XVI Congreso Nacional de

| Biotecnologia y Bioingenieria

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

CARACTERIZACION DE MATRICES DE POLIELECTROLITOS NATURALES CON ALTA
CAPACIDAD DE ADSORBER PROTEINAS Y SU APLICACION PARA RECUPERAR ENZIMAS.

Ana Catarina Santos Leite Da Silva®, Nadia Woitovich Valetti, M. Emilia Brassesco', José Anténio Couto Teixeira’
Guillermo A. Picé*
!Instituto de Procesos Biotecnolégicos y Quimicos (IPROBYQ - CONICET). Universidad Nacional de Rosario,
Argentina. “Centre of Biological Engineering, Universidade do Minho, Braga, Portugal. gpico@fbioyf.unr.edu.ar

Palabras clave: alginato, goma guar, quimotripsina, adsorcion.

Introduccién: La gran demanda industrial de enzimas
exige el disefio de nuevos métodos de bioseparacion que
puedan ser escalados[1l]. La adsorcién es un camino
interesante si se obtienen matrices econdmicas,
reutilizables y no contaminantes. Una opcién son las
matrices formadas por polisacéridos naturales ya que los
mismos son biodegradables, de bajo costo y es conocida
su capacidad de absorber proteinas[2, 3]. Durante este
trabajo se estudié la interaccion entre dos polimeros
naturales (alginato y goma guar) para la formacién de
matrices insolubles y se realizaron estudios con el fin de
determinar su capacidad de adsorber una enzima de
importancia industrial: quimotripsina (QT).

Metodologia : Se prepararon soluciones de ambos
polimeros en diferentes proporciones y las mismas se
gotearon sobre CaCl, para obtener esferas uniformes
que fueron entrecruzadas utilizando epiclorohidrina.

La adsorcion de QT se realizd en batch y se siguié por
medidas de absorbancia. Se obtuvieron las curvas de
absorcion en el tiempo y las isotermas de adsorcion en el
equilibrio.

Resultados : En la tabla 1 se muestran las matrices
obtenidas y su capacidad de adsorcion de QT bajo una
misma condicion de adsorcion.

Tabla 1. Capacidad de adsorcién de QT de las diferentes matrices
obtenidas. Medio: Buffer Citrato 25 mM, pH 5,00.

Matriz | [Alginato] | [Goma Guar] | % QT adsorbida
(%P/V) (%P/V)
1 0,2 0,5 60
2 0,6 0,5 42
4 1 0,5 13

A partir de los datos obtenidos se eligieron para continuar
con el trabajo las matrices 1 y 2. Se determinaron las
condiciones Optimas para la adsorcion de la enzima. Se
encontré que las variaciones de pH afectan notablemente
el rendimiento de la adsorcién y que la misma es 6ptima
a pH 5,00. A su vez, se determiné que la presencia de
sales en el medio disminuye la adsorcién, avalando un
posible mecanismo electrostatico de interaccion entre las
matrices y la QT.

En cuanto a la cinética de la adsorcion, para la matriz 1
se requieren de 45 min para llegar al equilibrio pero
cuando se utiliza la matriz 2 basta con tan sélo 20 min.

La figura 1 muestra las isotermas de adsorcién. Puede
verse que la isoterma obtenida al utilizar la matriz 1
presenta una forma sigmoidea con un méaximo de
adsorcién de 6,97 mgQT/ g matriz. La isoterma obtenida
con la matriz 2 ajusta a la isoterma de Langmuir con un
méximo de 1,3 mgQT/g matriz.

Figura 1. Isotermas de adsorcion de QT a 25°C. Medio: buffer citrato 25
mM, pH 5,00
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Conclusiones . Durante este trabajo se prepararon
diferentes matrices polimericas y se encontraron las
condiciones 6ptimas para el proceso de adsorcién de QT
sobre dos de ellas. Se encontrd que el mejor rendimiento
de la adsorcién se da a pH 5,00 requiriendo de entre 20 y
45 min para completarse, dependiendo de la matriz
utilizada. La capacidad maxima de adsorcion de ambas
matrices es elevada y existe la posibilidad de reutilizarlas.
Las matrices mostraron su potencial capacidad para ser
utilizadas en la purificacion de QT a partir de su fuente
natural.
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