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Una variedad amplia, en continuo crecimiento, de proteinas estan encontrando aplicaciones
en los sectores industriales y sanitarios; caben destacar enzimas, anticuerpos, hormonas,
y factores sanguineos, reguladores y de crecimiento (tabla 1). Tales proteinas son obtenidas

a partir de diferentes fuentes bioldgicas incluyendo microorganismos, plantas y animales.

La eleccion de la fuente de proteina tradicionalmente ha representado uno de los
pasos determinantes en la planificacion del proceso de produccion, cuando la proteina de
interés puede ser obtenida a partir de una diversidad de fuentes; paso mucho mas limitado
cuando la proteina sélo esta presente en una o muy pocas fuentes potenciales. Algunas
proteinas producidas en plantas pueden ser inactivadas de manera irreversible por las
sustancias precipitantes y desnaturalizantes de desecho acumuladas en las vacuolas (Swain,
1991). Una desventaja de la utilizacion en terapeutica de proteinas obtenidas desde fuentes
animales es la presencia de patdgenos que puedan inducir enfermedades adicionales en los
pacientes tratados. Los microorganismos en cambio, representan una fuente muy atractiva
de proteinas, sobre todo de enzimas, permitiendo la obtencion de productos frecuentemente
maés estables y mas seguros que sus analogos producidos en plantas o animales. Un numero
limitado de microorganismos clasificados como microorganismos GRAS (generally
recognized as safe), los cuales se caracterizan por ser no patégenos y no toxicos,

constituyen una garantia a este respecto.
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Tabla 1. Algunas proteinas actualmente disponibles para aplicaciones

industriales y sanitarias.

Proteina Aplicacion

Proteasas Industria del queso
Preparados de detergentes

Amilasas Industria del almidon
Fermentaciones

Lipasas Industria de la leche y grasas
vegetales

Pectinasas Procesado de frutas

Insulina Tratamiento de la diabetes

Factor de necrosis tumoral

Vacunas

Hormona del crecimiento

Interferones (e, By v)

Anticuerpos monoclonales

Activador tisular del
plasmindgeno

Tratamiento del cdncer

Frente a hepatitis B, malaria y
herpes

Tratamiento del cdncer, SIDA y
deficiencias de crecimiento

Tratamiento del cdancer, SIDA,
artritis y enfermedades infeciosas

Tratamiento del cdncer y la
artritis reumatoide
Aplicaciones de diagndstico in

vivo € in vitro

Afecciones de corazon
Tratamiento de infartos y
trombosis

El empleo de microorganismos supone ademas otras ventajas respecto a las otras

fuentes de proteinas, especialmente en cuanto a que pueden ser cultivados en grandes

cantidades en tiempos cortos por métodos establecidos de fementacién, y a que pueden ser

sujetos de manipulaciones genéticas con mas facilidad que las plantas y animales. En

relacion a la tecnologia de cultivos celulares, las células microbianas también resultan mas

atractivas que las células de organismos superiores dado que sus requerimientos

nutricionales son bastante menos complejos (Datar y col., 1993), lo cual se traduce en una

ventaja econdmica a la hora de balancear el proceso de produccion. Finalmente, los

avances recientes en el drea de la tecnologia del ADN recombinante han potenciado a

2.
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ciertos microorganismos, Escherichia coli y Bacillus subtilis entre otros, como sistemas
de expresion apropiados de proteinas usualmente obtenidas desde otras fuentes bioldgicas

(Cullen y col., 1987; La Vallie y col., 1993).

Por todo ello, profundizar en los procesos biotecnoldgicos que siguen a la
produccion microbiana por métodos de fementacion, downstream processing, parece de |
extraordinario interés con miras a mejorar los sistemas de recuperacion de productos y la
calidad de los mismos. En este contexto, los estudios sobre la utilizacién de membranas
se han centrado fundamemtalmente en la relacion entre los parametros de operacioén y las .
caracteristicas hidrodinamicas de las soluciones procesadas (DaCosta y col., 1993;
Parnham y Davis,1995); sin embargo, han aportado escasa informacion acerca de las

alteraciones que pueden sufrir las proteinas durante los procesos.

Dada nuestra experiencia previa en la produccion de estreptoquinasa (SK) por
Streptococcus equisimilis (Parrado y col., 1993), enzima de interés farmacol6gico
importante debido a su utilizacién como agente fibrinolitico, hemos llevado a cabo un
estudio detallado del proceso de microfitracion tangencial a alta velocidad (MFTAV) como
primera operacion unitaria para la recuperacion del producto, abordando los mecanismos

moleculares que estan afectando a las proteinas y las posibles consecuencias funcionales

sobre 1a SK.
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1. Biotecnologia de proteinas.

La mayoria de las proteinas actualmente disponibles, tanto para aplicaciones
médico-farmaceiiticas como para aplicaciones industriales, son producidas por .
fermentacion de células microbianas (LaVallie y col., 1993) o por cultivos de celulas

animales (Hu y Peshwa, 1993).

Se distinguen dos tipos de células, unas que retienen sus productos
intracelularmente y otras que los excretan al medio de cultivo. Generalmente, si la proteina
es intracelular su posterior purificacién requiere de procedimientos exaustivos, dado que
la rotura inicial de las células origina una mezcla muy compleja de moléculas a partir de
la cual la proteina de interés debe ser aislada. La produccién exocelular de una proteina,
por el contrario, resulta menos tediosa en términos de los subsiguientes procedimientos
biotecnoldgicos que se requieren para su recuperacién, aunque los compuestos
pertenecientes al medio de cultivo puedan complicar el proceso final de purificacion. En
ambos casos, las células enteras.o los desechos celulares deben ser removidos del medio
como primera operacion unitaria del proceso, seguido de la concentracion del volumen
resultante (sobre todo en el caso de proteinas exocelulares) como segunda operacion

unitaria, antes de la purificacion del producto (Wiseman, 1987; Walsh y Headon, 1994).
A continuacion se detallan algunos aspectos de los métodos mas usuales en las dos
operaciones unitarias mencionadas anteriormente.
i. Métodos de separacion de células.
Centrifugacion (Rosen, 1984). Se trata de una metodologia que utiliza la fuerza

gravitatoria para aumentar la velocidad de sedimentacion de las células. La mayoria de las

células microbianas son sedimentadas aplicando una fuerza centrifuga de aproximadamente
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5.000 g durante 15 minutos o menos, mientras que la separacion eficiente de los
fragmentos celulares requiere la aplicacion de fuerzas centrifugas mas elevadas durante
periodos de tiempo mayores, tipicamente 10.000 g durante 45 minutos. Esta técnica
disfruta de ciertas ventajas tales como tiempos de residencia cortos, importante a la hora
de trabajar con actividades enzimaticas, y posibilidad de procesar productos en condiciones
estériles. Sin embargo, también se pueden mencionar algunas desventajas relacionadas con
los grandes equipos (supercentrifugas) requeridos a niveles industriales para procesar
volumenes grandes (10.000-50.000 litros), que suponen inversiones considerables de
capital a la vez que, debido a las elevadas velocidades de operacion (16.000-20.000 g),
generan un estrés mecanico fuerte sobre las células, causando la rotura de las misma con

la consiguiente liberacion de elementos contaminantes al medio.

Floculacion/sedimentaciéon (Bautista y col., 1986; Aunins y Wang, 1989). La
adicion de polielectrolitos (floculantes) a los caldos de fermentacion puede neutralizar las
células, por lo general cargadas negativamente, las cuales se aglomeran formando
interacciones que facilitan la sedimentacién. La floculacion es una técnica lenta que
requiere de al menos un procedimiento adicional, tal como la centrifugacion, para llegar
a su término, ya que los cuerpos celulares tras la sedimentacion quedan empaquetados
como maximo en un volumen entre el 20 y el 30% del volumen original, desventaja ésta

tanto para el disefio del proceso como desde el punto de vista econdmico.

Extracion liquido-liquido (Kula y col., 1982). Los caldos de fermentacién pueden
ser fraccionados en dos fases liquidas formadas por la adicién de dos polimeros diferentes
o de una mezcla de un polimero y una sal. La ventaja potencial de esta técnica radica en
que permite la purificacion primaria de las proteinas conjuntamente a la separacion de las
células; por el contrario, la desventaja mayor que posee es el costo elevado de los
polimeros utilizados (polietilenglicol, dextrano, etc.), aunque en algunos casos puedan ser

reutilizados.
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Microfiltracion (MF). Es considerada una de las técnicas mas efectivas para
recuperar proteinas desde células enteras u homogenados celulares obteniéndose
separaciones esencialmente de 100% (Bowen, 1993). Esta técnica se basa en la capacidad
selectiva de algunas membranas sintéticas semipermeables para retener la biomasa a la vez
que permiten que las proteinas pasen a uavés de sus poros. La MF puede operar de diversas ,
formas dependiendo de la configuracion del sistema: MF convencional (Iritani y col. 1995),
en la cual la mezcla a separar circula perpendicularmente a la superficie de la membrana;
MF tangencial (Parnham y Davis, 1995), cuyo disefio requiere que la solucidon pase
paralelamente a la superficie de la membrana, y MF a través de membranas cilindricas (Lee
y col., 1995), en las cuales la solucion entra en el espacio central que deja el material

filtrante.

Las consideraciones acerca de las ventajas e inconvenientes de 1a MF como proceso

de membrana seran revisadas en sucesivos apartados de esta Introduccion.

ii. Métodos de concentraciéon de volumen.

Precipitacion. La precipitacion de proteinas puede ser promovida por sales neutras
como el sulfato amonico o el cloruro sddico (Shih y col., 1992), por solventes orgéanicos
como el etanol (Hao y col, 1980), por algunos polimeros como es el caso del
polietilenglicol (PEG) (Atha e Ingham, 1981), o ajustando el pH de la solucién
apropiadamente. La adicion de pequefias cantidades de sales neutras por lo general aumenta
la solubilidad de las soluciones de proteinas (efecto saiting in); sin embargo, las
concentraciones de sales mas elevadas conducen a la desestabilizacion de las proteinas en
solucién, lo cual puede promover la precipitacion (efecto salting out) (Kristjansson y
Kinsella, 1997). En este dltimo caso, la sal compite con las moléculas de proteinas por el
agua de hidratacion promoviéndose, de esta forma, las interacciones entre las regiones
hidrofébicas de la superficie de moléculas de proteina adyacentes cuyo resultado puede ser

la precipitacion de las mismas. Los solventes organicos bajan el potencial dieléctrico de
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las soluciones acuosas; adicionados a las soluciones de proteinas aumentan la atraccion
electrostatica entre grupos de carga opuesta de la superficie de las moléculas de proteina,
promoviendo la precipitacion. Algunos polimeros, por ejemplo el PEG, pueden inducir la
precipitacion de proteinas por un mecanismo de exclusion estérica (Miekka e Ingham,
1978); las moléculas de proteinas, expulsadas de los lugares de la solucién que han sido
ocupados por las moléculas del polimero, se aglomeran hasta exceder el nivel de

solubilidad y, en consecuencia, precipitan.

La validez de los métodos de precipitacion estd influenciada por una serie de
desventajas asociadas. Por un lado, pueden inducir la desnaturalizacion de las proteinas y
como consecuencia la inactivacion de las enzimas. Por otro lado, aumentan
considerablemente la viscosidad de las soluciones resultantes, lo cual dificulta la

recuperacion del precipitado normalmente llevada a cabo por centrifugacién.

Ultrafiltracion (UF). Se trata, al igual que ocurre con la MF, de un prbceso de
membrana que ejerce un mecanismo sencillo de tamizado sobre las moléculas de proteina
presentes en la solucién a concentrar en base al tamafio (Sanchez y Gekas, 1992). Las
moléculas de tamafio mas pequefio que los poros de la membrana, aqui se incluyen las
sales, el agua y los componentes de bajo peso molecular, pasan a través de la membrana,
mientras que las especies moleculares de mayor tamafio que los poros de la membrana son
retenidas. Como consecuencia de la eliminacion de agua, las moléculas retenidas quedan
convenientemente concentradas. La UF puede operar en las modalidades convencional (Da
Costa y col., 1993) y tangencial (Dumon y Barnier, 1992), o con disefios especiales de
membranas, como es el caso de los sistemas de fibra hueca (Klein y col., 1994) que

proporcionan una relacién superficie/volumen de filtracién elevada (Cheryan, 1986¢).

Otros aspectos relacionados con la UF como proceso de membrana seran tratados

posteriormente junto a la MF.



El esquema a seguir para la
obtencidén biotecnoldgica de una proteina,
suponiendo una enzima, podria ser el
representado en la figura 1 (tomado de
Protein Biotechnology. Walsh, G. vy
Headon, D., eds. John Wiley & Sons,
England, 1994). A medida que aumenta el
numero de etapas en el procedimiento,
aumenta la pureza del producto, pero
paralelamente disminuye la eficiencia
coincidiendo, por regla general, las
pérdidas mayores con las primeras etapas
relativas a la eliminacién de cuerpos
celulares y a la reduccion de volumen
(Wang, 1983). El

complejidad de los pasos finales de

namero y la

purificacion dependen del destino del
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Microorganismo
FERMENTACION

v N\

Enzima intracelular Enzima exocelular

Cosecha de celulas Eliminacion'de celulas

CENTRIFUGACION CENTRIFUGACION
MICROFILTRACION MICROFILTRACION
Rotura de celulas
HOMOGENIZACION
Eliminacion de
desechos celulares
CENTRIFUGACION
MICROFILTRACION
Concentracion Concentracion
del extracto del extracto
PRECIPITACION PRECIPITACION
ULTRAFILTRACION ULTRAFILTRACION
N\ v
Purificacion

Incorporacion de estabilizadores

Producto l
ACT!VIDAD ENZIMATICA

Figura 1. Obtencion de enzimas
microbianas destinadas a aplicaciones
industriales y sanitarias.

producto. Las enzimas utilizadas en aplicaciones de diasndgtico o terapettica requieren

grados de purificacion muy elevados, en orden a minimizar o eliminar las reacciones

clinicas adversas frente a las trazas de contaminantes presentes en el preparado proteico.

Por el contrario, las enzimas de uso industrial normalmente aparecen en el mercado como

preparados crudos que, a lo sumo, han superado algtin paso grosero de purificacion. La

adicion de estabilizadores y de sustancias preservativas de la degradacién de proteinas por

mecanismos de agregacion, deaminacion u oxidacion, para aumentar la vida media del

producto, resulta conveniente en todos los casos (Cleland y col., 1993).
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2. Procesos de membrana.

Los métodos tradicionales de centrifugacion y precipitacion utilizados para recuperar
proteinas desde componentes celulares, tras procesos de fementacion, representan una
desventaja econdmica que, sumada a los riesgos de desnaturalizacion que sufren las

proteinas, puede cuestionar la viabilidad de tales procesos.

Durante los ultimos afios, se han desarrollado alternativas biotecnoldgicas nuevas
que intentan mejorar o solucionar los problemas relacionados con la recuperacion de
proteinas. Entre estas alternativas se encuentran los procesos de membrana, en los cuales
un medio filtrante (membrana) actiia de barrera fisica en la trayectoria de una solucién o

dispersion modificando selectivamente su velocidad de transporte (Cheryan, 1986a).

Segtin el factor discriminante, los principales procesos de membrana se han
clasificado en: dsmosis reversa y pervaporacion, capaces de separar especies moleculares
de tamafio comparable, debido a la diferencia de afinidad y de capacidad de difusion de los
componentes a través de la membrana; electrodialisis y electrofiltracion, en los cuales la
aplicacion de un campo eléctrico sirve para separar moléculas de diferente carga a través
de la membrana, y microfiltracién (MF) y ultrafiltracion (UF), que involucran mecanismos
de separacion en base al tamafio, siendo las dimensiones de las moléculas en relacién al
tamario de los poros de la membrana el factor que determina el transporte de las especies
moleculares a través de la misma. Estos tiltimos son los mas utilizados actualmente como
procesos boitecnoldgicos para recuperar productos en la industria alimentaria (Kaiser y
Glatz, 1988; Cuperus y Nijhuis, 1993) y en la industria quimico-farmaceutica (Forman y
col., 1990; Bohdziewicz y col., 1994), asi como para el tratamiento de aguas (Cheryan,
1986d). También es interesante mencionar los avances recientes en el disefio de
bioreactores de membrana, los cuales permiten, al mismo tiempo, retener el biocatalizador
en el medio de reaccion y separar los productos que se van formando a través de un moédulo

de membrana, generalmente de UF (Mehaia y Cheryan, 1990).
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2.1. Microfiltracion y ultrafiltracion.

la fuerza responsable de la separacion a nivel molecular en los procesos de MF y
UF es el gradiente de presion a través de la membrana conocido como presion
transmembrana'; paralelamente, los factores que estan determinando la separacion a nivel
de membrana son el tamafio y la estructura interna de los poros (Belfort, 1987). En
principio, las moléculas de tamafio molecular mayor que los poros de la membrana se
retienen, mientras que las moléculas mas pequefias pasan a través de los poros de la
membrana. Como consecuencia se obtienen dos efluentes: uno que contiene las especies
retenidas, denominado retenido o concentrado, y otro que atraviesa la membrana y que se

denomina permeado o filtrado.

