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ABSTRACT

In order to determine the most suitable  aqueous two-phase system in pepsin separation, different purification systems  formed by polyethylene-glycol (PEG) and potassium phosphate were evaluated. The  study was conducted on enzyme homogenates of porcine gastric mucus (PH) and  bovine abomasum homogenates (BH). Different molecular mass of polyethylene -  glycol (1500 and 3000) and distribution of temperature (8 and 20 °C) were  evaluated. The distribution of the pure enzyme was first determined, and then,  the performance of the enzyme in the homogenates. The enzyme yield and the  purification factor were determined for each system. The pepsin distribution in  both homogenates showed similar performance to the pattern enzyme and  distribution constants higher than the unit (PH 2.7 and BH 1.5) were obtained.  The purification indicators for both preparations showed a purification factor  higher than 3(HP 3.25 and BH 3.81) and yields higher than 60 % (PH 74.16 and BH  61. 54). The system formed by PEG 1500/phosphate at a distribution temperature  of 20 ºC was the best variant. This method of separation and purification of  pepsin is a simple and rapid alternative, also allows obtaining an adequate  purity for further extractives steps of the enzyme. 
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RESUMEN

Para determinar el sistema bifásico  acuoso más adecuado en la separación de pepsina, se evaluaron diferentes  sistemas de purificación formados por poli etilenglicol (PEG) y fosfato de  potasio. El estudio se realizó en homogenados enzimáticos de mucosa gástrica  porcina (HP) y homogenados de abomaso bovino (HB). Se evaluaron diferentes  masas moleculares de poli etilenglicol (1500 y 3000) y temperaturas de reparto  (8 y 20 ºC). Se determinó primeramente el reparto de la enzima pura y luego, el  comportamiento de la enzima presente en los homogenados. Se determinó el  rendimiento de enzima y el factor de purificación para cada sistema. El reparto  de la pepsina en ambos homogenados mostró comportamiento similar a la enzima  patrón y se obtuvieron constantes de reparto superiores a la unidad (HP 2.7 y  HB 1.5). Los indicadores de la purificación para ambos preparados mostraron un  factor de purificación superior a 3 (HP 3.25 y HB 3.81) y rendimientos  superiores a 60 % (HP 74,16 y HB 61, 54). El sistema formado por PEG  1500/fosfato a una temperatura de reparto de 20 ºC resultó la mejor variante. Este  método de separación y purificación de pepsina es una alternativa simple y  rápida, además permite obtener una pureza adecuada para posteriores pasos  extractivos de la enzima.
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INTRODUCCIÓN

En la rama agropecuaria, el tratamiento  de residuos y la búsqueda de nuevas enzimas son aspectos de gran importancia y  actualidad (Saval 2012). En Cuba, son pocas las proteínas que se aíslan de un  cultivo bacteriano o se purifican a partir de su fuente natural para abastecer  a la industria, por lo cual se importan en su mayoría (Montes de Oca et al. 2013). La obtención de preparados enzimáticos que sustituyan enzimas  comerciales en diferentes usos representa un ahorro económico considerable para  el país y, si la fuente de obtención de estos es un desecho, el beneficio es  doble, pues al utilizarse disminuye su efecto negativo en el ambiente. 

Por lo antes expuesto, el estudio de  nuevas formas de aislamiento y purificación de enzimas a partir de sustratos  naturales y desechos industriales es objeto   de interés. Una de las enzimas que más se emplean en los laboratorios de  investigación son las proteasas, como es la pepsina, que inicia la degradación  de las proteínas en el estómago (Morillo et al. 2015). La pepsina es  ampliamente utilizada en la industria alimentaria y en la farmacéutica y  constituye una herramienta útil para realizar simulaciones in vitro de  la digestibilidad de muchos alimentos. Sin embargo, su procedimiento de  purificación, al igual que el de cualquier otra enzima, es un proceso sumamente  complejo. 

