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UTILIZACION DEL HUESO DE POLLO PARA LA
INMOVILIZACION DE ENZIMAS:
I. INMOVILIZACION DE PAPAINA
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RESUMEN

El bueso de pollo pranoday es an
i

b ocue permite la

nmovilizacion de engimas pog
ddsorcion, En el presente estbudio sg

retendia ensavar o wlilizacion del

eso de nollo para la inmovilizacion

¢ panding. e produio [ocalmente, &

~=atielia eacala, busa de pollo
cranular a parte de hueso de polle
in; un Ki de esle rindio Ti4 gr.

de distintos lamanos
i 1 a3 E
Imesh 12-001 v un costo
C= produccion de aprosimadaments
g, El huese de pollo
riiculns mesh 14-20 fue ensavado
determinar su capadidad v

JIEMCE camo saporle para ia

com

viltzacion de papaina, Fstg
ro wna capacidad de
vilizaclon de 1084 =+ .36 mg
cARAINASEr. pest stco (X = n=d),
paind inmovilizada tue aclive y
Bio el 26.9 + .° porciento {x =
=4} de su achividad de enwima
Lis pruehas de estabilidad
nogue la papaing mmmosilizada
| hiesr vs reatilizable, conser-

en un segundo ensayn un 54

poreiento in= de la actividad

aida en gl primero. Los resullados
AT [ ey posihle i

diier ¢ huesa de pollo

R AT

Pracion de

ara Lo ditmie

NTRODUCCION

0oendina

provluce un material biocatalitico de
daficil-disalucion v difusion. Desde gl
punto de vista de su utilizacién en
digicos, resulta

AT LITE EIVAIITIE Pird

permitic su relenclon en un reacion
(11, Las enzimas inmovilizadas
presentan multiple

LR rag

5 ventaas en

voeen las solubies, entre

[as gue destacan un mejor conlrol de|

prioceso, una mavor estabilidad v la
posibilidad de reutilizar el
blocatalitico. Por estos motivos, el

generailzade er

SE

eenzimas tnmovilizadas se fia

dimenti-

Clet, LaTTACELELCA

medianie procedimientas con los
cuales se les adhiere TP )
enlrecruza con un malerial de sapar
te. El material wtilizado es el que
determina en gran medida el método
de inmovilizacion y las cormlicior
izl Blogalaliticn

resullante. Unn sene de mal

lisicas e

arganicas g LEEIYEATTIICOE DOSEED Las

condliciones adecuadas para tal fin, v
han sido utibzados exitosamenle para
lit inmovilizacion de enzimas 03,4

L

dificil oblencion en <l pas, debido

wrilmente, estos matenales son de

priccipalments a su costo wo prisce
dencla,
El hueso de pollo granular (HPG)

es un material que ha sido emplzado

pard la inmovilizgaciom de alg
[ smiloptucosidasi, b
1 L

Ao de amiloglucasidasa

eNEmas, COM

glucoss isumerasa v p

y pultularasa (5), ELITG es un

Cepartamanto de Bioguimica, Focultad de Ciencias Quimicas v Farmaca, USAC

material de suporte muy adecuado
puesto gue (a) las enzimas pueden
ser inmovilizadas por simple
adsorcion, sin necesidad de trata-
miento guimico para la unidn, (b) el
hueso es un praducta natural, por lo
gus suouse es compalible con proce-
sos (e produccion de alimentos v (c)
es barato, por ser un producto de
desechin (51 Por eslas caracteristicas,
el LIPG podra ser un material indica-
di par uso local. Bl presente estudia
se realiza con el objelive de ensavar,
en nuesito medio; la utilizacion del
[IPCG como malenal de soporle para la
immaovilizacion de engimas, En oeste
informe se presectan los proced:-
mienitos v resultados de a produccion
o1 L:."-L'hl.'-! LJ-'_‘ |:'1:"-:H'i||uﬁu l.|l_"| |:”‘I'::. :'.' -.llﬂ
su evaluacion como soporte para la
inmovilizacitn de papaina,

MATERIALES Y METODOS

Materia prima » Quimicos:

El pollo crudo para la oblencion
de los hueses fue adguinde en
expendios citadinos; se separd el
miusculo, v los huesos s congelaron
12900 hasta el momento de su
utilizacion. La papaina pure soluhle
CAXITEE 30,000 USP-Uimg) v 1=
caseina tipn Hemerslein (para fines
binguimicas) fueron adyuindos de la

compania Merck (Darmstadt, Alema-
nial. Bl vesto de guimicos fueron de
[ calidad mas pura disponibles, y

empleados sin fratamienio previo,

~xemon el Depataments oo Bizquimicg, Facullog ge CC G0 ¢ Farmaca, USAC/Edificio 1-12, Godad Unieersilania gono 12200002 Ciudad de Guatemalaf FAX N 759308

Far=s de la carrera de Duimico Bidlago
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Procesamiento del hueso de pollo:

La preparacion del HPG se llevd a
cabiv medianle el siguienle proced;-
mientio: El hueso de polls eruda fue
separado de los reslos de muisculo v
sumergido en una solucion 3% (p/v |
de KOH por 48 hes, Los huesos se
cortaron iransversalmente y fueron [
puesios nuevaments err KOH por
olras 24 hirs, Al [nalizar este periodo,
extos fuernn lavados con abundante

i, paslenormente Seda

s v

lavadios dos veces sucesivas con 3
wolumenes de hexano, Después de
evapitrar ¢ bexano, s huesos fueron
fragmentados con win mealing
Mill, Modela MNr, 3
tamiz N 8 y posteriormmente de uno
N® 20 El material obtenido fue
tamizado diferencindmenle para
ficulss en base a sus

dishintos tamaris,

Ve

a fraves de un

separar la

Inmovilizacién de papaina sobre
hueso de pollo:

1.0 = U2 g de TIPG (mesk 14
207 fueron apregados o 10 ml de una
solucidn 10 myyml de papaina en
bufter de acetatos 100 mmaold, pH

.5

yoaditados arbitalmentes 1 23°C

pive A0 minc Al final de este tiemipo el
miatenal hioc ahlenido
ipapaina-HPG) fue Nlovado y lavado

dos veces con 10 ml de baffer de I

acetatns, El

falitico

Javaila se repilo otrag ¥
veces utilizondo buffer risAHET 50
mmuld. pl1 8.4 (bufter THI, La
cantidad de proteinas ntales «n el
Nltrade v tos lavados fue delerminada
por el metedo de Lowry (8], v por
diferencia se caleuld ta canndad de
papaima (mg) retenida por unidad de
pesn secn (gl de HPG. Como control
se llewt & cabo gl mismo procedi
miento de frmovilizacion, utibzando

de 11 mpmi de
altbtiming en lugar de la solucon de

PAPALEE,

utia stlucion

Medicidn de la actividad del enzima
inmovilizada:
La aclividad calalitica de |a

papaina-HPG v del material control

ialbdmina-HPG) fue determinada
usando caseing como sushmalo
mediante ¢l método modificada de la
UsE XXT 471, deserito resumidaments
dconbinuacion: Se pesaron 2000 + 4
mg de papaina-HPG, v se anadio (A
ml de una solucian 5 mmol de
cisteing v 20 mmald de ENTA, s«
aford a 10 ml eon el bafter TI v se
preimcubs a 37°C por 5 rminuios, Se
apregdt 1 oml de caseina al 1 por clento
ip/v) en barfer TH precalenia
ATUC, v se incubd la mezela o 37°C
agitandno arhitalmente, Después de 10
rrinitos exacios de reaccion la

it

mezcla se filtrd, al filrado se Lo
adredd inmedialamente | ml de dcida
tnicloroacérico al 5 por cenlo (pivl, v
sedeid reposar para permativ [y
coggulacion vopreapitacian de las
privieinas; se centnfudd por 10

roinuatos q 1000 e, se Bk el
sabreabundante v los producios de [a

reaccion se delerminaron mediante
pspectromelria UV (280 nm). Paralels-
ments a los ensavos ¢
PG, se realizaron obtrms con
albumina-HPC (contral) v con
papaina soluble.