El rango de tamafio molecular tipico de la MF se situa entre 0,1 y 10 pum donde se
incluyen células microbianas (Shimizu y col., 1993), coloides (Persson y col., 1993b) y
particulas de latex (Shimizu y col., 1993). En el caso de la UF, el rango de tamafio
molecular se encuentra entre 0,5 nm y 0,1 um y constituye una alternativa para separar
macromoléculas, pof ejemplo proteinas (Da Costa y col., 1993), y compuestos de bajo peso

molecular, por ejemplo aziicares (Sims y Cheryan, 1992).

Actualmente, las membranas mas utilizadas en los procesos de MF y UF estan
construidas de polimeros sintéticos (poliamida, polisulfona, policarbonato, etc.) con miras
a mejorar la resistencia mecénica y la estabilidad frente al ataque microbiano (Drioli,
1993). Las membranas de MF se caracterizan por poseer una porosidad (medida relativa
de la superficie total de filtracion) muy alta, del orden de 80%, y una estructura de poro
simétrica. Por esta wltima razén, normalmente son especificadas en términos del diametro
de poro caracteristico (0,2-0,8 pm). Las membranas de UF en cambio, tienen una porosidad
bastante mas baja y una estructura de poro totalmente asimétrica, siendo especificadas por
su corte nominal (1-500 kilodaltones, kDa). El valor de corte nominal indica que el 95%

de las moléculas de dicho tamafio molecular pueden ser retenidas por la membrana
(Cheryan, 1986b).

! . ., ..
Presion transmembrana = [(Presion,,,, 4, + Presion,g,,,)/2] -

- Presion e pmeado. 10
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Desde el punto de vista operativo, los procesos de MF y UF pueden proceder en dos
modalidades distintas de configuracién: convencional y tangencial. En la primera, la
soluciéon es bombeada en la misma direccion, perpendicular a la membrana, que el
gradiente de presion. A medida que transcurre la filtracion, las moléculas retenidas se van
acumulando sobre la superficie de la membrana dando lugar a un deposito creciente que
ofrece una resistencia progresivamente mayor al transporte (figura 2A). Como

consecuencia, el flujo del permeado’ disminuye rapidamente en el proceso de separacion

(Iritani y col., 1995).

En la modalidad tangencial, conocida también con la especificacion de "alta
velocidad", la solucién es bombeada tangencialmente a la superficie de la membrana
formando un 4ngulo recto con el gradiente de presion. A diferencia de lo que ocurre en la
modalidad convencional, el paso de la solucidon arrastra las moléculas acumuladas
permitiendo que el crecimiento del depdsito sobre la superficie de la membrana no sea
continuo (figura 2B). De esta forma, el proceso de separacion puede mantenerse durante

periodos de tiempo mas prolongados (Shimizu y col., 1994).

A  Solucion

®e OQ . ..‘. 0..__: .
3 o 0%e% — |5
3 @ Q‘ — |
Membranag [''!'' et "'Hlﬂllnl@uunnfn
LLELHEL LT
Permeado Permeado
FILTRACION FILTRACION TANGENCIAL

CONVENCIONAL

Figura 2. Fundamentos operativos de las modalidades de filtracion.

2Flujo del permeado = volumen de permeado por unidad de
tiempo y superficie de membrana. 11 -
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Durante la década de los 70, Henry y Alired fueron los primeros en introducir las
técnicas de filtracion tangencial para recuperar y concentrar suspensiones de proteinas
bacterianas. Desde entonces, los procesos de MF y UF en dicha modalidad han sido
progresivamente mas utilizados para cosechar células bacterianas (Nagata y col., 1989;
Shimizu y col., 1993), levaduras (Matsumoto y col., 1987; Redkar y Davis, 1993), y
desechos celulares y enzimas (Kroner y col., 1984; Parnham y Davis, 1995). Algunas de
las ventajas asociadas a estas técnicas son:

(a) los procesos de separacion son directos sin involucrar ni cambios de fase, ni el uso
imprescidible de aditivos,

(b) el consumo de energia es muy moderado,

(c) los dafios térmicos sobre los productos son minimos y

(d) la relacion de perpendicularidad existente entre el paso de la solucion y el flujo del

permeado permite mejorar la permeabilidad y el nivel de separacion en los procesos.

12
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3. Implicaciones de las caracteristicas de la solucion sobre el proceso de

microfiltracion tangencial a alta velocidad.

De las consideracones previas, se establece que la microfiltracién tangencial a alta -
velocidad (MFTAV), como la denominaremos a partir de este punto de la Introduccién con
el objeto de evitar confusiones posteriores a lo largo de la presentacion de los resultados,
es una operacion unitaria la cual puede ser utilizada para cosechar células, clarificar caldos
de fermentacion o separar productos intracelulares desde fragmentos celulares. Durante el
proceso, la solucion es presurizada tangencialmente a la superficie de la membrana de
micrbﬁltracién (MF), el retenido recircula continuamente en el sistema y la separacion, en
base al tamafio de las moléculas, tiene lugar con un gradiente de presion impuesto a través
de la membrana. No obtante, aunque representa una opcién muy atractiva como proceso
biotecnoldgico para recuperar proteinas, se conocen algunas limitaciones asociadas a esta

técnica (Hernandez-Pinzén, 1992; Parnham y Davis, 1995).

Movidas por la trayectoria del permeado, las moléculas presentes en la solucion
convergen hacia la superficie de la membrana formando una pelicula de materiales
depositados. Al mismo tiempo, en la interfase membrana-solucion, los mecanismos de
difusiéon de moléculas y la trayectoria tangencial que sigue la solucién arrastran las
moléculas fuera del depésito. El balance entre las fuerzas de conveccion y las fuerzas de
difusién que estdn actuando sobre las moléculas permite que el depdsito de materiales
sobre la superficie de la membrana alcance un espesor estable. Este fenomeno es reversible

(Boyaval y col., 1996) y se conoce como "polarizacion de la concentracién" (Bowen,
1993).

Otros sucesos que pueden ocurrir durante el proceso de MFTAV involucran
mecanismos de integracion con la membrana, tal es el caso de la adsorcion de moléculas
o el bloqueo de los poros. Todos ellos forman parte del fenémeno denominado

"ensuciamiento" de la membrana (Bowen, 1993), cuyos efectos son generalmente

13-
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irreversibles (Boyaval y col., 1996).

La "polarizacion de la concentracién” y el "ensuciamiento” de la membrana pueden
alterar, en mayor o menor grado a lo largo del proceso de MFTAV, las propiedades de
permeabilidad y de selectividad caracteristicas de la membrana de MF (Forman y col.,
1990; Parnham y Davis 1995). Tales fenomenos, ademas de depender de parametros de
operacion tales como la presion transmembrana y la velocidad de recirculaci()n3, estan
influenciados por las caracteristicas de la solucion, en relacion a la concentracion y
naturaleza de los solutos, y a la viscosidad; y por propiedades de la membrana, como el
tamafio de poro, la carga de superficie y la resistencia hidraulica intrinseca (Shimizu y col.,

1990).

En la bibliografia se pueden encontrar diversos trabajos que muestran los efectos
de la presion transmenbrana y la velocidad de recirculacién sobre el flujo del permeado y
el coeficiente de transmisién de proteinas® durante la MFTAV de soluciones de proteinas.
Utilizando lisados bbacterianosv_ y membranas de 0,45 um de tamafio de poro, Le y
colaboradores (1984) observaron que, para concentraciones altas de so6lidos, la relacion
entre el flujo del permeado y la presién transmembrana varia desde una regioén donde son
totalmente independientes hasta una region donde estan linealmente relacionados; para
concentraciones bajas de solidos y una presion transmembrana inespecifica, el flujo del
permeado es proporcional a la velocidad de recirculacion. Sin embargo, los resultados de
Parnham y Davis (1995), también en lisados bacterianos y membranas de 0,2 um de
tamafio de poro, muestran que el flujo del permeado es practicamente independiente de la
presion transmembrana, disminuye al aumentar la concentracién de sdlidos en la solucién
y aumenta al aumentar la velocidad de recirculacion. Estos mismos autores observaron que
el coeficiente de transmision de las proteinas es independiente de la presion transmembrana
y de la velocidad de recirculacion, mientras que desciende al aumentar la concentracién de

solidos en la solucion.

Velocidad de recirculacion = velocidad tangencial de la solucion.
*Coeficiente de transmisién de proteinas = Conc. permeadd CONC.

14 -
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La discrepancia en los resultados bibliograficos demuestra la complejidad de las
relaciones entre los parametros hidrodindmicos y los mecanismos fenomenoldgicos
observados, las cuales estan condicionando la operatividad del proceso de MFTAV.

Consideraciones al respecto aparecen a lo largo de los subapartados siguientes.

3.1. Teoria de flujo.

La prediccion del flujo del permeado en procesos de membrana ha sido muy
estudiada para intentar describir como el depdsito de materiales sobre la superficie de la
membrana puede controlar la hidrodinamica del sistema (Green y Belfort, 1980; Wijimans
y col., 1984; Davis y Leighton, 1987). En todos los casos, se han desarrollado modelos
matematicos que relacionan los parametros de operacién con las caracteristicas de la
solucién y las propiedades de la membrana, si bien difieren con respecto al mecanismo de
difusion de particulas (migracion lateral, inducida por presién osmética o por fuerzas de

cizalla, etc.). Una revision de estos modelos se encuentra en Davis (1992).

De un modo simplificado, el flujo del permeado (J) en soluciones de particulas

coloidales puede ser expresado segun la ley de Darcy (Boyaval y col., 1996):

J=AP/m x[I/(R, + R, +R))]

donde AP y n son la presion transmembrana y la velocidad de recirculacion
respectivamente, R es la resistencia hidrailica intrinseca de la membrana, R, es la
resistencia atribuida a la adsorcion de particulas y al bloqueo de los poros (fendmeno de
"ensuciamiento" de la membrana) y R, es la resistencia debida al depdsito formado sobre

la superficie de la membrana (fenémeno de "polarizacién de la concentracion").

En MFTAV, la formacion del depdsito sobre la membrana, y por tanto el valor de

R,, esta restringida por el mecanismo de difusién de particulas hacia la solucion, el cual

15
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depende de la velocidad de recirculacion, de la concentracion y tamaiio de las particulas,
y de la viscosidad de la solucion (Shimizu y col., 1993). Por otra parte, las propiedades de
la membrana respecto al tamafio de poro y a la carga de superficie determinan el valor de

R, durante el periodo inicial de la filtracion.

La relacion entre los distintos parametros puede ser explicada en términos del
balance entre la velocidad con que las particulas son barridas fuera del depésito (V) y el

flujo del permeado (J) que transporta las proteinas hacia la membrana (figura 3).

Rm

Estado inicial Estado estable

Figura 3. Esquema modelo del balance de fuerzas actuando sobre
las particulas durante el proceso de MFTAV.

En el estado inicial de la filtracién, V,; depende de los pardmetros de operacion 'y
de las caracteristicas de la solucién, mientras que J; (flujo del permeado después del

descenso rapido inicial) esta determinado solamente por las propiedades de la membrana:

Ji= AP/ x [1/R, + Ryl

16
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A medida que transcurre el proceso de filtracion y se desarrolla el depdsito sobre
la membrana, J va disminuyendo como consecuencia del bloqueo interno y superficial de
la membrana, al mismo tiempo que V, aumenta debido al incremento de la viscosidad de
la solucién en las inmediaciones de la membrana. Un estado estable, en muchos casos
seudoestable, se alcanza cuando ambos parametros, el flujo del permeado (expresado como

velocidad de filtracion) y la velocidad de barrido de las particulas, tienden a igualarse:
Jss = Vipss = AP/ X [I/(R, + R, + RY)]

Los caldos de fermentacion, en contraste con las suspensiones coloidales que son
homogéneas, contienen particulas de tamafios muy diversos, desde células hasta moléculas
de bajo peso molecular pertenecientes al medio de cultivo. Cuando una solucién de esta
naturaleza es procesada por MFTAYV, la velocidad de transporte de las particulas hacia la
superficie de la membrana es uniforme e igual al valor del flujo, mientras que la velocidad
de barrido depende del tamafio de la particulas (Shimizu y col., 1993). Las particﬁlas mas
pequefias presentan los valores mds bajos de velocidad de barrido y se depositan
selectivamente en la proximidad del periodo estable. En estos casos, el valor del flujo del
permeado en el estado estable coincide con el valor contemporaneo mas bajo de velocidad

de barrido en la mezcla de particulas. (Shimizu y col., 1994).

3.2. Bloqueo de los poros.

Algunos autores (Romero y Davis, 1988; Opong y Zydney, 1991) han explicado el
descenso que experimenta el flujo del permeado en procesos de MF de soluciones de
proteinas en términos exclusivos de la acumulacién de materiales en la superficie de la
membrana, es decir, en base al fendomeno de "polarizacion de la concentracion”. Sin
embargo, esta posibilidad no es muy viable considerando que, en MF, el tamafio de las
proteinas es mucho mas pequefio que el tamafio de los poros de 1a membrana y, debido al

transporte, resulta dificil que se acumulen masivamente en la superficie de la membrana.

17
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Se conocen ademas estudios que demuestran cémo la pérdida de permeabilidad de las
soluciones de proteinas a través de membranas de MF, sigue siendo evidente en ausencia

de depositos sobre la membrana (Franken y col., 1990; Bowen y Gan, 1991).

La otra posibilidad que ha sido utilizada para explicar el comportamiento del flujo
del permeado en procesos de MF de soluciones de proteinas, responde a mecanismos
mecanicos relacionados con el bloqueo de los poros de la membrana (Hlavacek y Bouchet,

1993) y que forman parte del fenémeno de "ensuciamiento” de la membrana.

El planteamiento de la teoria del bloqueo de los poros fue introducido
originalmente por Hermans y Bredée (1935). Estos autores consideraron dos casos
extremos que podian ocurrir en los procesos de filtracion convencional de suspensiones de
particulas: (a) cada particula bloquea completamente un poro en la superficie de la
membrana (bloqueo completo) y, (b) particulas pequefias forman un depésito sobre las
paredes internas de los poros causando la restriccion progresiva del volumen libre del poro
(bloqueo estandar). El blogueo intermedio fue planteado como un compromiso entre las

dos posibilidades anteriores.

Durante muchos afios no se prestd atencion a estos planteamientos hasta que, en
1982, Hermia derivé expresiones matematicas para cada uno de los modelos de bloqueo
de poros, en funcién del tamafio de los poros de la membrana y el tamafio de las particulas
presentes en la suspension. Desde entonces, las leyes de bloqueo han sido consideradas en
la interpretacion de los fendmenos implicados en los procesos de membrana; Tanny y
colaboradores (1982) y Mietton-Peuchot (1984), entre otros autores, las aplicaron en
procesos de MFTAV. Mas recientemente, se han llevado a cabo analisis cuantitativos en
MF de soluciones de proteinas basados en las leyes de bloqueo (Bowen y Gan, 1992;

Hlavacek y Bouchet, 1993; Bowen y Hall, 1995).

A continuacion se describe la ley de bloqueo estandar de filtracién, modelo que

ha sido utilizado como aproximacion de nuestros datos experimentales.
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Este modelo asume dos consideraciones. La primera de ellas es que la membrana
experimenta una reduccion del volumen libre de poro proporcional al volumen de solucidn
que ha atravesado la membrana, debido a la deposicion de particulas sobre las paredes de
los poros. La segunda consideracion es que la membrana consiste en un conjunto de poros
de didmetro y longitud uniformes, lo cual es factible para algunas membranas pero para

otras es cuestionable.

En base a las asunciones anteriores, el descenso del volumen de los poros coincidira
con el descenso en la seccion transversal de éstos. Un balance de masa para las particulas
dispersas puede venir dado por (Bowen y Gan, 1991):

Nx (-2nrdr) x L =CdV (1.1

donde N es el nimero de poros, L es la longitud de los poro y C es el volumen de particulas

depositadas por unidad de volumen de permeado. Integrando la ecuacion (1.1) se tiene:
Nx7(,-F)xL=CxV 1.2

donde r, es el radio inicial de los poro y r es el radio de los poro después de que un

volumen V de solucidn haya atravesada la membrana.

La ecuacion de Poiseuille puede ser usada para describir la velocidad de filtracion

(flyjo del permeado) inicial :
Q,=Nx (nr,'|AP|/8nL) (1.3)

donde |AP| es la magnitud de la caida de presion a través de la membrana (presioén
transmembrana) y n es la viscosidad de la solucién. Derivando la ecuacion (1.3) se

obtiene:
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Q=Q,x[1- KV | (1.4)

donde Q es la velocidad de filtracién para un volumen V de permeado y K, viene definido

como:
2C/nLNr,? =2C/LA, (1.5)
siendo A, la seccion transversal de poro inicial.
Integrando la ecuacion (1.4) y reagrupando se llega a la expresion:
1/V=1Q,T+K/2 (1.6)

donde el volumen de permeado aparece como una funcion del tiempo de filtracion [V =

f(M].