En la actualidad existen disímiles  técnicas extractivas y de aislamiento, pero la ciencia avanza cada vez más  hacia la utilización de métodos sencillos, rápidos y económicos que brinden un  producto final en el menor número de pasos. Entre estos métodos se destaca la  purificación en sistemas bifásicos acuosos (SBA),  que se caracterizan por ser simples y brindar  un ambiente de alta estabilidad para las macromoléculas. Además, a diferencia  de otros métodos, estos pueden ser escalados sin grandes complicaciones. Por  estas razones, este trabajo tiene como objetivo estudiar los sistemas bifásicos  acuosos en la separación y purificación de la pepsina proveniente de los  desechos de matadero.

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de los crudos enzimáticos. Se tomó la mucosa gástrica de tres  estómagos por especie (cerdos y bovinos) para realizar la obtención de los  homogenados. Los animales a los que se les extrajo el órgano consumían la misma  dieta y pertenecían a la misma categoría (ceba). 

Inmediatamente  después de extraído el estómago del animal recién sacrificado, se separó la  mucosa. Se enjuagó con solución salina y se tomaron regiones específicas. En el  cerdo, se tomó la mucosa de la región fúndica del estómago y en el bovino, la  mucosa gástrica del abomaso, hasta colectar un peso total de 100 g de mucosa.  La mucosa colectada se cortó en pequeñas porciones, se removió la grasa de  forma manual y se mezcló con 300 mL de buffer fosfato de potasio 50 mM a pH 7.0  mediante un homogeneizador de cuchilla, con ciclos cortos y repetidos de 1 min.  cada uno. El extracto crudo se filtró con fibra de vidrio para remover restos  celulares groseros, y luego se centrifugó a baja temperatura (5 °C) durante  veinte minutos a 15000 rpm. El sobrenadante se dividió en pequeñas fracciones y  se almacenó a -20 °C hasta su uso posterior (Boeris et al. 2009).  

Antes de su utilización, el homogenado  se descongeló y se eliminó la grasa acumulada en la parte superior mediante el  empleo de pipetas Pasteur.

Preparación de los sistemas bifásicos. Los sistemas bifásicos (SBA) se  formaron con polietilenglicol (PEG) de diferentes masas moleculares (1500 y  3000) y fosfato de potasio (Pi), según se indica en la tabla 1. La  concentración de estos compuestos se seleccionó de acuerdo con particiones  informadas por Boeris et al. (2009) y según los diagramas binodiales  propuestos por Lei et al. (1990) y Tubío et al. (2007).  

Se prepararon 2 g de cada sistema a pH  6.0 por peso directo de los componentes. Los constituyentes se mezclaron y  equilibraron durante 30 min. a 
  20 °C. Se agitaron luego por inversión y se dejaron en reposo durante 24 h en  ampollas de decantación a temperatura constante. Una vez alcanzado el  equilibrio, las fases superiores e inferiores se separaron y se reconstituyeron  seis nuevos SBA más pequeños para ensayar posteriormente el reparto de la  pepsina.  

Determinación del coeficiente de  reparto. Para determinar  el coeficiente de reparto de la enzima, se incorporaron 250μL de  una solución de pepsina patrón de concentración 10g/L al sistema bifásico  preformado, el cual contenía 2 mL de cada fase equilibrada.  

Para determinar el efecto de la  temperatura, se evaluó el coeficiente de reparto de la enzima en los diferentes  sistemas (PEG 1500 Y PEG 3000) a 8 y 20 ºC. Luego de mezclar por inversión  durante un minuto, se dejó reposar 30 min. en baño con temperatura controlada,  previo a la separación de las fases para permitir que se alcanzara el  equilibrio de reparto. No se observó variación en el volumen de cada fase al  añadir la proteína. Posteriormente, se retiró con micropipeta la máxima  cantidad de ambas fases descartando la interface.

El coeficiente de reparto de la pepsina  patrón se calculó como la relación de actividad enzimática en las fases  superior e inferior, respectivamente. 

