C.

en general, la curva correspondiente a la enzima libre
presenta un ascenso mas regularizado y un maximo mas
pronunciado que las otrae curvas. El ascenso mas irregular
corresponde al sistema enzima-poliacrilamida, lo cual
sugiere que este es el menos estable termicamente de tedos
log sistemas estudiades. :

Se sabe que la papaina posee una gran estabilidad térmica,
que precisamente permite utilizarla a elevadas temperaturas
donde el riesgo de contaminacidn micrecbiana es minimo (7).
Por esto, no es sorprendente encontrar gue su actividad
mAxima se desarrclla a 62 "C. Con relacicn a los sistemas
inmovilizados, a1 tratamiento fisico a gque ha sido sometido
la enzima para atraparla, aparentemente ha desnaturalizado
parte de la proteina, lo cual hace disminuir su estabilidad
térmica y su actividad relativa.

ESTUDIC CINETICD

Este sstudio se llevo a cabo para determinar la constante
de Michaelis ¥Km y la wvelcocidad maxima Vm de la enzima
soluble a inmovilizada. Los resultados obhtenidos se
presentan en la tabla 2. Se utilize come sustrato la
caseina y el trabajo se efectud al pH y la temperatura de
maxima actividad para la enzima. Los valores de Em y Vm se
obtuvieron de las correspondientes graficas de Linweaver-
Burk.

TABLA 2. Parametros cinéticos de la papaina.

amw seladpm e ric)

gistema Km (mg/1) Vm (ug/l.min)
Enzima libre 6,29 x 10° 0,392
Enzima Agarosa 4,42 x 10 0,284
Enzima Agar 4,00 x 10 0,280
Enzima K-carragenina 1,27 0,152
Enzima poliacrilamida 2,96 0,270
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En estos resultados se cobserva gque el mayor valor par Em

corresponde a la enzima libre. Eato se debe a gue la
enzima inmovilizada esta menos accesible para el sustrato
gue cuando no e=xta atrapada . Por la misma razdén, la

velocidad maxima para la enzima inmovilizada también tiene
valores infericres comparados con la enzima libre. En otras
palabras, existe mayor afinidad por el sustrato cuando se
trabaja con la enzipa libre. Sin embarge, el hecho de que
la enzima disminuye su acktividad y su afinidad por el
sustrato a cauza de su inmovilidad, esta compensada por que
la enzima puede usarse en forma continua durante largo
tiempo sin que me obeerve una perdida notoria de =u
actividad.

También se determindé el efecto de la concentracion de
caseina scbre la velccidad inicial de la papaiha soluble e
immovilizada, trabajando en condiciones de maxima actividad
para cada caso (Figura 4)., Se observa gue para la enzima
libre, una concentracion de sustrate superior al 2,75%
permite mantener la actividad enzimatica constante. En
todos los sistemas  inmovilizados  excepto en la
poliacrilamida, . una concentracién de sustrato igual o
inferior al 1,0% fue suficiente para gue la actividad de la
enzima ze mantenga sin cambio.

Esta diferencia puede atribuirse a la aparente saturacion
del sustrato o a la posible penetracicn del sustrato dentro
del soporte.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

En l1a Tabla 3 ge presentan los resultadeos ohtenidos al
medir la actividad relativa de la papaina inmovilizada en
los soportes utiligados en esta trabajo. En todos los
cagos se trabajé a pH 7.0 ¥ 37 °C en un bhanfo termostatado
manteniendo agitacien constante.

TABLA 3., actividad relativa, factor de efectividad y punto
de fluencia de la anzima inmovilizada.

Sistema 1 2 3

Enzima libre : 100 1,0 —_—
Enzima Agar 56 D,28 : 25,9
Enzima Agarosa 50 0,18 25,9
Enzina EK-carragenina 432 0,16 12,1
Enzima poliacrilamida- 49 0,18 16,4
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1 : Actividad retenida %
2 : Factor de gfectividaﬁ
3 Funto de fluencia [{durezz) en Kgfcmz

La perdida de actividad a causa de la inmovilizacion fue en
promedio de 50%, 1lo cual puede explicarse por las
resistencias difusionales internas y por 1la posible
acumulacion de producto en el microentorno de la enzima
inmovilizada (7).