La ecuacién (1.6) caracteriza al modelo de bloqueo estandar de filtracion y predice
una relacion lineal entre 1/V y 1/T a partir de la cual se puede obtener el valor de K, y, por
tanto, de C, parametro que determina el volumen de particulas depositadas en los poros

para un momento dado del proceso de filtracion.
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4. Implicaciones de las caracteristicas del proceso de microfiltracion

tangencial a alta velocidad sobre las proteinas.

El transporte de las proteinas a través de la membrana es el primer requerimiento que
caracteriza a los procesos de microfiltracion (MF) a partir de soluciones que contienen
proteinas. En estos casos, las interacciones de las proteinas con la estructura interna de los
poros de la membrana, junto a las interacciones de superficie, pueden influir

sustancialmente en la efectividad del proceso de separacion.

| A medida que transcurre el proceso de MF se van genefando unas condiciones que
pueden resultar desfavorables para las proteinas. La posibilidad de diferentes tipos de
dafios sobre las proteinas ha sido considerada en las investigaciones efectuadas para
elucidar los mecanismos responsables de las pérdidas de permeabilidad y de actividad
enzimatica observadas en las soluciones de proteinas durante procesos de MF (Bowen y

Gan, 1991 ,1992; Hlavacek y Bouchet, 1993).

La desnaturalizacion de las proteinas en microfiltacion tangencial a alta velocidad
(MFTAYV) puede ser inducida por varios factores: temperatura de operacién, estrés

mecanico € interacciones proteina-membrana.

i.Temperatura.

La turbidez de las soluciones se incrementa con la temperatura de operacion en los
procesos de membrana debido a la desnaturalizacion de las proteinas (Meireles y col.,
1991). Dentro de un margen estrecho de temperatura (0-35°C), conforme aumenta este
parametro, las proteinas se vuelven mas flexibles favoreciéndose las colisiones entre

moléculas (Creighton, 1985). El resultado es la aparicion de asociaciones formadas por
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proteinas aun en estado nativo, las cuales pueden ir derivando de forma gradual en
proteinas desnaturalizadas, como consecuencia de pequefios cambios conformacionales

sufridos por las moléculas mientras permanecen asociadas (Cleland y col., 1993).

Este mismo comportamiento puede ser causado por cambios en las condiciones de

pH y/o fuerza idnica de las soluciones de proteinas (Blank, 1987).

ii. Estrés mecanico.

Cuando las proteinas son sometidas a estrés mecanico debido a fuerzas de cizalla
pueden sufrir alteraciones en la estructura secundaria y terciaria (Truskey y col., 1987).
Estas alteraciones aumentan con el tiempo de exposicion de las proteinas a las condiciones

de estrés (Kim y col., 1993).

En los procesos de MFTAYV, las fuerzas de cizalla estan involucradas en el circuito
correspondiente a la bomba. y en la superficie de la membrana, controladas
fundamentalmente por la velocidad de recirculacion, y en el interior de los poros, como

consecuencia mas directa de la presion transmembrana.

La desnaturalizacion de las proteinas es més rapida y severa al aumentar la
velocidad de recirculacion en el sistema de filtracion (Meireles y col., 1991). Se ha podido
establecer ademas, una correlacion fuerte entre la desnaturalizacioén y el nimero de pasos

a través de la bomba en la recirculacion de las soluciones de proteinas durante los procesos

de MFTAV (Chandavarkar, 1990).

Utilizando técnicas fisico-quimicas de dicroismo y espectroscopia, Franken y
colaboradores (1990) observaron pequefios cambios en la estructura secundaria de

proteinas que habian sido sometidas al transporte a través de una membrana. Las fuerzas
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de cizalla en el interior de los poros probablemente estén induciendo la desnaturalizacion

total o parcial de las proteinas (Jonsson y col., 1991; Bowen y Gan, 1992).

Valores elevados de presion transmembrana operando simultineamente con
condiciones experimentales que favorecen el fenémeno de "polarizacion de la
concentracién”, ésto es, una velocidad de recirculacién baja o una concentracion de
proteina alta, promueven la desnaturalizacién de las proteinas (Meireles y col., 1991). Es
posible que, bajo tales condiciones, la supersaturacion de la entrada de los poros de la
membrana por moléculas de proteinas sometidas a un estrés elevado debido a las fuerzas
de cizalla generadas en la superficie de la membrana, esté induciendo el despliegamiento
de las moléculas (Kim y col., 1993). Al mismo tiempo, una presién transmembrana alta
puede estar favoreciendo el "ensuciamiento” de la membrana, como consecuencia de una
mayor adsorcion y/o deposicion sobre las paredes de los poros de proteinas
desnaturalizadas por las fuerzas de cizalla que estin actuando en el interior de los poros de

la membrana (Persson y col., 1993b).

iii. Interacciones proteina-membrana.

Otros mecanismos que puede causar la desnaturalizacion de las proteinas en los

procesos de membrana son las interacciones de las proteinas con la membrana (Persson y
col., 1993a, 1993b).

Estudios de adsorcién han demostrado que las proteinas pueden sufrir una
desnaturalizacién gradual mientras permanecen adsorbidas a una superficie (Norde, 1986;
Sadana, 1992; Steadman y col., 1992). Si la adsorcion es reversible, una vez disociadas de
la superficie, las moléculas de proteinas se renaturalizan lentamente al azar (Kondo y col.,
1991; Wahlgren y Arnebrant, 1991)) o bien, interactiian unas con otras a través de los
residuos hidrofobicos que permanecen expuestos tras la desnaturalizacion (Andrade y col.,
1992).
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La adsorcién a superficies también puede descender la termoestabilidad de las
proteinas (Steadman y col., 1992). Por esta razén, el aumento de la temperatura derivado
de la recirculacion de las soluciones en los procesos de filtracion tangencial puede
favorecer la desnaturalizacion de las proteinas, si se estn produciendo fenémenos de

adsorcién de proteinas a membrana.

Una serie de factores estan determinando la adsorcién de las proteinas a la
membrana, incluyendo la naturaleza quimica de la membrana, la estructura tanto de las
proteinas, como de la membrana, y la magnitud y signo de la carga de ambos elementos,
proteinas y superficie de la membrana. En el primer caso, el comportamiento adsortivo de
una membrana aumenta con el caracter hidrofobico de su superficie (Persson y col., 1993a).
Los polimeros sintéticos, como la polisulfona o el polietileno, confieren a las membranas
una gran estabilidad fisica y frente al ataque microbiano, pero, por contra, son muy
hidréfobos; Ia hidrofilizacién de las superficies de las membranas fabricadas con tales
polimeros es requerida normalmente al objeto de reducir la adsorcion inespeéiﬁca de
proteinas, asi como la irreversibilidad de la adsorcion (Kim y col., 1994). En el segundo
caso, las proteinas con una flexibilidad conformacional alta (soft proteins) tienen mayor
tendencia a la adsorcion, debido a que los pequefios cambios conformacionales que
regularmente estan sufriendo pueden generar una fuerza directriz de las interacciones
hidrofébicas con la superficie de la membrana (Wahlgen y Arnebrant, 1991). Respecto a
la influencia de la estructura de la membrana, los niveles de adsorcion de proteinas
aumentan al aumentar la rugosidad de la superficie externa de la membrana, mientras que
disminuyen al aumentar la tortuosidad interna de los poros (Chen y col., 1995). El aumento
del tamafio de poro y de la superficie interna de filtracion (porosidad) favorecen, ademas,
la adsorcion de proteinas (Persson y col., 1993a). Por ultimo, considerando el efecto de la
carga eléctrica, las interacciones proteina-membrana dependen del pH (Bowen y Gan,
1991), el cual esta controlando la carga tanto de las proteinas, como de la superficie de la
membrana. En condiciones atractivas, Hlavacek y Bouchet (1993) han observado un
incremento de la adsorcion, asociado a la desnaturalizacion, de seroalbiimina bovina a

membranas de MF.
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Las consecuencias moleculares de la desnaturalizacién de las proteinas en los
procesos de MFTAV pueden traducirse en la inactivacién de las enzimas, como ha sido
sugerido por Bowen y Gan (1992), y en la agregacion de proteinas. Para este dltimo caso,

algunas notaciones interesantes son presentadas a continuacion.

4.1. Agregacion de proteinas.

La agregacion de proteinas usualmente es un proceso irreversible que involucra la
interaccion de dos o mas moléculas de proteina desnaturalizadas (Cleland y col., 1993).
Conforme a esta definicion, la desnaturalizacion debe ocurrir antes de la formacion del
agregado. Tras la desnaturalizacion, los residuos hidrofobicos de las proteinas quedan
expuestos al solvente (Shortle y col., 1992) favoreciéndose, por tanto, las interacciones
hidrofébicas . Esta circunstancia resulta en la agregacién de las proteinas y en un

incremento de la tendencia de las moléculas a la adsorcion (Persson y Gekas, 1994).

Los agregados de proteinas han sido visualizados in situ formando parte del
material depositado sobre membré.nas de MF (Wandelt y col., 1992) y ultrafiltracion (UF)
(Kim y col, 1993). Trazas cuantitativas de agregados de proteinas y/o proteinas
desnaturalizadas depositadas sobre las membranas en procesos de MF han sido
consideradas como soportes iniciales para la deposicion posterior de moléculas de proteina

desde la solucién (Kelly y col., 1993).

El aspecto y el grosor del depdsito formado sobre la superficie de la membrana
durante los procesos de MFTAYV varian con las condiciones de operacién, en relacion a la
velocidad de recirculacién y a la presion transmembrana (Wandelt y col, 1992).
Obviamente, la resistencia hidratlica de la membrana debida al depdsito dependera de las
propiedades fisicas de este tltimo y del numero de agregados interceptados por el mismo
(Hlavacek y Bouchet, 1993).
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Tomando como referencia el modelo de simulacién planteado por Shmitz y
colaboradores (1993) para describir la deposicion y formacion de agregados de particulas
coloidales durante procesos de MFTAV, las distintas situaciones que puede albergar una
proteina desnaturalizada en la proximidad de la superficie de la membrana de MF aparecen
reflejadas en la figura 4. Cada molécula de proteina, considerada como una particula, sigue
una trayectoria incidente determinada por el balance entre las fuerzas de conveccion y las
de difusion, relativas a la membrana, que estan actuando sobre ella. Cuando experimenta
el contacto directo con la superficie de la membrana o con otra proteina que esté formando
parte del deposito en crecimiento, es capturada inmediatamente siempre que las fuerzas de
adhesiéon proteina-membrana o proteina-proteina predominen sobre las fuerzas
hidrodindmicas que tienden a arrastrar a las moléculas fuera del depdsito (A y B
respectivamente). Sin embargo, la proteina incidente puede sufrir una sucesién de
contactos y de reordenamientos, ya sea con la membrana o, en su caso, con las proteinas
depositadas previamente, antes de alcanzar la posicion final dentro del depésito si las
fuerzas hidrodindmicas del sistema son muy influyentes sobre las moléculas en
movimiento (C); esta habilidad parece estar directamente relacionada con la intensidad de
las fuerzas de cizalla que estan actuando en la vecindad de la superficie de la membrana

(Shmitz y Houi, 1991).

A B C

TR0

Adhesion Reordenamiento

Figura 4. Papeles de la adhesion (A y B) y el
reordenamiento (C) en el transcurrir de las particulas
que se encuentran proximas a la superficie de la
membrana de MF.
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La morfologia del depdsito formado sobre la membrana viene determinada por el
prodominio de una de las dos posibilidades empiricas anteriores, las cuales han permitido
explicar, al menos cualitativamente, resultados reales observados en procesos de MFTAV
(Wandelt y col., 1992). El efecto de la velocidad tangencial de la solucion resulta ser muy
significante reduciendo el crecimiento vertical (grosor) del depdsito y la compactacion del
mismo. Asi, el primer caso, cuyo analogo experimental puede ser una velocidad de
recirculacion baja, origina un depdsito bastante heterogéneo y poroso, de aspecto
dendritico, que ofrece poca resistencia el flujo del permeado. Por el contrario, para una
velocidad de recirculacion alta, como puede asignarse al segundo caso, el deposito
resultante es mas grueso, homogéneo y compacto, que da lugar a una resistencia de la
membrana elevada. Consideraciones tales permiten relacionar las condiciones
hidrodinamicas del sistema y los aspectos fisico-quimicos de la solucién, con la dindmica
de formacion de agregados sobre la superficie de la membrana y, extensiblemente, sobre

la superficie interna de los poros de la membrana, en MFTAV.

Desde un punto de vista tecnoldgico, dada la sensibilidad de las proteinas a las
agresiones del entorno, es importante identificar las condiciones que aseguren un buen
disefio del proceso de MFTAV. Como regla general, el "ensuciamiento” de la membrana
se mantiene en niveles bajos si las moléculas de proteinas se hallan en estado estable
respecto al pH, temperatura, interacciones con la membrana y fuerzas de cizalla; y cuando
el fenomeno de la "polarizacién de la concentracion” se ha eliminado en la mayor
proporcion posible (control de la velocidad de recirculacion, presion transmembrana y
concehtraci(’)n de la solucién), evitandose, al mismo tiempo, la deposicion masiva de

materiales en el interior de los poros de la membrana.

Finalmente, en el siguiente apartado se resumen los principales aspectos de la SK,

enzima que ha servido de objeto para los estudios presentados en este trabajo.
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5. Estreptoquinasa.

La estreptoquinasa (SK) es una proteina exocelular producida por los estreptococos B-
hemoliticos pertenecientes a los grupos A, C y G de Lancefield (Huang y col., 1989);
aunque no tiene actividad enzimatica intrinseca (Radek y Castellino, 1989), es capaz de
activar al precursor inactivo plasminégeno para su transformacién en la enzima fibrinilitica
plasmina (Paques, 1986) que posteriormente disuetve los filamentos de fibrina en los
coagulos de sangre. La activacion es mediada ya sea por un complejo equimolar formado
entre la SK y el plasmindgeno, en el cual la'molécula de plasminégeno experimenta una
serie de cambios conformacionales que terminan originando un centro activo para la
funcion activadora sobre el plasmindgeno libre, o bien a través de un complejo de
estequiometria similar entre la SK y la plasmina, el cual desempefia la funcién activadora
sobre el plasmindgeno mediante el propio centro activo de la molécula de plasmina
(Bakshy y col., 1986). Este tltimo complejo se origina por la rotura de un enlace ﬁeptidico
intramolecular en el plasmindgeno dentro del complejo SK-plasminégeno y/o por la unién

de la SK a la plasmina previamente formada (Castellino, 1983).

Desde los 1ltimos 30 afios, la SK viene utilizindose como agente trombolitico
eficaz en el tratamiento de infartos de miocardio y de trombosis (Martin, 1982). Ensayos
clinicos internacionales, GISSI-1 (1986), ISIS-2 (1988), GISSI-2 (1990) e ISIS-3 (1992),
han coincidido en compararla con el activador tisular del plasminégeno (t-PA) de
mamiferos, en cuanto a su uso terapettico por reducir de manera equitativa la mortalidad

hospitalaria, sin dejar de representar una ventaja econémica respecto del mismo (Habid,
1995a).

La SK producida por Streptococcus equisimilis, la cual permite la activacion
especifica de los plasminégenos humano y felino (Castellino, 1979), es una proteina de 414
aminodacidos, monomeérica y con una masa molecular aproximada de 47 kilodaltones (kDa)

(Malke y col., 1985). Su secuencia no presenta homologia significativa con otras proteinas,
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salvo con las serin-proteasas del tipo tripsina, si bien no exibe ninguna de las propiedades
clasicas de tales enzimas (Jackon y Tang, 1982), estando desprovista de carbohidratos,
cisteinas y cistinas (Brockway y Castellino, 1974); carece ademas de grupo protético y de
sitios de union para cationes divalentes (Welfle y col., 1992b). Dichas caracteristicas han
facilitado su clonacién y expresion eficiente en diversos huéspedes, tales como Escherichia
coli (Campos y col., 1991; Estrada y col., 1992) y Bacillus subtilis (Klessen y Malke, 1986;
Wong y col., 1994).

La estructura secundaria de la SK ha sido estudiada por dicroismo circular (Radek
y Castellino, 1989; Parrado y col., 1996) y espectroscopia inflarroja (Fabian y col., 1992)
y de Raman (Welfle y col., 1992a). Estos estudios han dejado establecido que se trata de
una proteina constituida por estructuras alfas y betas. Se conoce bastante poco, sin
embargo, acerca de la disposicion espacial de los elementos de estructura secundaria en la
molécula, dada las dificultades que plantea su relativamente elevada masa molecular (47
kDa) y la carencia, hasta el momento, de cristales apropiados para su estudio por difraccién
de rayos X; no obtante, los resultados obtenidos a partir de experimentos de
fraccionamiento prbteolitico (Brockway y Castellino, 1974; Parrado y col., 1996) y de
resonancia magnética nuclear (Teuten y col., 1993; Parrado y col., 1996) apuntan a la
existencia de varios dominios funcionalmente semiindependientes dentro de la molécula.
Desde el punto de vista termodinamico, también se ha demostrado la presencia en la SK

de dominios de estabilidad independientes (Radek y Castellino, 1989; Welfle y col,
1992b).

