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Cribado de los factores que afectan la recuperacion de pepsina
de surubi utilizando sistemas micelares de dos fases acuosas
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Los desechos (visceras) del procesamiento de pescado pueden emplearse para producir subproductos comercialmente
valiosos tales como proteasas e hidrolasas con multiples aplicaciones en las industrias alimenticias, manufactureras y
farmacéuticas. Dentro de ellas, la pepsina es la principal enzima digestiva en el estémago de los animales, se sintetiza y
secreta en el epitelio de la pared estomacal bajo su forma inactiva llamada pepsinégeno (PG)*.

Aplicaciones como la extraccion de coldageno emplean enzimas con un bajo grado de purificacién y para obtenerlas
podrian utilizarse métodos de recuperacion primaria. Las operaciones unitarias mas utilizadas en bioprocesos para este
fin son la precipitacion salina y las extracciones con solventes orgdnicos que resultan inconvenientes debido al impacto
ambiental que ocasionan, siendo deseable reemplazarlos por métodos de recuperacion amigables, sencillos, econdmicos
y sustentables?. Los sistemas micelares de dos fases acuosas (SMDFAs) pueden emplearse como herramientas extractivas
en reemplazo de solventes organicos permitiendo la preservacién de biomoléculas labiles, especialmente manteniendo
la estructura tridimensional de las proteinas, evitando su desnaturalizacién y consecuente inactivacion. La extraccion
liquido-liquido con SMDFAs constituye una estrategia atractiva que integra la clarificacion, concentracion y purificacion
de la molécula blanco en una sola operacién3.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los factores que influyen significativamente en la recuperacion del pepsinégeno de
un extracto gastrico de surubi (Pseudoplatistoma corruscans), mediante el uso de sistemas bifasicos micelares acuosos
como metodologia potencial para su recuperacion primaria. Las visceras de ejemplares de surubi fueron suministradas
por miembros del SIVEP (Servicio de Inspeccion Veterinaria de Pescado). de Corrientes y almacenadas a -20°C hasta
su utilizacidn. El extracto crudo (EE) rico en pepsindgeno (PG) se prepard por disgregacion mecanica del estdmago de
surubi empleando buffer fosfato 50mM pH 7 (1:5 g/mL), se centrifugo, se sometié a una precipitacién -60% (NH,),SO,-,
el precipitado se redisolvid, dializé, liofilizd y se conservé a -20°C hasta su utilizacién. Con un disefio factorial completo 2k
se evaluaron los factores que influyen en la recuperacion del PG usando SMDFAs constituidos por el surfactante no idnico
Genapol 080 (GX-080) y buffer citrato de sodio 100mM trabajando a temperatura de separacion de 32°C. Se estudiaron
las variables: masa de EE, pH y concentracion de GX-080. Las respuestas evaluadas fueron el Rendimiento(Ra/y%)
-actividad proteolitica total del PG recuperado en fase/ actividad total del PG sembrado -y factor de purificacion (PFa/y)
— actividad especifica del PG recuperado en fase/ actividad especifica del PG sembrado- en las fases de equilibro pobre
(A) y rica en micelas (M) de los sistemas estudiados. Se utilizé el software Design Expert® para disefiar el experimento y
analizar sus resultados.

En la tabla 1 se presenta la matriz del disefio con las condiciones de cada experimento y las respuestas obtenidas,
hallandose resaltadas aquellas que permitieron los mayores indicadores de recuperacién de la enzima (Ry,, %). El ANOVA
para el modelo factorial seleccionado arrojé un valor F de 42,68 lo que indica que el mismo es significativo y el R2
predicho (0,97) es coherente con el R? ajustado (0, 95). Para este modelo resultaron significativos (p<0,05): GX-080(%),
EE(mg) v la interaccion entre estos factores, no asi el pH. El contenido de GX-080 tiene un efecto positivo sobre Ry,
mientras que las de EE y la interaccidn influyen negativamente. El PG se recupera preferentemente en la fase rica en
micelas y para mejorar la extraccion se deberia aumentar la concentracion de GX-080 y/o sembrar menor cantidad de EE
en el sistema. Esta metodologia resulta prometedora como método de recuperacion primaria del PG de surubi.

Tabla 1. Matriz del disefio factorial completo (2¥) con condiciones y resultados de la extraccion del pepsindgeno.
Std Run Block Factores Respuestas

pH GX-080 (%) EE (mg) FPa FPwm Ra(%) Rm(%)
6 1 Bloque 1 7 3 300 1,18 1,18 64 35
5 2 Bloque 1 5 3 300 1,34 0,75 57 36
7 3 Bloque 1 5 6 300 1,25 0,61 63 30
3 4 Bloque 1 5 6 200 1,02 5
8 5 Bloque 1 7 6 300 1,16 0,91 51 41
4 6 Blogue 1 7 6 200 1,12 13
2 7 Bloque 1 7 3 200 1,39 0,73 83 26
1 8 Bloque 1 5 3 200 1,27 0,77 72 39

1. Kageyama T. (2002) CMLS Cellular and Molecular Life Sciences, 59 (1), 288-306. / 2. Hari Krishna S, Srinivas ND, Raghavarao KSMS, Karanth NG (2002) History and trends in bioprocessing and biotransformation, 119-183. / 3. Contrera
Gimenes N, Silveira E, Basile Tambourgi E. (2019) Separation and Purification Reviews, 00, 1-21.

Seccion B | SEPARACIONES ANALITICAS | 59