También se presenta el factor de efectividad, el cual se
considera como una medida de la limitacion difusional.
Este factor se estimo come la relacidn existente entre la
actividad de la enzima imnmovilizada y la actividad de una
santidad eguivalente de enzima libkre kajo las mismas
cundician&s.

La tercera columna de la Tabla 3 presenta €l punto de
fluencia, que indica la dureza alcanzada en la preparacicn
de los geles. A mayor dureza, mayor es la actividad
retenida por el sistema.

TRATAMIENTO DE CERVEZA CON PAPATNA

£stos ensayos se efectuaron con la colaboracidon de 1la
empresa Bavaria. Se deseaba determinar lz eficiencia de
los diferentes sistemas para clarificar la cerveza. ILos
tratamientos ze realizaron en cochadas ¥ en cclumha y Se
somparaton con  la enzima libre y  con cerveza sin
tratamiente. . En la Tabla 4 se presentan loz resultados.

En general, el procesa continuo fue mags efective gue el
tratamiente en cochada, en particular cuando se efectud con
ta cerveza £n friec. El mejor resultado se cobtuvo en E-
agar,trebajando a temperatura ambiente con el cual la
“urhidez disminuye mds del 100% can relacion al contrel y
mas © menos el doble con relacidn a la enzima libre. Estos
resultados preliminares demostraron 1la eficiencia ¥y
estabilidad de los sistemas inmovilizadeos ensayados.

CONCILUSIONES

~ Bl métodes de imnmovilizacicn de la  papaina  peor
atrapaniente puede efectuarse en gondiciones de operacicn
noderadas y sin el uso de reactivos qulmlcns gua puedan
alterar;la eatructura de la ensima.
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- Se presenta la ventaja de trabajar con la enzima atrapada
en soportes que puedan tener diferentes formas, tales
como esférulas, cubos © membranas; lo cual facilita el
digeno de un reactnr aproplado para una aplicacion
gapecifica.

- Be determinaron las condiciones de trabajo optimas para
- cada sistema de inmovilizacion 'y se observo una retencion
de la actividad enzimatica del orden del 50% én promedio.

- La aplicacidén de los siatema estudiados para la
clarificacién de la cerveza fue eficiente, en ezpecial
cuando se trabaja en proceso continuo, a temperaturas
entre 2-4 °C.

TABLA 4. Valores de turbidez de la cerveza antes y despueés
del atrapamlento en51mat1ca¢

Ho Exp. Enzima Tratamlantﬂ NTU
1 Contrel “81in ningun tratamiento 18
2 E-libre Anadida directamente :
3 E~agar Cochada ; 3,1
& E-agar Columna temp ambiente 1,6
5 E-agar Columna 2-4 °C 1,3
6 E-agarosa Cochada : 3,2
7 E-agarosa Columna tenp ambiente Lok
8 E-agarosa Columna 2 - 4 *C 1,5
g E-carragenhina . Cochada 3,0
10 E-carragenina Columna temp ambiente 2,0
11 E-carragenina Columna 2 - 4 °'C 2,5
12 E-poliacrilamida Cochada 3,0
13 E-poliacrilamida Columna temp ambients 2,9
14 E~peliacrilamida Columna 2 - 4 °C 2,6
15 Cerveza comercial En botella 16
le Cerveza comercial En latsa 10

12

17 Cerveza camerciai-én botella

Los engayos 15 v 16 fuercon realizadeos utilizande cerveza de
la mizma enpresa gue facilito 1a cerveza sin ningun
tratamiente enzimatico. El ensayoe 17 fue aplicado a
cerveza de otra empresa.
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ABSTRRCT

A practlical method involving entrapment of papain by cross
linked inscluble bicpolymers was developed. The optimal
working conditions to use the inmobilized system with four
different carriers were evaluated and it was found that the
proteclytic activity was retained by about S0%, The use of
the inmobillzed system to remove chill haze from beer was
gsatisfactory.

82 P 1%, Bucaesmargs [Salomblay, 19{1) 3852, jur) 168+



	39.pdf
	40.pdf
	41 (1).pdf
	42.pdf
	43.pdf
	44.pdf
	45.pdf
	46.pdf
	47.pdf
	48.pdf
	49.pdf
	50.pdf
	51.pdf
	52.pdf