De todo lo expuesto se puede deducir que la SK es una proteina suficientemente
estudiada para permitir un analisis molecular concluyente en diferentes estados y/o
comportamientos derivados de situaciones diferentes, mediante técnicas fiables y bien

contrastadas.

29



Objetivos y Contenidos



Objetivos y Contenidos

El objetivo principal de este trabajo fue investigar la efectividad practica del proceso de
microfiltracion tangencial a alta velocidad (MFTAV) para la recuperacion de proteinas

exocelulares altamente sensibles, caso de las enzimas, desde caldos de fermentacion.

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio habian puesto de manifiesto
la dificultad en la transmision de las enzimas a través de la membrana de microfiltracion
(MF), asi como pérdidas de actividades enzimaticas, durante la MFTAV a partir de caldos
de fermentacion de estreptococos (Hernandez-Pinzon y Bautista, 1992). En base a estos

hechos, se plantearon los siguientes objetivos experimentales:

Evaluacion del rendimiento del proceso de MFTAV para la recuperacion de la

enzima estreptokinasa (SK) producida por Streptococcus equisimilis.

Estudio de los fenémenos implicados en el condicionamiento de las caracteristicas

hidrodinamicas del proceso.

Estudio de la capacidad selectiva de la membrana de MF a lo largo del proceso.
Caracterizacion de los dafios inducidos en las proteinas presentes en el caldo de
fermentacion durante el proceso y, mas concretamente, en relacion a la enzima SK.
Para el cumplimiento de los objetivos planteados, el trabajo se ha estructurado

como sigue:

Primero, crecimiento de la cepa en un medio definido y estudio de la expresion de

la actividad SK.
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Segundo, recuperacién de SK por métodos tradicionales de centrifugacion-
precipitacion y por procesos de membrana, microfiltracion-ultrafiltracion. Los dos
abordajes son analizados en cuanto al balance de recuperacion para, finalmente,

presentar una comparacion de los resultados obtenidos.

Tercero, estudio detallado del proceso de MFTAYV en ¢l que se describen:

(a) los cambios en la permeabilidad del caldo de fermentacién a través de la
membrana de microfiltracion (MF) y con ello,

(b) la influencia de la interaccion de las proteinas con la membrana de MF;

(c) laretencion de las proteinas por la membrana de MF y el estudio de las posibles
causas;

(d) las pérdidas de actividad SK y la determinacién de los mecanismos
responsables, unido a,

(e) la caracterizacion de las alteraciones de las proteinas y las repercusiones
directas sobre la SK, y por ultimo, ' |

(d) el efecto de algunos aditivos en la recuperacion de la actividad SK.
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1. Materiales.

1.1. Microorganismo.

El microorganismo utilizado en el presente trabajo ha sido una cepa de estreptococo
B-hemolitico (HG003), perteneciente al grupo C de Lancefield, obtenida por mutacion con
nitrosoguanidina a partir de la cepa H46, cepa original de Cristensen (Bautista, 1985). Esta
cepa actualmente esta siendo utilizada para la produccion industrial de estreptoquinasa

(SK) por un laboratorio quimico-farmacéutico espafiol.

1.2. Cultivos y fermentaciones.

Todo el material empleado para el cultivo de los microorganismos ha sido material
de vidrio o plastico transparente. La mayor parte de los productos utilizados para la
elaboracion de los medios de cultivo (agar, peptonas, medios, etc.) fueron suministrados

por Difco Laboratories (Detroit, USA).

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en un reactor Biolab (Braun, Alemania)
con sistemas de control de pH, temperatura y agitacion, segin se muestra en la figura 5.
Sus principales componentes incluyen: una cuba de vidrio Pyrex de 1 6 10 litros de
capacidad con cabeza de seis entradas, un electrodo de pH (Ingold 465), una sonda de
temperatura de platino-100, un agitador mecanico y reguladores de pH, temperatura y

agitacion.
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Figura 5. Esquema del reactor utilizado para las fermentaciones
bajo condiciones controladas de pH, temperatura y agitacion.

1.3. Métodos de anadlisis.

Las medidas de cantidad de proteina y actividad SK fueron determinadas en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-160A (Shimadzu Corp., Kyoto, Japon). La seroalbimina
bovina fue suministrada por Sigma, S.A. (St. Louis, USA). EL plasminogeno y el sustrato
cromogénico para la valoracion de la actividad SK fueron suministrados por KabiVitrum

(Estocolmo, Suecia) y la Varidasa Tépica por Cyanamic Iberica, S. A. (Madrid, Espafia).

La densidad celular a lo largo de las fermentaciones se ha seguido por
espectrofotometria (Shimadzu UV-160A) y para la determinacién de la biomasa se ha
utilizado: un portafiltro de vidrio Pyrex de 47 mm de diametro, una membrana de 0,22 pm
(Millipore, MA, USA), una estufa selecta y una balanza de precisén (Metler AE50).
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La concentracion de glucosa en los caldos de fermentacion fue ensayada
enzimdticamente usando un analizador de glucosa Beckman Glucose Analyser 2

(Beckman Inst. Inc., USA) y el kit de andlisis Glucosa-Oxidasa de Beckman.

1.4. Precipitacion de los caldos de fermentacion.

El acido clorhidrico (HCI) y el etanol absoluto utilizados para precipitar el caldo
de fermentacion libre de células fueron de calidad analitica y suministrados por E. Merck
(Darmstadt, Alemania). El polietilenglicol de peso molecular 6.000 (PEG-6.000) se obtuvo
a partir de 1.Q.A.S.A. (Tarragona, Espaiia). '

Tanto para clarificar el caldo de fermentacién como para recuperar los distintos

precipitados, se utiliz6 una centrifuga Centricon H-401 (Kontron AG., Zurich, Suiza).

1.4. Filtracion tangencial a alta velocidad.

El sistema de filtracion tangencial empleado se muestra en la figura 6. Consta
bésicamente de una célula de filtracién (Minissette Cell, Filtron Tech. Corp., MA, USA)
equipada con membranas de polietersulfona de 0,07 m? de superficie de filtracion (Serie
Omega, Filtron), accesorios complementarios (tornillos de apriete, manémetros, tubos de
conexion, etc.) y una bomba de desplazamiento positivo tipo Procon (Cole-Parmer Inst.
Co., Chicago, USA) capaz de proporcionar una presién maxima de 1.000 kilopascales
(kPa).
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Figura 6. Esquema del sistema de filtracion tangencial utilizado
para clarificar y concentrar el caldo de fermentacion.

Se han utilizado membranas de microfiltracion (MF) de 0,3 y 0,8 um de tamafio de
poro y membranas de ultrafiltracion (UF) de corte nominal 10.000 (10 kilodaltones, kDa).

1.5. Caracterizacion de proteinas.

El equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) (Waters, Millipore
Cop. USA) utilizado para el analisis de aminoéacidos consisti6 en un sistema cuaternario
de mezcla de solventes Model 600E , un inyector automatico Model 712, un detector
Model 484 UV-VIS y un regulador de temperatura Jubalo F10. Las separaciones fueron
llevadas a cabo en una columna de fase reversa Nova-Pack C,; (Waters) de 300 por 3,9 mm
y 4 pm de tamafio de particula. Los datos fueron procesados mediante soporte informético
utilizando el programa Maxima 820 version 3.3 (Waters). El dietiletoximetilmalonato para
la derivatizacion de lo amino4cidos fue suministrado por Fluka, AG (Bucks, Suiza) y el

acetonitrilo de grado HPLC por Romil Chemicals (Loughborough, UK).

35



Procedimiento Experimental

Para la caracterizacion de tamafios moleculares se ha utilizado un equipo de
Cromatografia Liquida de Alta Presion (FPLC) (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia)
cuyos principales componentes son: un controlador tipo LCC 500 con un sistema binario
de bombas Pump 500 y un detector ultravioleta UV-M. Las columnas de filtraciéon
molecular utilizadas para las separaciones han sido Superose 12 HR 10/30 con un rango
de discriminacion entre 1 y 300 kDa y Superose 6 HR 10/30 con un rango mayor entre 5
y 5.000 kDa , ambas suministradas por Pharmacia. Los datos fueron procesados con el

programa de ordenador FPLCdirector™ (Pharmacia).

~ Las electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) fueron llevadas a
cabo en un sistema Mini-Protein IT (Bio-Rad Lab., Richmoud, CA) y los isoelectroenfoques
(IEF) en un sistema Linus Mini-Cell (Cultek, S.L., Madrid, Espafia). Todos los reactivos

utilizados para la elaboracion de los geles fueron suministrados por Bio-Rad.

Las bandas de proteina sobre geles SDS-PAGE fueron cuantificadas en un
densitdmetro laser Molecular Dynamic Model 300A (Sunnyvale, CA), utilizando el

~ programa de ordenador ImageQuant version 3.0 (Molecular Dynamic) para procesar los

datos.

1.6. Pruebas fisico-quimicas.

El microcalorimetro utilizado para los experimentos de Calorimetria Diferencial
de Barrido (DSC) ha sido basicamente €l modelo DASM-4M disefiado por Dr.P.L.
Privalov (1980). En la figura 7 se muestra un esquema de la unidad calorimétrica. Se
observan dos células M y R, de muestra y de referencia respectivamente, construidas en
oro, de aproximadamente 0,47 cm® de volumen. Las células est4n en contacto intimo con
una termopila que detecta cualquier diferencia de temperatura entre ambas células. El

analisis y procesamiento de los datos, asi como la deconvolucion de las curvas
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calorimétricas, se ha realizado mediante el programa de informatica DSC-Master disefiado

por el Departamento de Quimica-Fisica Farmaceutica de la Universidad Complutense de

Madrid e instalado en un PC.

Sistema de presion

Termopila ]

Resistencias | | | < '

celulas D M R

Termometro - Resistencias
. Coraza interna . corazas

Coraza externa

Elementos
peltier

Figura 7. Esquema de la unidad calorimétrica utilizada para los
andlisis de DSC.

Los espectros de Dicroismo Circular (CD) en el ultravioleta lejano y cercano han
sido realizados en un espectropolarimetro Jasco C-720 (Easton, MD, USA). Para la

deconvolucion de los mismos se ha utilizado el algoritmo propuesto por Yang y
colaboradores (1986).
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2. Meétodos.

2.1. Medio y condiciones de crecimiento.

El medio y las condiciones de crecimiento fueron las previamente optimizadas en
nuestro laboratorio (Bautista y col., 1986). El microorganismo (semilla) se mantuvo a 37°C
en cultivo sélido sobre placas Petri con Dextrose-Agar (Difco). Para la preparacion del
inoculo, una porcion de células tomada a partir de estos cultivos se inoculé en 50 ml de
Dextrose-Broth (Difco) y se incub6 a 37°C sin agitacion hasta alcanzar una densidad de
crecimiento de 70-75% de Transmitancia (a 620 nm). Unos 25 ml de este indculo fueron
transferidos al tanque de siembra lleno con 1.000 ml de medio de cultivo (pH 7,4) cuya
composicion por litro fue la siguiente: 10 g de dextrosa; 2 g de extracto de levaduras; 10
g de NZ-Amina; 3,2 g de NaH,PO,; 0,2 g de MgSO47H20§ 10 ml de solucién saiina y 10
ml de solucion vitaminica; y se dejo cultivar a 37°C hasta alcanzar una densidad celular de
80% de Transmitancia (a 620 nm), momento en que el tanque de siembra es trasvasado,

via estéril, al fermentador.

Los medios fueron esterilizados en autoclave a 120°C y 1,2 atmosferas durante 20
minutos, excepto las vitaminas y las soluciones de minerales que fueron esterilizadas por
filtracion a través de filtros estériles de 0,22 um de tamafio de poro (Millipore, MA, USA).

2.2. Medio y condiciones de fermentacion.

La composicién del medio de fermentacion por litro fue la siguiente: 50 g de

dextrosa; 25 g de extracto de levaduras; 3,2 g de NaH,PO,; 0,2 g de MgSO,7H,0; 10 ml

de solucidn salina y 10 ml de solucién vitaminica.
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Una vez trasvasado el tanque de siembra a la cuba del reactor (fermentador), la
fermentacion fue llevada a cabo en discontinuo a 37°C, a un pH constante de 7,4 mantenido
por la adicion de NaOH 10 N y bajo una agitacion de 50 rpm. El cultivo se mantuvo hasta
que la concentracién de glucosa en el medio, medida por el método de la Glucosa-Oxidasa,
fue < 0,2 g'1 '. El tamafio del inéculo (10% del volumen de fermentacion) fue determinado
a fin de garantizar que el cultivo presente una fase de latencia lo mas corta posible y entre

rapidamente en fase exponencial, terminandose la fermentacion al cabo de 12-13 horas.
Las muestras para el andlisis del crecimiento celular, el consumo de glucosa y la
produccion de estreptoquinasa (SK) fueron retiradas a intervalos de 2 horas.
2.3. Métodos de andlisis.
2.3.1. Determinacion de proteinas.
El contenido de proteina se determiné por el método de Lowry y

colaboradores (195 lv) o por el método de Bradford (1976), utilizando seroalbimina bovina

para la realizacion de las rectas de calibrado (figuras 8 y 9 respectivamente).
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Figura 8. Recta de calibrado para la determinacion de la cantidad
de proteina por el método de Lowry. Patrdn: seroalbimina bovina.
Ecuacidn de regresion lineal: Y = 0,0113 + 2,676-10°X (r = 0,998).
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Figura 9. Recta de calibrado para la determinacion de la cantidad
de proteina por el método de Bradford. Patron: seroalbimina
bovina. Ecuacién de regresion lineal: Y = 8,174-10° + 4,150-10°X
(r =0,999).
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2.3.1. Determinacion de la actividad SK.

La actividad SK fue medida por un método cromogénico (Hernandez y col.,
1990) usando H-D-Valina-L-Leucina-L-Lisina-p-nitroanilina (S-2251) como sustrato y
Varidasa topica como patron determindndose a partir de la recta de calibrado (figura 10)
las unidades de actividad SK (USK). Se incubaron 0,1 ml de una disolucién de
plasmindgeno (1,25 unidades de caseina, CU'ml ') preparada en tamp6n Tris-HCI 50 mM
pH 7,4 (a 37°C) con 0,56 ml del mismo tampon, durante 15 minutos a 37°C. Seguidamente
se afiadieron 0,1 ml de la muestra y se volvi a incubar durante otros 15 minutos a 37°C.
Por ultimo se dispar la reaccién afiadiendo 0,24 ml de sustrato S-2251 3 mM y se midid
en cubeta termostatizada el incremento de Absorbancia a 405 nm durante al menos 3

minutos.
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0.02
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0.00 T T v T T T T T
50 140 230 320 410 500
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Figura 10. Recta de calibrado para la determinacion de actividad
SK por un método cromogénico. Patrén: Varidasa tépica. Ecuacion
de regresion lineal: Y = 0,0154 + 1,011-10°X (r = 0,995).
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2.3.3. Densidad celular.
La densidad celular para elaborar las curvas de crecimiento fue determinada

por medida directa de la Transmitancia de la muestra diluida 25 veces a una longitud de

onda de 620 nm.

2.4. Precipitacion del caldo de fermentacion.

El caldo de fermentacion, previamente a la precipitacion con los distintos agentes,
fue centrifugado a 10.000 rpm durante 15 minutos para eliminar la masa celular. Medio
litro de este caldo clarificado fue ajustado a pH 2-2,5 por la adicién de HC1 6 N en frio
(temperatura no superior a 10°C) y se dejé decantar a 4°C durante toda la noche. El
precipitado fue recuperado por centrifugacién a 10.000 rpm durante 15 minutos y
resuspendido en tampén fosfato 100 mM pH 8,0 con urea 1 M. Una agitacion suave se
mantuvo hasta obtener una disolucién transparehte que se reajust6 a pH 7,5 por la adicién
de HC1 0,1 N a partir de la cual se determin6 la recuperacion de actividad SK (ver apartado
2.3).

Para la precipitacion con etanol, se partié del mismo volumen de caldo clarificado
al que afiadimos etanol absoluto hasta una concentracion final de 45% (v/v), bajo agitacién
suave y temperatura no superior a los 10°C. Tras decantar a 4°C durante toda la noche, el
precipitado se recuperd por centrifugacion y se reconstituy6 de la misma manera que el

precipitado 4cido.

El procedimiento seguido para precipitar el caldo clarificado con polietilenglicol
de peso molecular 6.000 (PEG-6.000) se basé en el método puesto a punto por Bautista
(1985). Se afiadi6 PEG-6.000 hasta alcanzar una concentracién de 300 g-l !, referida al
volumen de caldo utilizado, y se dejo agitando hasta su disolucion total. A continuacién

se dejo decantar a temperatura ambiente durante 2 horas y el material precipitado fue
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separado por centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 minutos. La reconstitucion del

precipitado fue llevada a cabo como se indica anteriormente.