Para el reparto de los homogenados  porcino (HP) y bovino (HB) se procedió a preparar los sistemas bifásicos de  igual forma que para el reparto de la enzima pura. Los constituyentes se  mezclaron y se equilibraron durante 30 min. a 20 °C, se agitaron por inversión  y luego, se dejaron en reposo durante 24 h en ampollas de decantación, a  temperatura constante de 25 ºC. 

Para evitar la desaparición del SBA por  dilución, se emplearon masas de HB y HP correspondientes a 15 % de la masa  total del sistema. La relación de volúmenes entre las fases, una vez que se  alcanzó el equilibrio (R=1), no afectó la constante de reparto. 

El reparto se llevó a cabo en reposo  durante 2 h a 
  20 ºC. Separadas las fases superior e inferior, se tomaron tres muestras de  cada fase por cada sistema bifásico y se determinó la actividad enzimática y  concentración de proteínas totales. 

Las constantes de reparto de proteínas  totales y de enzima, para cada homogenado se determinaron mediante la relación  de concentración de proteínas y de actividad enzimática entre las fases,  respectivamente. 

Determinación de la concentración de  proteínas. La concentración  de proteínas de los homogenados, así como de sus fracciones purificadas por el  sistema bifásico acuoso, se determinó mediante lecturas de absorbancia a 280  nm. Para el cálculo se empleó una curva patrón de sero albumina bovina con  intervalo de concentración entre 0.05 y 0.5 mg/ mL. Todos los análisis se  realizaron por triplicado. Para corregir las interferencias por parte de las  fases, se emplearon sistemas blancos sin proteínas. 

En el reparto de la  enzima patrón (pepsina), la concentración se determinó mediante curvas de  calibración en las fases superior e inferior de los sistemas bifásicos en  estudio. Se empleó intervalo de concentración de pepsina entre 0. 05 y 0.5  mg/mL para cada fase y blancos sin proteína para corregir las posibles  interferencias. Todos los análisis se realizaron por triplicado.  

Determinación de la  actividad enzimática. La actividad enzimática de los crudos como de sus  fracciones purificadas se determinó mediante la técnica de coagulación de la  leche, descrita por Tubío et al. (2007).

Se agregaron volúmenes crecientes (50,  75, 100, 150 y 200 uL) de una solución de pepsina comercial (0,1 g/L) a los  tubos con 2 mL de leche, de modo que el volumen agregado no superara 10 % del  volumen total para que las medidas del tiempo de coagulación (Tc) no se  afectaran por la dilución. Para realizar una curva de calibración se calcularon  los Tc para cada uno de los volúmenes agregados de pepsina y se graficó Tc en  función de 
  1/masa (1/μg) de pepsina agregados.

La concentración de pepsina promedio en  g/L en las diferentes muestras se calculó por interpolación de los valores de  Tc en la curva de calibración.

La inversa de la pendiente de la gráfica  Tc vs 
  1/μL permite obtener la actividad coagulasa -actividad  total- en U/mL. Una unidad enzimática se define como la cantidad de enzima que  coagula 2 mL de leche descremada a 35 °C por minuto. Todas las mediciones se  realizaron por triplicado.

Determinación del factor de purificación. Se determinó mediante la relación de  la actividad enzimática obtenida en el proceso de separación con respecto a la  actividad enzimática inicial (Bravo et al. 2011). 

Se calculó el rendimiento (y %) de  proteínas totales y el de pepsina en la fase superior de cada sistema mediante  la siguiente ecuación (Bravo et al. 2011):





Donde:

Kp es la constante de reparto de la  pepsina 

R es la relación de volúmenes entre las  fases superior e inferior, respectivamente 

Análisis estadístico. Para el estudio del efecto de la  temperatura y la masa molar en la constante de reparto de la pepsina patrón se  realizó un análisis de varianza, según modelo de clasificación simple con  arreglo factorial 2 x 2. Se aplicó la dócima de Duncan (1955) para la  comparación de medias. 