La actividad de la papaing
immondtlizada (papaina-HPGH (ue
comparada con la aclividad exhibida
por una canlidad del enzima soluble,
Ademias, para lener una idea de la
estabilidad de la papaina inmovilizads
yoconucer sioel material biocstalitico

i1 papaing

es reulilizahle, se realizarnn dos
ensavos sucesivas de wetividad

eng tzando en
musma material biocatalitco, Una vez

imbas el

11CA,

ferrminado ¢l primer ensag el
ststrato Tue vermoados por Gliracion,
a papaina-HPG se v cuilno woes
con 10 volimernes del buffer TH v se
empled en un segundo ensavn de
aclividad enzimatica con sustrato
frescos Be caleuld la aclividad del
biocatalitico erel segundo ensav, v

se exprest como porcentais de la

aclividad exbini

I BN e PRmMEM

RESULTADOS Y DISCUSION

El procedimivoto del hueso de
pedlo crudo permilio obtener un
material lunnogénes v limpio, con
una ngidez ¥ peso especifico gue
RETTIIEIAN 5L uso anfo en reaclores

berfedy, cinmaoen reacla

& COMLLEL S

de lecho fijo o fudiza. Las dimensi-
ras de lis particulas variamn enlre
mesh 12y 61 despuds de uns
seleccion en base al lamane de
particula Damizaje) e obluvieron
distintos maleriales, cada uno con
particulas de dimensinnes determina-
dast esto permativte elegdiv un materia
atdecuado para distinlos requenmien
tos y aplicaciones. Un kilogramno de
ioun latal de

Tabla [-. Fl

hueeso rind LUE g de

malerial secn gl e
produccion a pequefin escala rue de
aproximadamente Q200 00H g, Fste
es clarmmenle inferior al precio de los
maierdales de soporte disponthles
comercialmenlz. o una produceidn
#odran escala su ocosto podea dismi
ruly stdnilcalvamente: ademas, haw
que considerar que el hueso es un
produclo de desecho de aldunss
induslirias alimenticias,

Tabla I Huese de polio granular [HPG| producdido o portir de 1 Kg de huese de pelle crude

Tamano de

Contidad

particula
N de mash) g

Relafiva

13

12-14
14-20 2
20-32 Z
3760 2

a0 Z

Total

4.7
i9.0
253

T
240

10600
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El HPG fue utilizado para
inmoviliar papaina. La capacidad de
inmovilizacidn se determing midien-
do la cantidad de proteioa retemida
por unidad de peso seco de HPC, v 1a
eficiencia de la inmovilizacion compa
rando a actividad exhibida por unidad
de peso de papaina inmaovilizada con
la actividad de una cantidad eguiva-
lenle de enzima soluble, Los ensayos
revelarary que el HPG (mesh 14-20)
une 1084 = .36 mg de papaina/g
peso seCo (X + ;o n=ad), esle &s un
walor comparahle con los reportados
en la literatura: ligando de alumina-
srganolosfalos utilizados como
matenales de saporte unen entre L3
v 2003 mg de papaina por gramo de
material (8). Comparalivamente, solo
433 = 0.20 mg de albdmina (x = |
n=23) fueron unidos al HPG en el
sxperimento control, La diferencia se
wnlica en base al principio
sicoguimico de union enire las
oroleinas v el HEG.

Las profeinas se inmovilizan
sobre el hueso por simple adsorcion,
#= decir no exisle una union
cowalente, La adsorcion es un proceso
uimico gue resulta de
—termcciones electrostiticas,
=drmfilicas e hidrafobicas, v fuerzas
2= Van der Walls, El hueso estd
compuesto por un 80 por ciento de
===0 seco de hidroxiapatila v un 19
sor clento de coligeno (8), la primers
== un mineral cuya composician
sroumada es [Ca (PO, CalOH),,
—e=niras que el coligeno es una

T f

de d-hidroyiprolina y 5-
airexilising (100, Ambos componen-
=: especialmente la hidroxiapatita,
«n abundantes atomoes de oxige-
= con pares electyonicos no