2.5. Filtracion tangencial a alta velocidad.

La separacion de cuerpos celulares por microfiltracién tangencial a alta velocidad
(MFTAV) fue realizada con membranas "viejas" (utilizadas mas de cinco veces) de 0,3 um
de tamafio de poro bajo las siguientes condiciones: temperatura ambiente, presion
transmembrana de 63 kilopascales (kPa) y velocidad de recirculacién de 3 I'min’. Se
tomaron muestras de permeado y de retenido a distintos valores de concentracién de
volumen (FCV), las cuales fueron analizadas para cantidad de proteina y actividad SK
segun se indica en el apartado 2.3. El valor maximo de FCV en todos los casos fue 8 veces.
Este valor se seleccioné teniendo en cuenta la aparicion de espuma y el aumento de

temperatura que experimenta el caldo durante la recirculacion.

Para la concentracién de los caldos libres de células, el sistema de filtracion
tangencial operd bajo las mismas condiciones anteriores a través de membranas "viejas"

de ultrafiltracion (UF) de corte nominal 10.000 (10 kilodaltones, kDa).

Al final de cada experimento de filtracion, se procedi6 al lavado de la membrana
por recirculacion secuencial de las siguientes soluciones: NaCl 0,1% (p/v), NaOH 0,5%
(p/v), hipoclorito sédico 0,1% (p/v) y finalmente agua destilada hasta registrar pH neutro
en el permeado. Una vez finalizado el lavado se comprobo la recuperacion del flujo inicial,

medido con agua destilada.

2.6. Caracterizacion de proteinas.

2.6.1. Determinacién aminoacidica.
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Las proteinas fueron hidrolizadas previamente bajo atmésfera de nitrogeno
con HCI 6 N a 110°C durante 24 horas. Los aminoacidos resultantes fueron determinados
basicamente por el método descrito por Alaiz y colaboradores (1992). Las muestras, tras
la hidrolisis, fueron llevadas a sequedad, reconstituidas en 5 ml de tamp6n borato pH 9,0
y mezcladas con 4,0 ml de dietiletoximetilenmalonato para la derivatizacién. La reaccion
fue llevada a cabo a 50°C durante 50 minutos y con agitacién. De entre 10 y 60 pl de la
mezcla prefiltrada por 0,22 pum (Millipore, MA, USA) fueron inyectados en el

cromatografo.

La resolucién en columna de los aminoacidos derivatizados se realizd bajo un
gradiente discontinuo acetato sédico 25 mM pH 6,0:acetonitrilo (Alaiz y col., 1992), a un
flujo constante de 0,9 ml'-min '. Las concentraciones de los distintos aminoacidos fueron
determinadas a partir de curvas de calibrado realizadas separadamente para cada

aminoacido.

2.6.2. Determinacion de pesos moleculares por electroforesis en geles de

SDS-poliacrilamida.

Las electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) se
realizaron siguiendo basicamente el método descrito por Laemnli (1970). Muestras de
proteinas fueron mezcladas en proporcion 1:1 con tampén Tris-HCI 10 mM pH 6,8 que
contiene glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 2,3% (p/v) y azul de
bromofenol 0,005% (p/v), calentadas a ebullicidén durante 5 minutos y aplicadas sobre los
geles. Seguidamente, los geles se corrieron en tampoén Tris-HCI 25 mM pH 8,4 con glicina
0,19 M y SDS 0,1% (p/v) a una intensidad constante de 15 6 20 miliamperios.

Como patrones para la determinacion de los pesos moleculares a través de la
correspondiente recta de calibrado (figura 11), se emplearon marcadores de peso molecular
entre 29,0 y 119,0 kDa: anhidrasa carbénica (29,0), fumarasa (48,5), tetrdmero de la
hemoglobina (64,0), fructosa-6-fosfato kinasa (84,0) y p-galactosidasa (119,0) (Sigma
S.A:, St. Louis, USA).
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Figura 11. Recta de calibrado para la determinacion de pesos
moleculares por electroforesis. Ecuacién de regresion lineal: Y =
5,3047 - 1,7452X (r = -0,987).

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron con azul de Coomassie
(Bio-Rad Lab., Richmoud, CA) al 0,04% (p/v) en agua:metanol:acético (5:4:1) durante 30
minutos y finalmente se destifieron con una solucién que contenia acido acético glacial

10% (v/v) y metanol 25% (v/v).

2.6.3. Determinacion de tamarios moleculares por cromatografia de

exclusion molecular.

Fue realizada en un sistema de Cromatografia Liquida de Alta Presion
(FPLC) con una columna Superose 12 HR 10/30 (1-300 kDa). Como eluyente se utiliz6
tampon Tris-HClL 50 mM pH 7,5 que contenia NaCl 0,15 M y azida sédica 0,02% (p/v). En
cada inyeccion se aplicaron 200 pl de muestra (10 mg'mi’ de proteina) prefiltrada por 0,22
pum (Millipore, MA, USA). Las separaciones se llevaron a cabo a un flujo constante de 0,4
ml'min ' y fueron monitoreadas a 280 nm. Una recta de calibrado relacionando los

volimenes de elucion de proteinas patrones (Pharmacia, Uppsala, Suecia) con el logaritmo
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de sus pesos moleculares (figura 12), permitié determinar el tamafio molecular promedio

de las proteinas presentes en las muestras.

Logaritmo del peso molecular
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Figura 12. Recta de calibrado para la determinacion de tamatios
moleculares por cromatografia de exclusion molecular en columna
Superose 12. Ecuacién de regresion lineal: Y = 8,5595 + 0,2839X
(r =-0,999).

En los casos en que se utiliz6 la columna Superose 6 HR 10/30 (5-5000 kDa), las

condiciones de elucion y preparacion de las muestras fueron similares.

2.6.4. Determinacion de puntos isoeléctricos.

Con el fin de determinar el punto isoeléctrico (pI) de bandas individuales

separadas por SDS-PAGE, los trozos de geles fueron cortados con un bisturi, depositados

en tripas de dialisis de corte nominal 5.000 (5 kDa) (Spectrum Med. Ind. Inc., Canad4) y

sumergidas en el mismo tampodn de corrido utilizado para las electroforesis. Las proteinas

fueron electroeluidas por aplicacion de una corriente de 100 voltios durante 3 horas.

Seguidamente se recolectaron los voliimenes del interior de las tripas de dialisis y se

llevaron a sequedad en un concentrador Speed Vac SVC100 (Savant Inst. Inc., USA).
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Para los isoelectroenfoques (IEF) se sigui6 el método descrito por Redpath (1992)
con algunas modificaciones. Las muestras fueron disueltas en un tamp6n que contenia urea
9 M, chaps 0,05% (p/v) y una mezcla de anfolitos de rango de pH entre 2,5 y 6,5
(concentracion final de 2,4 v/v), y centrifugadas durante 5 minutos a 12.000 rpm antes de
su aplicacién sobre geles de poliacrilamida 4% (p/v) con urea 9 M, chaps 2% (p/v) y
anfolitos 2,4% (v/v) (pH 2,5-6,5). Una soluciéon de NaOH 20 mM fue utilizada como
anolito y otra de &cido fosférico 10 mM como catolito, realizandose el enfoque de las
proteinas durante 3 horas a intensidad constante de 4 miliamperios, un voltaje limitante de
1.000 voltios y a 10°C. Se utilizaron patrones de punto isoeléctrico entre 3,6 y 5,9:
amiloglucosidasa (3,6), inhibidor de la tripsina (4,6) y anhidrasa carbdnica (5,9) (Sigma
S.A., St. Louis, USA). '

Finalmente los geles fueron lavados durante 2 horas con varios cambios de 4cido
tricloroacético 1% (p/v) para eliminar los anfolitos, y tefiidos/destefiidos tal como se

describe anteriormente (SDS-PAGE).

2.7. Medida de la interaccion/adsorcion de proteinas a membrana.

La interaccidn/adsorcion de proteinas a las membranas de MF (0,3 y 0,8 um) fue
analizada recirculando durante 2 horas en el mddulo de filtracion tangencial medio litro de
caldo de fermentacidn, en presencia y en ausencia de células, a diferentes concentraciones
de proteina entre 0,2 y 1,0 g'1 . Para eliminar las células, el caldo de fermentacion se
centrifugd a 10.000 rpm durante 15 minutos. Los ensayos se realizaron bajo las mismas

condiciones operacionales que los experimentos de MFTAV (ver apartado 2.5).

Muestras de 2 ml fueron retiradas del reservorio a distintos tiempos y utilizadas
para valorar la cantidad de proteina tal como se ha descrito en el apartado 2.3.1. La
cantidad de proteina que interactiia con la membrana fue determinada por diferencia

respecto al valor de partida.
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2.8. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-SK.

La SK purificada por electroelucién desde el caldo de fermentacidn, siguiendo el
mismo procedimiento descrito en el apartado 2.6.4 , fue dializada durante toda la noche a
4°C frente a agua destilada. El dializado se concentr6 por UF en un microconcentrador
provisto de una membrana de corte nominal 10.000 (10 kDa) (Microsep™, Filtron Techn.
Corp., MA, USA), y se analiz6 en geles de SDS-poliacrilamida al 10% (p/v) dando como
resultado la aparicion de una banda mayoritaria de peso molecular 47 kDa (figura 13). El
concentrado, 0,5 ml, conteniendo unos 94 pg de proteina purificada, fue emulsionado con
coadyuvante completo de Freund (Sigma S.A., St. Louis, USA) en proporcién 1:1 e
inyectado subcutdneamente en la parte dorsal a lo largo de la columna vetebral de conejos
blancos New Zealand previamente sangrados para la obtencién de suero preinmune. A los
30 y 52 dias de la primera inmunizaciéon se volvieron a inyectar unos 130 pg de SK
purificada emulsionada con coadyuvante incompleto de Freund (1:1). El suero provisto de

anticuerpos anti-SK fue obtenido a los 10 dias después de la segunda inmunizacion.

Para titular el suero obtenido con tal procedimiento se procedid a inmunoprecipitar
la acividad SK, segun se indica én el apartado siguiente, utilizando como antigeno la SK
(150 USK) purificada. En la figura 14 se muestra la curva de inmunoprecipitacion donde
puede observarse que 3 pl del anticuerpo policlonal anti-SK precipitan el 93,71% de la
acividad SK presente. Esta inmunoprecipitacion esta acompafiada de la desaparicion casi
paralela de la actividad en el sobrenadante. Para cantidades mayores de suero la actividad
SK empieza a disminuir en el precipitado debido probablemente a inhibicién por

impedimento estérico en presencia del anticuerpo.
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Figura 14. Titulacion del anticuerpo anti-SK  por
inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion se realizé utilizando
SK purificada como antigeno y se determiné cuantificando el
porcentaje de actividad en el precipitado (®) y en el sobrenadante

(9.

La especificidad de anti-SK frente a las distintas proteinas presentes en el caldo de
fermentacion se realizé mediante inmunoblotting sobre membranas de nitrocelulosa de
0,45 pm de tamafio de poro (Bio-Rad Lab., CA), después de la transferencia de las
proteinas desde SDS-PAGE segun describe Towbin y colaboradores (1981). Las
membranas transferidas fueron incubadas durante 3 horas con el anticuerpo anti-SK diluido
1.000 veces y posteriormente reveladas utilizando el kit de inmunoblotting Amplified
Alkaline Phosphatase suministrado por Bio-Rad y siguiendo las instrucciones especificadas
en el mismo. Tras la incubacion con el primer anticuerpo (anti-SK), la membrana se lavéd
2 veces durante 10 minutos con tampdn Tris-HC1 20 mM pH 7,5 conteniendo NaCl 0,5 M
y Tween 20 0,05% (v/v) y se incub6 con un segundo anticuerpo anti-rabbit biotinilado
diluido 3.000 veces en el mismo tampén de lavado, durante 2 horas a temperatura ambiente

y agitacion suave. Finalmente se lavé la membrana y se traté con una solucion de fosfatasa
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alcalina biotinilada y acomplejada con estreptavidina, durante 2 horas a temperatura

ambiente y agitacion suave, procediéndose seguidamente al revelado.

2.9. Inmunoprecipitacion de la actividad SK.

Los experimentos de inmunoprecipitacion fueron llevados a cabo como sigue: 50
pl de varias diluciones de anticuerpo anti-SK fueron precipitados utilizando 50 pl de una
suspension de proteina A-sefarosa CL-4B (Sigma S.A., St. Louis, USA) al 10% (p/v) en
tamp6n Tris- HC1 10 mM pH 7,5 con NaCl 140 mM vy tritén-X-100 0,05% (p/v), durante
4 horas a 4°C y agitacion, y en un volumen final de 300 pl del mismo tampoén. El complejo
anti-SK-proteina A-sefarosa fue lavado tres veces e incubado con 100 ul (100 USK) de
permeado o de retenido a un factor de concentracion de volumen de 8 veces (FCV = 8,0),
asi como de caldo de fermentacién original. Tras la incubacion, el complejo SK-anti-SK-
proteina A-sefarose se separ6 de la SK no inmunoprecipitada por centrifugacién a 12.000
rpm durante 10 minutos y se procedi6 a determinar la actividad SK (ver apartado 2.2.3) en

los sobrenadantes y en los precipitados.

2.10. Pruebas fisico-quimicas.

2.10.1. Purificacion de la proteina.

La SK purificada para las distintas pruebas fisico-quimicas fue obtenida a
partir de geles nativos de poliacrilamida al 6% (p/v). La preparacion de los geles y las
condiciones de corrido fueron las mismas que las especificadas en el apartado 2.6.2, salvo

que se obvid la presencia de SDS.

Para la identificacion en los geles de la banda de SK desde muestras de caldo de
fermentacion y de retenido (FCV = 8,0), se utilizé como patrén un preparado comercial de

SK purificada y estabilizada para uso hospitalario (Streptase, Behringweke AG.,
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Alemania). Una vez reconocida, la banda fue cortada con un bisturi, homogenizada en
tampon Tris-HC1 50 mM pH 8,5 con EDTA 0,1 mM y NaCl 150 mM, y recuperada por
centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 minutos. En todos los casos se midi6 la actividad
enzimatica en el sobrenadante tras ser ajustado a pH 7,5 por la adicion de HC1 0,1 N. La
proteina obtenida de esta forma mostré una banda mayoritaria de peso molecular 47 kDa

al ser analizada por SDS-PAGE.

2.10.2. Calorimetria Diferencial de Barrido.

Antes de los experimentos calorimétricos, las muestras fueron dializadas
en membranas de corte nominal 12.000 (Sigma S.A., St. Louis, USA), durante 24 horas a
4°C, frente a tampon HEPES 10 mM pH 7,5 que contenia NaCl 0,1 My CaCL, 10 mM.
Todas las medidas se realizaron con este mismo tampon y en el rango de concentracion de

proteina 0,1-0,5 mg'ml ! de soluciones previamente desgasificadas.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) fue llevada a cabo en un volumen
de célula de 0,4669 cm’ y bajo una sobrepresion de 2 atmésferas con nitrogeno, para evitar
la formacion de burbujas y la ebullicion durante el calentamiento de la muestra por encima
de los 100°C . La velocidad de barrido utilizada fue 1 °K'min '. Para chequear la
reversibilidad de la desnaturalizacién inducida térmicamente se efectud un segundo barrido
de la muestra, andlogo al primero, tras ser enfriada ésta a la temperatura inicial del

experimento.

Los registros fueron corregidos respecto a la linea base correspondiente al tampén
utilizado, y respecto a la diferencia de capacidad de calor entre los estados nativo y
desnaturalizado. Esto ultimo, trazando una sigmoide que une las temperaturas inicial y

final de la transicion (Takahashi y Sturtevant, 1981).

2.10.3. Dicroismo Circular.
.. Las medidas de Dicroismo Circular (CD) fueron llevadas a cabo en tampén
fosfato 10 mM pH 7,5 a25°C y un paso de luz de 0,2 cm para el ultravioleta lejano (190-
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255 nm) y 1 cm en el caso del ultravioleta cercano (260-320 nm). La velocidad de barrido

fue 50 nm'min 'y el tiempo de respuesta del aparato 1 segundo.

Los espectros (promedio de 5 barridos) fueron corregidos respecto a la linea base
obtenida con el solvente y los datos fueron expresados como elipticidad molar por residuo,
[©], en unidades de grad cm*dmol™, segiin la expresién [@] = 6° MMR-c'I!, donde 6° es
la elipticidad en mgrad, MMR la masa media por residuo (117,29 para la SK), c la
concentracion en mg'ml ' y 1 el paso de luz de la cubeta de cuarzo. El porcentaje de los
distintos tipos de estructura secundaria en la proteina previamente purificada fue estimado

con el correspondiente algoritmo (ver apartado 1.6).