Las determinaciones de la actividad  enzimática, la concentración de proteínas y las constantes de reparto, se  analizaron según modelo de clasificación simple. Los valores medios se  compararon mediante la dócima de Duncan (1955) en los casos necesarios. Los  datos se analizaron mediante el paquete estadístico computarizado InfoStat,  versión 2012 (Di Rienzo et al. 2012).

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La tabla 2 muestra el efecto de la  temperatura y la masa molecular del PEG en la constante de reparto de la  pepsina patrón.

Los mejores  repartos de la pepsina se encontraron en los sistemas con PEG 1500 y para una  temperatura de 20 ºC. Estos resultados están en concordancia con lo planteado  por Spelzini et al. (2006, 2011), quienes informan que los sistemas más  adaptados para separar la pepsina son aquellos con bajas masas moleculares de  PEG. 

En este estudio se  logró una separación satisfactoria de la enzima hacia la fase superior de ambos  sistemas, con valores de coeficientes de reparto superiores a la unidad, lo que  indica una interacción favorable entre la proteína y el PEG. Este  comportamiento de la pepsina en el sistema bifásico se debe, principalmente, a  su estructura, ya que aunque la mayor parte de los residuos hidrofóbicos se  encuentran hacia el interior de la molécula, esta posee un alto carácter  hidrofóbico en la superficie expuesta al solvente, lo que genera las  interacciones con el sistema en estudio (Spelzini et al. 2005). 

El PEG presenta una molécula flexible,  que puede adquirir una estructura compacta que se estabiliza por uniones  hidrofóbicas intramoleculares. Esta estructura compacta tiene menor interacción  con el solvente que las moléculas completamente extendidas, lo que permite que  interactúe con el dominio proteico (Marini et al. 2011). La capacidad de  interaccionar con las proteínas está mediada además por su masa molecular y por  el efecto de la temperatura (Bassani et al. 2010).

Según Tubío et al. (2007), el  aumento en la masa molecular del PEG induce el desplazamiento del equilibrio de  reparto hacia la fase donde dicho polímero se encuentra en menor concentración,  o sea, hacia la fase inferior. El volumen excluido por el PEG aumenta a medida  que se incrementa su masa molecular, lo que provoca una transferencia de la  pepsina a la fase rica en sal, con la consecuente disminución de la constante  de reparto. Este efecto concuerda con los resultados que se obtienen en este estudio.

Arakawa y Timasheff (1985) examinaron la  interacción entre PEG y β lacto globulina, en función de la masa  molecular de PEG. Estos autores observaron que la exclusión preferencial se  incrementa cuando se aumenta el tamaño del PEG. Este resultado está a favor de  la exclusión estérica como uno de los factores que determinan la interacción de  PEG con proteínas.

En el caso del efecto de la temperatura  en el reparto de la enzima, se observa que un incremento en la misma induce un  desplazamiento de la pepsina hacia la fase rica en polímero, según informó  Spelzini et al. (2008). Este efecto se manifiesta para la mayoría de las  proteínas, donde el aumento de temperatura conduce al incremento del  coeficiente de reparto.

Varios autores  plantean (Imelio et al. 2008, Spelzini et al. 2008) que en los  sistemas formados por 
  PEG/Pi, la transferencia de pepsina desde la fase rica en sal hacia la fase  rica en PEG se favorece por aumento de la temperatura, fundamentalmente a baja  masa molecular de PEG. Spelzini et al. (2011) estudiaron el calor  asociado al reparto de la Pepsina y encontraron que grandes cambios de entalpía  están asociados a la transferencia de pepsina desde la fase rica en sal a la  fase rica en PEG.  

Cuando se lleva a  cabo la transferencia de proteína de una fase a la otra, un gran cambio de  entalpía sugiere la ruptura de numerosos enlaces intermoleculares (agua  estructurada en el dominio proteico y en el polímero). Este efecto se puede  deber a la fuerte interacción PEG-proteína que induce el desplazamiento del  agua en el dominio proteico. Se piensa además, que el agua estructurada  alrededor de la cadena hidrofóbica (etileno) de la molécula de PEG libera el  agua ordenada (Tubío et al. 2007).  