. que favorecen las
=rzcciones electrostiticas con

: cargados positivamenlte. La
momina v la papaina presentan
Ssontos valores de pH: A7 v 89,0,
sectivamente (11, 123, Al pH en el

= == realiza el proceso de

mmasalizacion (4.5), ambas proteinas
eslin cargadas positivamente; la
pipaina posee un ndmero considera-
hlemente mayor de grupos
aminoacidicos con carga posiliva, lo
que podeia explicar su mavor afinidad
hacia ¢l HPG, Sin embarde no existe
ofro lipe de evidencia experimental
que apoye esta explicacion. 190 resto
de factores gue interviensn en los
procesos de adsorcidn son dificiles de
analizar separadamenle.

La papaina inmovilizada sobre
HPG exhibic el 269 = 5 por clenlo (%
+ ; n=3) de la actividad de una
cantidad eguivalente del enzima
soluble. La aparente disminucion de
la actividad enzimditica se debe,
probablemente, a las interacciones
entre el soporle v el sustratlo (hueso y
caseins, respeclivamentel, ¥ & la
nrientacion geomélnca inespecifica
que alopta la enzima en relacion al
soporte. Las inferacciones hueso
caseing pusden disminuir la conpcen-
tracidn efectiva del sustrato, mientras
que una posible union de la papaina
con sy silio activo dingido
Hueso, dificultads las

hacia &

INTerECCiOnes

silio aclivo-suastralo,

Laos resultados de capacidad v
eficiencia de unidn cbtenidos experni-
mentalmente son comparables a los
repartados en la literatura, v podrian
ser mejorados al oplimizar las condi
clones ataliz .*

15 20 el proceso de
inmaovitizacian (huffer, pH, concentra
cion de enzima, temperaturi, v
frempioy.

Las pruebas en que se utilizd la
misma mueslra del blocatalitico para
dos ensavos sucesivos indican que la
papaing inmovilizada sobre el HPO es
reutilizable. En el segundo ensavi, la
papaing exhibio 349-67 por cenln de
da en el prnmer
ensavn (o= Al BEsta disminucion de
b aclividad, mbs que representar
inaclivacion de la papaina, se debe
probablemente a la lixiviscion del
engima durante el primer ensayn. La
actividad enzimalica se mide incu-

lz actividad obserw

bandn la mezcla enzima sustrato a
AT°C con agitacidn constante por mas
de 10 minutos, Estas condiciones,
sumadas a la fillracion y lavados
postenorves, son suficientemente
“rigurcsas” como para causar el
lavado de una porcion del enzima
inmovilizada.

A la fecha, aplicactones industria-
les en las que la papaina mmovilizada
podria ulilizarse estdn en (ase expen-
mental. Par 2] contrario, este enzima
en su forma soluble es utilizada desde
hace algan Hempo en |8 indostria,
For gjemplo, la papaina saluble se
utiliza corrientemente en la (abrica-
cian de cervera como un
estabilizanate que evita el
entarbiamiento de la cerveza (ma, esta
prictica data desde 1911 (13). La
estabilizacion de la cerveza con
papaina, para evitar [a doculaciin de
la proteina contenida en la misma,
tiens gran significado especialmente
et aquellos paises en donde se
acoslumbra almacenar la cervega
temperaturas muy bajas (21 Algunos
sobre la
posibilidad de que en el futuro, la
utilizacion de prateinasas
inmovilizadas, como la papaina, (2)
facilitara la estahilizacion de la
CETVEZHE,

autores han especulado

CONCLUSIONES

La produccion local de materiales
gue puedar ser wiilizados para la
inmovilizacion de enzimas, como el
huesoe de pollo granular, es posible
mediante la utilizacion de matena
prima, procedimientos v equipn de
haio costo, accesibles en e medio
nacional,

El hueso de pol
un materis! que permite la

o procesadi ey

inmovilizacion por adsarciaon de
papatng, con capacidad v eliciengia de
unicn comparables a las reportadas
en la literaturz,
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