2.11. Tratamiento estadistico de los datos.

Los experimentos se realizaron por triplicado o cuadruplicado y, en cada caso, se

expresa la media y la desviacion estandar (SD) de los valores obtenidos.

Las comparaciones estadisticas de los resultados se hicieron mediante analisis de

la varianza (ANOVA) y el test de Tukey.
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1. Crecimiento de Streptococcus equisimilis en discontinuo: Produccion de

estreptoquinasa.

Los estreptococos son microorganismos potencialmente ttiles para la produccién de
diversas enzimas de provecho médico-farmacéutico, tales como la estreptoquinasa (SK),
la estreptodornasa (SD) y la hialuronato liasa (HL) (Sprecher, 1984; Bautista, 1985). De
entre todas las actividades enzimadticas exocelulares presentes en los caldos de
fermentacion de Streptococcus equisimilis, 1a SK ha sido elegida para nuestro trabajo por
el gran interés que ha despertado en los Gltimos afios, debido a su funcién como agente
ﬁbrinblitico (Chibber y col., 1985; Reddy, 1988; GISSI-2, 1990; ISIS-3, 1992; Habib,
1995ay b).

Uno de los principales inconvenientes que presentan los estreptococos
pertenecientes al grupo pidgenes en general, y Streptococcu;s equisimilis en particular, para
su utilizacion como fuente de enzimas destinadas ya sea a la industria quimico-
farmacentica , o incluso a la alimentaria, es la produccion de estreptolisina (SLO)(Alouf,
1980). Por este motivo, hemos utilizado la cepa HG003 obtenida por mutacion con
nitrosoguanidina a partir de la cepa original H46 y seleccionada por su baja produccion en

SLO (Bautista, 1985).

Para evaluar la produccion de SK por Streptococcus equisimilis procedimos a
crecer la cepa HG0O03 en un medio de cultivo definido de sencilla preparacion y compuesto
de materias primas industrialmente disponibles— logicamente, el desarrollo de una
fermentacion a escala piloto o industrial basada en la utilizacién de medios comerciales es
impensable pues resultaria economicamente inviable. Como fuente de sales y vitaminas se
han utilizado las soluciones propuestas por Milligan y colaboradores (1978) para el cultivo
de estreptococos, la fuente carbonada ha sido dextrosa y la fuente nitrogenada principal,
NZ-amina, un hidrolizado pancreético de caseina usado por la industria, suplementada con

urea (ver apartado 2.1 del Procedimiento Experimental).
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La eleccion de un hidrolizado de proteina como sustrato nitrogenado, constituido
por péptidos de corto tamafio y por aminoacidos libres, se ha realizado de acuerdo con la
influencia positiva que los péptidos pequefios ejercen sobre el crecimiento tanto de
bacterias (Berg y col., 1981; Leh, 1989; Lund, 1992; Parrado y col., 1993), como de hongos
(Leonhartsberger y col., 1993) y levaduras (Tchorvanov y Lazarova, 1988; Perea y col.,
1993), acortando la fase de latencia con el consiguiente ahorro de tiempo, y dando lugar
a altos rendimientos— los péptidos cortos tetra-, tri- y dipéptidos son asimilados de manera

mas directa y/o eficiente por los microorganismos que los aminoécidos libres (van Boven
y Konings, 1986).

Los estreptococcos presentan fermentacion homoléctica en la que la glucosa es
metabolizada a 4cido lactico (Pelczar y col., 1981). Esto significa que para mantener el pH
constante de 7,4 es necesario afiadir una base, generalmente sosa (NaOH), siendo el

consumo de la base a lo largo de la fermentacion una sefial clara del crecimiento bacteriano

(figura 15).
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Figura 15. Comparacion entre el crecimiento de Streptococcus

equisimilis (4) en medio definido, que contiene dextrosa como fuente
carbonada y NZ-amina como fuente nitrogenada principal, y el
consumo de NaOH (0) a lo largo de la fermentacicn.
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En la figura 16 se observa que la produccion de SK va practicamente asociada al
crecimiento exponencial, y que cesa cuando se agota la fuente carbonada en el medio de
cultivo segun la figura 17. Estos resultados son comparables a los obtenidos en nuestro
laboratorio por Parrado y colaboradores (1993) para la producciéon de la misma enzima, y
a los descritos para otras enzimas exocelulares producidas por estreptococos, como la SD

(Blanco y col., 1983) y la HL (Bautista y col., 1985).
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Figura 16. Produccién de SK () asociada al crecimiento de

Streptococcus equisimilis ( 4) en medio de cultivo definido.

55



Resultados y Discusion

4000 1 r75
3500 Z’A\g
€ T~ r60
3 30000 = T / AT
) ] Q\[} VAN =
2 25007 L\E} A 1L 1,52
€L / ]
% 2000- \ g
O /é - (3)
8 1500 A \ 30 3
S E —
+= 10001 / g
0 N =
<( r15
5007 A/ L
) A/ D\m —
OL\L’.SLL\' 7T T LM S S | LN B U S L i S O
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo ()

Figura 17. Produccién de SK (0} asociada al contenido de glucosa
(fuente carbonada) (0) en el medio de cultivo durante la
Jermentacion.

Después de 16 horas de fermentacidn, coincidiendo con el cultivo ya en fase
estacionaria, la concentracion de actividad SK alcanza un valor medio de 3460 + 57
USK'ml" y una productividad media de 216,5 £ 3,6 USK'mlI*h™ (tabla 2). A partir de este
tiempo, la actividad comienza a disminuir alcanzandose una potencia de 2700 + 297 USK-
ml™ a las 22 horas de cultivo. Este comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta
que para concentraciones relativamente altas de biomasa, entre 8 y 9 g-1’, y una vez
consumida la fuente carbonada del medio, se induce la produccién de una sulfhidril
proteasa similar a la papaina (Liu y Elliot, 1971) aumentando considerablemente la
actividad proteolitica en los caldos de fermentacion de estreptococos (Ozegowski y col.,
1981); hecho que hemos podido verificar al medir la disminucion de la cantidad de

proteina en el medio a lo largo de la fermentacion (tabla 2).
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Tabla 2. Actividad SK y cantidad de proteina a lo largo del crecimiento

de Streptococcus equisimilis en medio de cultivo definido.

Tiempo Crecimiento Actividad SK Proteina
h %T USK mi* mg ml!
1 99,5+0,71 nd nd
4 880+ 1,41 355+78 05+01
8 56,0+ 141 1.375+ 106 4,8+0,01
12 31,5+0,71 2520+ 127 81+07
16 245+£0.71 3,460+ 57 104+ 0,2
18 22,5+0.71 3.275+247 9,2 £0,1
20 21,0+ 141 3.004+136 83+04
22 21,0+ 1.41 2.700 £ 297 6,5+05

T Transmitancia a 620 nm.

n. d no determinado.

El interés por favorecer la obtencién de una enzima para satisfacer, en un momento
dado, las demandas concretas del mercado puede abordarse desde el punto de vista del
aumento de la productividad y la eficiencia durante la etapa de fermentacién. Un ejemplo
en este sentido es el trabajo de Bautista y colaboradores (1986) quienes consiguieron
duplicar la produccion de HL optimizando la fraccion de cosecha en procesos de
fermentacion discontinua repetida. El cultivo en continuo también supone una posibilidad
al respecto que nos ocupa, si bien, en el caso de los estreptococos, tal procedimiento no ha

resultado muy satisfactorio.()

El perfeccionamiento de las etapas relativas a la recuperacion de productos
representa otra alternativa posible para mejorar los rendimientos globales en la obtencién
de una enzima y, justamente, el trabajo que presentamos a continuacion puede englobarse
dentro de este ambito como parte integrante del estudio para un mejor conocimiento de los
fenémenos que controlan la efectividad de los procesos de recuperacion por tecnologia de

membranas.
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2. Recuperacion de estreptoquinasa del caldo de fermentacion.

Independientemente de que el producto de interés sea intracelular o exocelular, la primera
etapa u operacion unitaria para su recuperacion, en todo proceso biotecnolégico basado en
la produccion mediante técnicas de fermentacion, consiste en la eliminacion o separacion
de los cuerpos celulares. Esta operacion puede realizarse por centrifugacion (Rosen, 1984),
floculacion/sedimentacion (Aunins y Wang, 1989) o microfiltracion (MF) (Nagata y col.,
1989).

En el caso particular de una enzima exocelular, como es la estreptoquinasa SK, el
paso siguiente, una vez obtenido el caldo clarificado libre de células, consistiria en la
reduccion del volumen, paso necesario para concentrar la actividad y facilitar las
posteriores manipulaciones de la misma. La concentracién puede ser llevada a cabo por
procesos de precipitacion fraccionada (Shih y col., 1992) o mediante ultrafiltracién (UF)

(Dumon y Barnier, 1992).

Con el fin de evaluar la importancia de los procesos de membrana en la
recuperacion de SK a partir de caldos de fermentacion de estreptococos, hemos disefiado
dos grupos de experimentos. En el primer grupo, utilizamos técnicas convencionales de
centrifugacion para clarificar y diferentes modalidades de precipitacién (acida, alcoholica,
con polietilenglicol) para recuperar las proteinas exocelulares. Paralelamente, en un
segundo grupo de experimentos, trabajamos en un modulo de filtracion tangencial a alta
velocidad con una membrana de microfiltracion (MF) para eliminar la masa celular y otra
de ultrafiltraciéon (UF) para concentrar el producto (SK) presente en el caldo clarificado.
Contrastando con las técnicas de filtracion estdandar (convencional) en las cuales la
solucion es presentada perpendicularmente a la superficie de la membrana, durante los
procesos de filtracion tangencial, la solucion es bombeada paralelamente a la superficie de

la membrana evitandose, de esta forma, el dep6sito masivo de materiales sobre la misma

(Kroner y col., 1984).
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En todos los casos se determind el balance global para la recuperacion de actividad

SK lo que nos permiti6 llevar a cabo la comparacion de los procedimientos utilizados.

2.1. Técnicas convencionales: centrifugacion-precipitacion.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para la recuperacion de SK por

centrifugacion y precipitacion con los agentes: acido clorhidrico, etanol y polietilenglicol
(PEG-6.000).

Tabla 3. Recuperacion de SK a partir de caldos de fermentacion de estreptococos por

centrifugacion y prercipitacion con diferentes agentes.

USK mi! USK %
Caldo de
3.882 £ 248 2.079.844 £ 287.934 100
Sfermentacion
Caldo centrifugado 3134214 1.648.618 +225.083 79,29+ 1,07

Precipitado con

o 19.212 £ 1.269 1.067.599 + 129.975 52,30 + 1,84

Precipitado con

28.045+2.102 1.634.014+320.234 75,50+ 0,71
etanol

Precipitado con

PEG-6000
USK unidades de actividad SK.

25.587+3.176 1.387.065 + 234.923 66,90+ 1,70

La centrifugacidn convencional en continuo realizada a escala de laboratorio con
volumenes medios de 5 litros, supone pérdidas de actividad del 20,71 + 1,09%,
probablemente relacionadas con la formacién de aerosoles y espumas que conducen a la
desactivacién de las enzimas (Wang, 1983; Viehweg y Shuegerl, 1983). Trasladando la

problematica a niveles industriales, la unica modalidad de centrifugacion compatible con
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los volumenes de trabajo (10.000-50.000 litros) seria la centrifugacion en continuo a alta
velocidad, puesto que permite llevar a cabo el proceso en tiempos relativamente cortos y
con un numero moderado de supercentrifugas, hechos que se traducen en la reduccion de
los costos globales de operacion. Sin embargo, la centrifugacion en supercentrifugas,
ademads de los problemas asociados a la formacion de aerosoles y espumas, presenta otros
inconvenientes como consecuencia de las grandes velocidades a las que opera (16.000-
20.000 g) las cuales originan un efecto fuerte de cizalla sobre las células y las enzimas
(Rosen, 1984). Este efecto en las células produce la rotura, aumentando en el sobrenadante
los niveles de elementos intracelulares contaminantes (proteinas y acidos nucleicos
fundamentalmente), y en las enzimas conlleva importantes pérdidas por desactivacion que
en el caso de la SK pueden suponer hasta un 30% (comunicacion personal de Cyanamic
Ibérica, S.A., 1995).

Durante las etapas de precipitacion, los pHs bajos entre 2-2,5 parecen tener un
efecto drastico sobre la actividad SK provocando pérdidas del 47,73 + 1,84%, mientras que
el etanol afecta en menor grado, con pérdidas del 24,5 £ 0,71%. Estos valores se
encuentran dentro del rango descrito para la recuperacion de enzimas altamente sensibles
a la accion de agentes precipitantes que pueden conducir a desnaturalizacién, como sales
inorganicas, acidos o alcoholes. Asi, Bernard y colaboradores (1995) al evaluar la
precipitacion de lisozima con acidos grasos, obtienen pérdidas del orden del 27%. Para la
precipitacion con etanol, Hao y colaboradores (1980) comentan la dificultad de obtener
enzimas en sus formas nativas en las fracciones precipitadas, pero desconocen los

mecanismos por los cuales el etanol induce agregacion y precipitacion de proteinas.

En relacion al PEG, a pesar de las ventajas que presenta como agente precipitante:
no es toxico (Curling,1980), actia como estabilizante de proteinas (Maron y Filisku, 1972)
y posee un calor de solucion muy bajo, practicamente nulo, lo que permite trabajar a
temperatura ambiente (Chun y col.,1967), origina pérdidas de hasta el 33,13 £ 1,70%,
superiores incluso a las encontradas con etanol. Atha y Ingham (1981) han sugerido que

el mecanismo por el cual el PEG induce precipitacion es la exclusién estérica de las
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proteinas de las regiones ocupadas por el polimero, las cuales se concentran hasta superar
los niveles de solubilidad y precipitan. Esta explicacion excluye la posibilidad de
interacciones quimicas especificas entre proteina y polimero, pero no descarta que se estén
produciendo interacciones proteina-proteina que puedan inducir desnaturalizacion. Por otra
parte, dichos autores trabajaron con proteinas purificadas sin que sus resultados puedan
extrapolarse directamente a mezclas complejas de material proteico, como por ejemplo los

caldos de fermentacidn.

El patrén de proteinas presente en los distintos precipitados y en el caldo clarificado
de partida fue seguido por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)
(figura 18), sin que se observen diferencias importantes que puedan significar la

precipitacion selectiva de proteinas.

2.2. Procesos de membrana: microfiltracion-ultrafiltracion.

La caracteristica que define la capacidad de fraccionamiento de una membrana es
el tamafio de las particulas a separar en relacion a la distribucién de tamafio de poro de la
membrana (Cheryan y Mehaia, 1985). En este sentido, y teniendo en cuenta el tamafio de
las células estreptococales (= 1 wm), hemos utilizado una membrana de MF de 0,3 xm para
separar las proteinas solubles presentes en el caldo de las células y otros componentes
insolubles. Este procedimiento que retiene la biomasa (células) permitiendo que las
proteinas y enzimas pasen a través de la membrana, origina una solucién totalmente
transparente a partir de la cual, por UF mediante una membrana de 10 kilodaltones (kDa)
(retiene las moléculas de peso molecular superior a 10 kDa), procedimos a reducir el
volumen 8 veces (FCV = 8,0) concentrando asi la actividad SK (47 kDa) objeto de nuestro

trabajo.

Las variables de operacion en el médulo de filtracion tangencial (ver apartado 2.5

del Procedimiento Experimental) fueron elegidas con miras a obtener una presion
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transmembrana inicial aproximada de 60 kilipascales (kPa) y minimizar el calentamiento

del sistema.

Los resultados obtenidos en relacion a la recuperacion de actividad SK por
procesos de membrana se presentan en la tabla 4. Durante la etapa de MF, contrariamente
a lo esperado segun el tamafio de poro de la membrana (0,3 wm) frente al tamafio de la
enzima (47 kDa), la actividad SK en el permeado es 1,68 = 0,35 veces menor que en el
caldo de fermentacion original, recuperandose el 53,23 + 7,9% de la actividad en el
permeado y permaneciendo el 35,04 + 3,99% de la misma en el retenido. El balance de
recuperacion en este punto del proceso supone una pérdida de actividad SK de 12,77 +

5,08%.

Tabla 4. Recuperacion de SK a partir de caldos de fermentacion de estreptococos por

procesos de membrana, MF y UF.

USK-ml"! USK %
Caldo de
1154 +375 5.540.688 = 1.801.527 100
fermentacion
Permeado 0,3 um 679 £ 82 2.851.464 = 343.493 53,23+7,90
Retenido 0,3 um 3152+ 536 1.890.972 £ 321.575 35,04 £ 3.99
Retenido 10 kDa 7.040 + 141 4.224.000 + 84.853 80,55+ 6,25

USK unidades de actividad SK.