Como se muestra en  la figura 1, se logró alta separación de las proteínas contaminantes. la enzima  se repartió mayoritariamente hacia la fase superior rica en PEG y la mayoría de  sus impurezas hacia la interface y la fase inferior. 

La figura 2 muestra que los valores de  actividad enzimática en la fase superior de cada sistema presentan valores  superiores a los de la fase inferior y a los preparados originales. 

Spelzini et al. (2011) refieren que el PEG produce interacción de tipo no desestabilizante en  la estructura secundaria de las proteínas. Por ello, separar las enzimas en la  fase superior rica en PEG supone un beneficio, en cuanto a la estabilidad para  posteriores pasos de purificación. 

Como muestra la figura 3, hay mayor  reparto de enzima que de proteínas totales, lo que sugiere alta recuperación de  la actividad enzimática en la fase superior del sistema en relación con el  resto de las proteínas presentes en los homogenados. 

La figura 4 muestra que para ambos  homogenados se obtuvo un factor de purificación superior a tres, lo que indica  que se extrajo la proteína blanco de una mezcla compleja. Aunque el homogenado  porcino mostró mayor rendimiento de actividad enzimática, para ambos  homogenados se logró mejor rendimiento de enzima que de proteína, lo que  evidencia la separación de la pepsina de gran parte de las proteínas  contaminantes.

En cuanto al factor de purificación, se  alcanzaron valores superiores a tres. Las diferencias entre los homogenados se  asocian a que existe mayor concentración de proteínas contaminantes en el  homogenado porcino. 

Estudios anteriores de purificación de  pepsina a partir de sus fuentes naturales con la utilización de los sistemas  bifásicos PEG/Pi descritos por Rito (2004) y Boeris et al. (2009)  refieren valores de rendimiento y factores de purificación semejantes a este  estudio.

Se conoce que el rendimiento de una  enzima pura es muy alto (entre 80 y 95 %). Sin embargo, cuando el método se  emplea en la purificación de la misma enzima presente en una mezcla compleja,  como es el homogenado de tejido animal o tejido vegetal, el rendimiento es más  bajo. Esto se debe a la presencia de otras macromoléculas como los ácidos  nucleicos y las proteínas, que pueden interactuar con la enzima y causar su  precipitación en la interface (Bassani et al. 2010).

La pepsina se  purifica a partir de sus fuentes naturales por diferentes métodos, los que  combinan la precipitación fraccionada con adición de sales (Páez de León et  al. 1995) y polielectrolitros de carga opuesta (Boeris et al. 2009),  la cromatografía de intercambio aniónico (Rocha et al. 2010), la filtración  en gel (Brier et al. 2007), entre otros. La mayoría de estos métodos  solo permiten obtener muy poca cantidad de la enzima. Además, el proceso en  muchos casos es complejo y costoso.  

La purificación de pepsina con la  utilización de los sistemas bifásicos acuosos brinda una alternativa simple,  rápida y de bajo costo, además de que tiene la posibilidad de aplicarse a gran  escala (Du et al. 2007). El empleo de este método para la obtención de  preparados que no requieran altos grados de pureza resulta de elección, pues  las características del sistema brindan un entorno adecuado que preserva la  actividad biológica de materiales y proporciona alta estabilidad a las  macromoléculas (Kayitmazer et al. 2007).

Se concluye que el sistema bifásico  compuesto por PEG1500/fosfato de potasio a una temperatura de reparto de 20 ºC  fue la variante que logró el mejor reparto de la pepsina hacia la fase superior  rica en PEG. Este sistema permite eliminar gran parte de las proteínas  contaminantes en una sola etapa, obtener un factor de purificación superior a  tres para cada extracto y garantizar una pureza aceptable para posteriores  pasos extractivos de la enzima.
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