La concentracion de actividad en el retenido puede explicarse considerando los dos
fendmenos que limitan el transporte en un proceso de MF, la "polarizacion de la
concentraciéon' (Nagata y col., 1989; Opong y Zydney, 1991) y el ""ensuciamiento" de
la membrana (Kawakatsu y col., 1993; Parnham y col., 1995). El primero de ellos hace
referencia al progresivo y reversible intercambio de moléculas entre la superficie de la
membrana y la solucién, y el segundo, involucra todos los mecanismos que suponen

interaccion de solutos con la membrana tanto con su superficie, como con el interior de sus
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poros. Ambos fenomenos, descritos de manera similar en procesos de UF (Miller y col.,
1993; Ding y col., 1993), pueden suponer una acumulacion de material tal, que disminuya
considerablemente el tamafio de poro efectivo de una membrana. El coeficiente de
transmisién para la SK, calculado a partir de la expresion S = 1-R = Co/C 14 (Quirk y
Woodrow, 1984), es de 0,6, lo cual significa una retencidon importante del producto por la

membrana de MF (van Reis y col., 1991).

En cuanto a la pérdida de actividad SK durante la MF, podria ser causada bien por
interaccion o adsorcion de la enzima a la membrana (Bowen y Gan, 1991), o por
desnaturalizacion debida al efecto de las fuerzas de cizalla que actian sobre la enzima a

lo largo del proceso (Bowen y Gan, 1992).

Los resuitados mostrados en la tabla 4 reflejan que la pérdida de actividad SK
durante la etapa de UF continta siendo evidente, aunque menor respecto a la observada
durante la MF, originando una pérdida global para el proceso de recuperacién del 19,45 +

6,25%.

Algunos autores (Meirelles y col., 1991; Dumon y Barnier, 1992; Ko y col., 1993;
Chen y col., 1995) han descrito pérdidas de actividad y alteraciones de proteinas en
procesos de UF atribuyéndolas a efectos de adsorcion y de fuerzas de cizalla anilogos a los
comentados anteriormente para los procesos de MF. Dado que en ningin caso hemos
detectado actividad enzimaética en las muestras de permeado, la pérdida de actividad SK
en la etapa de UF podria ser debida a las interacciones de la enzima con la membrana de

UF y a los mecanismos de desnaturalizacion de la enzima.

Al comparar los rendimientos obtenidos para la recuperacién de actividad SK en
los dos abordajes experimentales tratados (ver tablas 3 y 4), se establece que los procesos
de membrana presentan ventajas respecto a los procedimientos convencionales de

centrifugacion-precipitacion con recuperaciones globales superiores, del orden del 80%,
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salvo en el caso de la centrifugacién-precipitacion con etanol cuyos resultados son
practicamente similares. Este rendimiento promedio seria ain mas ventajoso, si nos
trasladamos a una escala industrial, donde las pérdidas en la primera etapa de eliminacion

de cuerpos celulares por centrifugacion pueden ser muy considerables.

Otras ventajas adicionales de la utilizacion de membranas (Cuperus y Nijhuis,
1993), como fraccionamiento directo sin pretratamiento del caldo de fermentacion,
posibilidad de trabajar a temperatura ambiente sin grandes dafios térmicos en los productos
(una vez establecidas las condiciones idoneas de trabajo) y consumo muy moderado de
energia (Unicamente la necesaria para presurizar la solucién por medio de la bomba), hacen
que esta tecnologia sea muy atractiva para cosechar y separar células, y para recuperar
enzimas tras procesos de fermentacién. No obstante, no parece estar exenta de problemas
(Hernandez-Pinzon y Bautista, 1992) y determinados fendmenos, atin poco estudiados y

conocidos, relacionados con las interacciones membrana-solucion limitan su efectividad.

En los sucesivos apartados de este trabajo, nos hemos centrado en la etapa de MF
estudiando algunos aspectos de los fendémenos implicados en el proceso y las
consecuencias moleculares, fundamentalmente en lo referente a la desnaturalizacion de la

SK y su interpretacidn en base a la relacion estructura/funcion.

64



Resultados y Discusion

3. Microfiltracion tangencial a alta velocidad.

Durante la recuperacion de estreptoquinasa (SK) por microfiltracion tangencial a alta
velocidad (MFTAV), como hemos indicado antes y contrariamente a lo esperado, la
actividad en el permeado al final del proceso es aproximadamente dos veces mds baja que
la actividad en el caldo de fermentacion de partida, concentrandose parte de la misma en

el retenido (ver tabla 4).

Ademas de la transmision del producto a través de la membrana de microfiltracion
(MF), otros parametros del proceso tales como la permeabilidad de la membrana, la presion
transmembrana en el sistema y la calidad de la SK recuperada, pueden también estar

afectados.

3.1. Permeabilidad de la membrana a lo largo del proceso de MFTAV.

La permeabilidad del caldo de fermentaciéon a través de la membrana va
disminuyendo a medida que transcurre la MF (figura 19). El flyjo del permeado inicial,
26,9+ 0,35 I'm *h ', experimenta una caida rapida al comienzo del proceso seguida de un
descenso mucho maés lento y moderado que continda hasta el final del mismo,
alcanzandose un valor de 18,5 + 0,99 I'm *h '; en paralelo, la presién transmenbrana del
sistema va aumentando a lo largo del proceso. No hemos observado, sin embargo, cambios
de permeabilidad del agua pura a través de la membrana de MF en las mismas condiciones

de trabajo.
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Figura 19. Variacion del flujo del permeado () y la presién
transmembrana () en funcion del volumen de caldo de

Jermentacion procesado a través de la membrana durante el proceso
de MFTAV.

El flujo del permeado en procesos de MFTAV a partir de caldos de fermentacién
puede estar influenciado por la concentracion y naturaleza de los distintos componentes
presentes en el caldo, incluidas células, proteinas y demas solutos procedentes del medio
de cultivo (Nagata y col., 1989; Tanaka y col., 1993; Shimizu y col., 1993, 1994). A
medida que transcurre la MF se va formando una pelicula de materiales retenidos sobre la
superficie de la membrana. Esta acumulacion tiende a ser removida por la diferencia de
concentracion en la interfase membrana-solucion, la cual origina un intercambio de
particulas entre ambas fases (membrana y solucién) que sera continuo hasta que las
concentraciones se igualen, y por la velocidad tangencial de la solucién que barre
materiales fuera del depdsito. El fenémeno se conoce como "polarizacién de la
concentracion” (Bowen, 1993) y depende de la naturaleza y concentracion de los solutos

presentes en la solucién. Como consecuencia de la "polarizacion de la concentracién',
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el flujo del permeado disminuye al aumentar la resistencia al transporte y la presion

osmotica dentro del sistema (Opong y Zydney, 1991).

Utilizando caldos de Bacillus polymyxa, Nagata y colaboradores (1989) han
observado la disminucion del coeficiente de permeabilidad de la membrana de MF al
aumentar la concentracion de células en el tanque de alimentacion. Asimismo, Tanaka y
colaboradores (1992) han sugerido que aproximadamente una décima parte del descenso
del flujo del permeado observado durante la MFTAV de suspensiones de levaduras, esta
causado por la presencia de particulas muy finas procedentes del medio de cultivo que se
depositan sobre la superficie de 1a membrana formando parte de la capa de polarizacion.
Las pérdidas de permeabilidad descritas por los autores anteriores alcanzan niveles del
orden de un 70%, partiendo de valores elevados de flujo del permeado. Esta discrepancia
respecto a nuestros resultados, disminucion del de flujo del permeado alrededor de un 31%,
puede explicarse considerando que estamos trabajando con membranas '"viejas",
probablemente alteradas de forma irreversible debido al uso continuado (Scott, 1‘988), en
un intento de simular condiciones industriales que suponen la reutilizacién de las

membranas durante periodos largos de operacion (25-50 veces).

El "ensuciamiento' de la membrana causado por la adsorcién o interaccion con
los solutos presentes en la solucion (Bowen, 1993), es otro fenémeno que puede modificar
las propiedades filtrantes de la membrana, disminuyendo el flujo del permeado (Boyaval
y col., 1996) y aumentando la retencion de productos a lo largo del proceso de MF
(Parnham y Davis, 1995). La magnitud del "ensuciamiento" esta determinada por una serie
de factores que controlan la adsorcion y deposicion de materiales en la membrana: la
naturaleza fisico-quimica tanto de la membrana, como de las moléculas implicadas
(proteinas, desechos celulares y otros componentes del medio), y las condiciones de pH y

fuerza i0nica utilizadas.

Concretamente, la influencia del pH sobre la cantidad de proteina adsorbida a

membranas de MF ha sido estudiada por Bowen y Gan (1991), quienes establecieron que
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la adsorcién aumenta con el pH, alcanzando un maximo para el valor de pH que coincide
con el punto isoeléctrico (pI) de la solucion; en nuestro caso (pl = 5,3), todos los
experimentos han sido realizados a pH 7-7,5 evitando pHs alcalinos, dado que para valores
de pH ) 8 la SK es inestable con pérdidas de actividad importantes (Bautista y Blanco,
1985).

Por ultimo, el comportamiento, disminucion, del flujo del permeado que hemos
observado puede haber sido afectado por varios parametros de operacion tales como la
temperatura, la presion transmembrana y la velocidad de recirculacion, relacionados
directamente con los fendmenos de "polarizacion de la concentracion” y "ensuciamiento”
de la membrana. En primer lugar, el flujo del permeado se incrementa con la temperatura
debido a que aumenta la solubilidad del deposito acumulado sobre la membrana (Kroner
y col., 1984; Sanchez y Gekas, 1992); también en nuestro caso, para evitar los problemas
de desnaturalizacion de la SK por efecto de la temperatura (Brockway y Castellino, 1974),
los experimentos han sido llevados a cabo a 25°C. En segundo lugar, aunque el flujo del
permeado inicial aumenta con los valores de presion transmembrana y velocidad de
recirculacion, al mismo tiempo, se favorece tanto la "polarizacion de la concentracion”
como el "ensuciamiento" de la membrana (Tanaka y col., 1992; Shimizu y col., 1993,

1994),

La "polarizacion de la concentracion' y el "ensuciamiento' de la membrana
son los dos fenémenos que pueden estar limitando el transporte a través de la membrana
y por tanto, el tiempo efectivo del proceso de MF. El primero de ellos ha sido definido
como un fenémeno reversible que domina durante la mayor parte del proceso de MF,
controlando el flujo del permeado y las fuerzas de cizalla presentes en el sistema; mientras
que el segundo ha sido considerado como un fendémeno irreversible o parcialmente
reversible que predomina en los primeros tiempos de la MF, cuando la membrana
experimenta los primeros contactos con la solucién, siendo responsable de la caida del

flujo del permeado al inicio del proceso (Boyaral y col., 1996).
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3.2. Influencia de la interaccion/adsorcion de las proteinas con la membrana de
MF.

Con el fin de evaluar la influencia directa de la interaccién/adsorcion de las
proteinas sobre la pérdida de flujo observada a lo largo de la MFTAYV, recirculamos a
través de la membrana de MF (0,3 um) distintas diluciones del caldo de fermentacién
durante 2 horas y en las mismas condiciones de presion transmembrana (63 kilopascales,
kPa) y velocidad de recirculacion (3l'min’') utilizadas en el proceso de MF. El
procedimiento de recirculacion en tales condiciones fue preferido a la inmersién estatica
de la membrana en la solucién (Chen y col., 1995) y a la recirculacion en baja presion
(Bowen y Gan, 1991) dado nuestro interés en reproducir el comportamiento adsortivo de
las proteinas durante la MFTAYV. Los resultados han sido expresados en miligramos de

proteina por metro cuadrado de superficie de membrana.

La figura 20A muestra un perfil de interaccion/adsorcion representativo pvara cada
una de las diferentes concentraciones de proteina ensayadas (0,2 g1 ;0,5g'1'y 1,01 Y.
Se observa un periodo inicial de interaccion/adsorcion rapida seguido de una etapa de
interaccién/adsorcion mucho mas lenta hasta que se alcanza el nivel de saturacion
(equilibrio) después de unos 30 minutos de exposicion. Las isotermas de
interaccioén/adsorcion dependen de la cantidad de proteina presente en la solucién de
partida: al aumentar la concentracién de proteina aumenta proporcionalmente la cantidad

de proteina que interactiia con la membrana.

Si la interaccién/adsorcion de las proteinas tiene lugar sobre la superficie de la
membrana es probable que esté siendo afectada por las células presentes en el caldo de
fermentacion, las cuales pueden contribuir al fenémeno de "polarizacién de la
concentracién” (Nagata y col., 1989). Para comprobar esta idea, recirculamos a través de
la membrana de MF (0,3 um) caldo de fermentacion centrifugado en las mismas
condiciones y cantidades de proteina. En relacion al caldo de fermentacion sin centrifugar,

la evolucion de las isotermas de interaccion/adsorcion para el caldo centrifugado (figura
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20B) muestra una dependencia similar de la concentraciéon de proteina de partida; sin
embargo, los niveles de interaccion/adsorcion alcanzados tras la saturacion son ligera pero
significativamente superiores, excepto para la concentrécién de proteina mas baja (0,2 g'1")
cuya diferencia no es significativa (tabla 5). Este comportamiento sugiere que la
interaccion/adsorcion de las proteinas sea extensible al interior de los poros de la
membrana. En este sentido, las células pueden estar bloqueando 1a entrada de los poros y,

como consecuencia, disminuyendo la interaccién/adsorcion de las proteinas con la

membrana.

Proteina (mg/mz)

(¢} 25 50 75 100 125

Tiempo (min)

Figura 20. Isotermas de interaccién/adsorcion de proteinas con la
membrana de 0,3 um de tamario de poro, en presencia (A) y ausencia
(B) de células, para diferentes concentraciones de proteina en el caldo

de fermentacion: 0,2 g1'(0); 0,5 g1'(9) y 1,0 g1'(4).
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Tabla 5. Cantidad de proteina que interactiia con la membrana de 0,3 um de tamapio de

poro, una vez alcanzado el equilibrio, para diferentes concentraciones de proteina en el

caldo de fermentacion.

Concentracion de proteina en el caldo de fermentacion

02 gt 0,5gi-1 1L0gi!
Caldo sin
2394+ 135 386,1 +32,0 871,9+ 556
centrifugar
Caldo centrifugado 2244+ 230 4510+ 19.0* 9781+ 12,0*

Los resultados estan expresados en miligramos de proteina por metro cuadrado de
superficie de membrana (mgm?).

*Diferencias significativas con respecto al caldo de fermentacion sin centrifugar (P<0,05).

Por otra parte, cuando realizamos los experimentos con una membrana de la misma
naturaleza quimica (polietersulfona) y superficie de filtracién (0,07 m?), pero de mayor
tamafio de poro (0,8 um), la cantidad de proteina que interactiia con la membrana una vez
alcanzado el equilibrio es mas baja respecto a la membrana de 0,3 um para las tres
concentraciones de proteina ensayadas (tabla 6), aunque los perfiles de

interaccion/adsorcion (figura 21) sean similares.

Tabla 6. Cantidad de proteina que interactiia con la membrana de 0,8 um de tamario de

poro, una vez alcanzado el equilibrio, para diferentes concentraciones de proteina en el

caldo de fermentacion.

Concentracién de proteina en el caldo de fermentacion

02gt! 0,5 gi-1 1,0gd!
Caldo sin
1604+ 3,8 2805+ 252 6927 £32,1
centrifugar
Caldo centrifugado 153,6 £ 10,2 384,9+43.7* 753,3+10,2*

Los resultados estdn expresados en miligramos de proteina por metro cuadrado de
superficie de membrana (mgm? ).

*Diferencias significativas con respecto al caldo de fermentacion sin centrifugar (P<0,03).
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Figura 21, Isotermas de interaccién/adsorcicn de proteinas con la
membrana de 0,8 um de tamario de poro, en presencia (A) y ausencia
(B) de células, para diferentes concentraciones de proteina en el

caldo de fermentacién: 0,2 g1 (0); 0,5 g4 (0 y 1,0 g1’ (4).

Los resultados muestran que la interaccién/adsorcién de las proteinas con la
membrana de MF disminuye al aumentar el tamafio de poro y aumenta con la
concentracion de proteina de partida, estando desfavorecida por la presencia de células en
el caldo de fermentacion. Todo ello nos ha llevado a considerar que las proteinas estén
interactuando no sélo con la superficie de la membrana sino también con la estructura
interna de los poros, tal como ha sido encontrado por Persson y colaboradores (1993) para

la interaccion/adsorcion de B-lactoglobulina a membranas de polivinildifluoruro (PVDF).
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La naturaleza quimica de la membrana es otro factor determinante de la cantidad
de proteina que interactua con la misma. Chen y colaboradores (1995) han comunicado
niveles de interaccién/adsorcion superiores a nuestros datos, en el rango de 300-900
mg-'m *, para membranas de polisulfona en contacto con seroalbtimina bovina al 0,1%,.
Esta diferencia numérica puede explicarse teniendo en cuenta las caracteristicas especiales
de adsorcién que presenta la seroalbiimina debido a su funcién biologica. Por otro lado, los
autores mencionados trabajaron con membranas "nuevas" de ultrafiltracion (UF) con un
tamafio de poro considerablemente mas pequefio (100 kilodaltones, kDa) y una estructura
interna menos tortuosa que las membranas de MF, circunstancias que favorecen la

interaccion/adsorcion de proteinas (Ko y col., 1993).

Una forma de evaluar el efecto de la interaccion/adsorcion de las proteinas sobre
las caracteristicas hidrodindmicas de la membrana es comparando el flujo de agua pura
antes y después del equilibrio de interaccion/adsorcion, una vez que se ha eliminado el
material depositado sobre la membrana mediante el lavado previo con agua. La figura 22
muestra los resultados obtenidos para la membrana de 0,3 pm, expresados como
permeabilidad residual (%) al agua pura en funcién de la concentracién de proteina
presente en las distintas diluciones del caldo de fermentacion. La pérdida de permeabilidad
maxima es del orden del 25%, lo cual indica que la pérdida global de permeabilidad del
caldo de fermentacion observada durante la MFTAV, sea debida mayormente a la
interaccién/adsorcion de las proteinas con la superficie y con las paredes de los poros de
la membrana; y de aqui, la contribucion adicional del fendomeno de "polarizacion de la
concentracion” explicaria el descenso continuo del flujo del permeado a lo largo del

proceso (ver figura 19).
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Permeabilidad residual (%)
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Figura 22. Permeabilidad residual al agua pura de la membrana de
0,3 um, después de la interaccion/adsorcicn de proteinas, en funcion
de la concentracién de proteina en el caldo de fermentacion sin
centrifugar (W) y centrifugado (0).

La ley de bloqueo estandar de filtracion, descrita por Hermia (1982) para explicar
la colmatacion de filtros y membranas por particulas finas, ha sido aplicada a la MF de
seroalbiimina bovina y alcohol deshidrogenasa a través de membranas de 6xido de
aluminio de 0,22 pm de tamafio de poro (Bowen y Gan, 1991, 1992). El modelo establece
que, a lo largo del proceso, se produce una reduccién del volumen libre de los poros de la
membrana por deposicion de moléculas sobre sus paredes. El volumen de poro desciende
proporcionalmente al volumen de solucion que ha atravesado la membrana. Esta ultima es
considerada como un conjunto de poros con diametro y longitud uniformes, de forma que
el descenso del volumen de los poro coincide con el descenso de la seccién transversal de

los mismos.
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El modelo de bloqueo estandar de filtracion conduce a una expresion que predice
una relacion lineal entre la inversa del volumen de permeado (1/V) y la inversa del tiempo

de filtracién (1/T) (Bowen y Gan, 1991):

1/V =1/Q,T + C/LA, (7

donde Q, es la velocidad de filtracion inicial, C es el volumen de proteina depositada por
unidad de volumen de permeado, L es la longitud de los poro y A, es la seccion transversal
de poro inicial. En la figura 23 se representan los valores medios de 1/V frente a los de 1/T
para nuestros experimentos, observandose un ajuste con un coeficiente de regresion lineal

r=0,999.
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Figura 23. Permeabilidad del caldo de fermentacién a través de la
membrana de 0,3 um de tamaio de poro durante el proceso de
MFTAV. Los datos estan representados de acuerdo a la ecuacidn

(7)-

A partir de estos resultados, establecemos que el modelo de bloqueo estindar de

filtracion supone una aproximacion buena para explicar la disminucion del flujo del
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permeado observada durante la MFTAV a partir de caldos de fermentacion de
estreptococos. Adaptaciones similares a este modelo en procesos de MF utilizando caldos

de fermentacion han sido encontradas por Blanpain y colaboradores (1993).

La permeabilidad de las membranas de MF, caracterizadas como membranas
simétricas de porosidad elevada, estd determinada fundamentalmente por un numero
reducido de poros grandes (Persson y col., 1993b). El bloqueo de estos poros debido a la
deposicion de materiales en sus paredes producira alteraciones en la capacidad de filtracion
de la membrana. Dado el tamafio de poro de las membranas de MF (0,1-10 um), es dificil
que los mondmeros individuales de proteina sean la causa de tal efecto, a diferencia de lo
que ocurre en membranas de UF (Kawakatsu y col, 1993) cuyos poros son
significativamente mas pequefios (0,5 nm-0,1 pm) y la porosidad de las membranas
bastante mas baja. Sin embargo, los agregados de proteinas, de mayor tamafio que los
monodmeros individuales, presentes en la solucién podrian estar bloqueando algunos de los
poros grandes importantes para el flujo de liquido a través de la membrana. Asi pues, junto
al depdsito acumulativo de proteinas en los poros, la presencia de agregados de proteinas

puede contribuir a la pérdida de flujo durante los procesos de MF.

3.3. Evaluacion del rendimiento del proceso de MFTAV.

La utilizacion de caldos de fermentacion, provistos de proteinas con actividad
enzimatica, para estudiar la MFTAV permite hacer un balance promedio del proceso no

solo a nivel de proteina sino también a nivel de actividad.

Los resultados obtenidos para la recuperacion de actividad SK y proteina a lo largo
del proceso de MFTAYV aparecen en la tabla 7. En el permeado la actividad SK se mantiene
alrededor de 1,7 veces mas baja que la presente en el caldo de fermentacion original,
mientras que en el retenido la actividad SK se va concentrando a medida que transcurre el

proceso. Cuando el volumen de partida se ha concentrado 8 veces (FCV = 8,0), la actividad

76



Resultados y Discusion

SK en el retenido es 2,81 + 0,45 veces mads alta que la actividad SK en el caldo de
fermentacion. Tales hechos han sido corroborados analizando la actividad especifica de la
enzima (USK'mg"') en las muestras de permeado y retenido durante el transcurso del

proceso (figura 24).

Tabla 7. Recuperacion de actividad SK y proteina durante el proceso de MFTAV a partir

de caldos de fermentacion de estreptococos.

Volumen Actividad SK Proteina

Fcv ml SK-ml! % mg-ml’ %
Caldo de
Jermentacion 1,00 4.800 1.154 £ 375 100 103 £ 1,8 100
Permeado 250 698 =355 3,28+082 9,016 4,58+0,35
Retenido hoo 4.550 1,154+ 375 94,79 0,01 104+ 1,6 96,29+ 6,16
Permeado 1.000 660 + 109 12,24 +2,02 98+14 19,28 0,94
Retenido 130 3.800 1.135 £ 402 7747241 - 10515 80,01 +3,51
Permeado 2.000 556+ 17 21,10+ 6,26 99+17 3870+ 1,17
Retenido b7 2.800 1.193 £32] 60,84 + 3,55 10617 60,15+223
Permeado 3.000 55617 35,36+4,14 96+12 5874 +338
Retenido 270 1.800 1.269 =213 41,34 £826 . 11,3+ 18 4123+ 125
Permeado 4.000 660 = 109 43,98 + 15,06 97+14 78,93 + 4,40
Retenido o0 800 2.788 + 454 41,37 £6,90 14,1 4,0 22,45 +£2,52
Permeado 4.200 679 + 82 53,28+7,90 97+15 84,23 £2,24
Retenido o0 600 3.152£536 35,04 + 3,99 16,0 £4,7 20,87 + 2,32
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Figura 24. Actividad especifica en el permeado (©) y en el retenido
(®) a diferentes FCV durante el proceso de MFTAV.

Los resultados estan indicando que la SK (47 kDa), aunque es mucho més pequefia
que los poros de la membrana de MF (0,3 um), esta siendo retenida por esta tltima como
si se tratase de una membrana de UF. El coeficiente de transmision de la enzima a traveés
de la membrana (S), medido como la razén entre la actividad SK en el permeado y en el
caldo de fermentacion original para un tiempo dado de filtracion (Quirk y Woodrow,
1984), tiende a un valor de 0,6 durante todo el proceso de MFTAV. Siguiendo a van Reis
y colaboradores (1991), este valor del coeficiente de transmisién supone que la retencién
de SK por la membrana de MF es significativa (S < 0,9), permaneciendo una cantidad
considerable de la enzima en el retenido. En tales condiciones y para procesos industriales
de gran escala, dichos autores recomiendan un aumento de la superficie total de filtracién
que permita un flujo del pérmeado al menos tres veces superior al observado antes de que
la retencion del producto sea significativa (S < 0,9) correspondiéndose, en nuestro caso,

con el flujo del permeado inicial.
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La tendencia a la retencion de SK, manifestada por un coeficiente de transmision
de la enzima inferior a la unidad (S = 0,6), podria atribuirse a la formacion de depositos de
materiales sobre la superficie y en el interior de los poros de la membrana (Quirk y
Woodrow, 1984; Heinemann y col., 1988; Parnham y Davis, 1995). Dichos depositos
estarian modificando la capacidad original de separacion que posee la membrana de MF

en funcién del tamafio de sus poros (Bowen y Gan, 1991).

Valores similares del coeficiente de transmision de proteinas han sido comunicados
por Parnham y Davis (1995) durante la MFTAV de lisados bacterianos con membranas de
PVDF de 0,2 um de tamafio de poro. Estos autores encontraron que la transmisién de
proteinas a través de la membrana es independiente de los parametros operacionales de
presién transmembrana y velocidad de recirculacion, mientras que disminuye con el
aumento de la concentracion de sélidos en el lisado celular. La independencia de la presion
transmembrana supone que la transmision de proteinas a través de la membrana esta
controlada, més que por la propia membrana, por la resistencia del material qﬁe se ha
depositado en la misma. Es decir, la "polarizacion de la concentracién" y el
"ensuciamiento" de la membrana son vistos como los fendmenos responsables del

control y la limitacién del paso de moléculas a través de la estructura microporosa.

Consideremos de nuevo el rendimiento de la recuperacién de actividad SK a lo
largo del proceso de MFTAYV (ver tabla 7). Los resultados reflejados en la figura 25 como
actividad residual (%) muestran que la pérdida de actividad SK es especialmente rdpida y
notable en los estados iniciales del proceso, alcanzando un valor del 18,0 + 9,0% para un
FCV de 1,7 veces. Posteriormente, las variaciones son menos acentuadas, si bien la
actividad residual aumenta para los FCV de 6 y 8 veces; al final del proceso (FCV = 8,0), .
la pérdida de actividad SK ha descendido hasta un valor del 12,77 + 5,08%, recuperandose

el 53,23 £ 7,9% en el permeado y permaneciendo el 35,04 + 3,99% en el retenido.
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Figura 25. Fraccién residual de actividad (0) y de proteina (4)
durante el proceso de MFTAV. Los datos han sido determinados

sumando las fracciones correspondientes desde el permeado y el
retenido para cada FCV.

El efecto inicial, disminucion, sobre la actividad SK de partida puede explicarse
teniendo en cuenta que al comienzo de la MFTAV, cuando la membrana de MF
experimenta los primeros contactos con el caldo de fermentacion que se esta procesando,
las proteinas interactian con la membrana (ver figura 19) depositandose y adsorbiéndose
fundamentalmente en el interior de sus poros y, como consecuencia, tiene lugar la pérdida
mayoritaria de permeabilidad del caldo de fermentacion a través de la membrana (ver
figura 20). Estos sucesos iniciales pueden evitar o, al menos, disminuir las posteriores
interacciones de las proteinas con la membrana, las cuales han sido consideradas

responsables de la desactivacion de las enzimas (Bowen y Gan, 1992).

En cuanto al balance de proteina (ver tabla 7), los resultados reflejados también en
la figura 25 como proteina residual (%), muestran que no se producen pérdidas importantes

de cantidad de proteina durante la MFTAV, aumentando ligeramente la proteina residual
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para los FCV de 6 y 8 veces. Asimismo, al final del proceso (FCV = 8,0), la cantidad de
proteina en el retenido es 1,54 + 0,18 veces mayor que en el caldo de fermentacion original,

poniéndose de manifiesto el efecto de retencion por la membrana de MF.

El exceso de la cantidad de proteina para los FCV finales del proceso de MFTAV
sugiere que se estd produciendo la rotura de células liberandose moléculas de proteina a
la solucion. Entre estas moléculas, algunas de SK que no habian sido transportadas al

medio exocelular explicarian el aumento de la actividad residual.

Resumiendo los resultados mostrados hasta el momento, podemos establecer que,
durante la MFTAV para la recuperacion de SK a partir de caldos de fermentacién de
estreptococos, las consecuencias de los fendmenos de ''polarizacion de la concentracion”
y de ""ensuciamiento" de la membrana son dobles. En primer lugar, disminuye el flujo
del permeado, lo cual se traduce en un aumento del tiempo efectivo de operacioén. En
segundo lugar, aumenta la selectividad de la membrana de MF favoreciéndose la retencion
del producto (SK), dando lugar a recuperaciones en el permeado muy bajas, indicativas de

un proceso no eficiente.

3.4. Estudio de la concentracion de proteinas por la membrana de MF.

El patrén de proteinas presente en el permeado y en el retenido a diferentes estados
del proceso de MFTAV (FCV = 1,3; 2,7; 6,0 y 8,0) en comparacion con las proteinas
presentes en el caldo de fermentacion original (FCV = 1,0), se ha seguido por electroforesis
en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) (figura 26). Las bandas mayoritarias de

proteina han sido numeradas segin orden decreciente de pesos moleculares.

En la figura 26A se presenta la separacion electroforética de las muestras de

retenido. A medida que aumenta el FCV (carriles 3, 4 y 5) aumenta la intensidad de las
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bandas sin que practicamente se aprecien especies moleculares nuevas. El aumento de la
intensidad de las bandas, que pone de manifiesto la concentracion de las proteinas en el
retenido a lo largo del proceso de MF, es general aunque diferente para todas las proteinas
presentes en el caldo de fermentacion original (carril 2). Este ultimo muestra un niimero
de bandas de proteina superior a 35, en un rango de peso molecular entre 10 y 120 kDa, de
las cuales la banda ntimero 18, una de las mayoritarias, ha sido identificada como la SK,
proteina de una sola cadena polipectidica de peso molecular 47 kDa (Taylor y Comp.,

1978; Reddy, 1988).

Paralelamente, como puede verse en la figura 26B, la intensidad de las bandas en
las muestras de permeado disminuye a medida que transcurre el proceso de MF. Para los
FCV de 6 y 8 veces (carriles S y 6 respectivamente), las bandas de peso molecular mas bajo
(<29 kDa) se detectan con mucha dificultad, probablemente debido a que tales proteinas
pequefias y péptidos hayan sido, en parte, eluidos del gel durante los procedimientos de
tincion y lavados (Marshall y Williams, 1992), reduciéndose sus cantidades a niveles no

detectables por la tincion utilizada (azul de Coomassie).

Observada la retencion diferencial de proteinas por la membrana de MF, el
siguiente objetivo de nuestro trabajo consistio en el estudio de los factores que pudieran
estar condicionando el nivel de concentracion especifico para las distintas proteinas. Se
evalud inicilamente la influencia del tamafio molecular de la proteina, mediante la
cuantificacion por densitometria de la intensidad de la banda respectiva tras la separacion
por SDS-PAGE. Posteriormente, se determiné el efecto de la carga de la proteina,
utilizando también para ello técnicas electroforéticas (isoelectroenfoque, IEF). El tamafio
molecular y la carga neta de la proteina son dos caracteristicas que pueden estar
relacionadas con la retencién por parte de la membrana. La primera, por la propia
naturaleza del proceso de MF, el cual supone la separacion de moléculas en funcion del
tamafio— aunque las proteinas exocelulares del caldo de fermentacion sean mucho mas
pequeiias que los poros de la membrana, la aproximacion de nuestros resultados al modelo

de bloqueo de los poros por deposicion de proteinas en el interior de los mismos permite,
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a priori, establecer una posible relacion entre el tamafio molecular de las proteinas y la
retencion por la membrana de MF. La segunda, por las interacciones electrostaticas que
puedan existir entre las proteinas y la superficie de la membrana impidiendo el paso libre

de las moléculas a través de la membrana.

3.4.1. Influencia del tamario molecular de la proteinas.

La figura 27 ilustra la cuantificacion densitométrica de la intensidad de las
bandas mayoritarias de proteina presentes en el retenido a diferentes FCV (1,0,2,7,6,0 y
8,0). El analisis cuantitativo implica el barrido y la determinacion del ruido de fondo de las
muestras, y la delimitacion manual de las bandas de interés. Posteriormente, mediante
soporte informatico, se integra la densidad dptica para cada banda, se sustrae el valor de
ruido de fondo y se obtiene el factor de concentracion (FC) correspondiente (Parrado y col.,
1993). La distribucion de los niveles de concentracion es completamente irregular,
apareciendo proteinas de casi similar peso molecular con valores de FC muy diferentes.
Este efecto se mantiene a lo largo de todo el proceso de MFTAV siendo realmente evidente
para los FCV altos, de 6 y 8 veces. A modo de ejemplos, podemos considerar las bandas
18 y 19 o las bandas 23 y 24 con valores de FC al final del proceso (FCV = 8,0) de 3,25
+0,84y6,08+0,1364,18+0,39y 3,55 £ 0,25 respectivamente.

Respecto a la SK (banda niumero 18), el margen de error estimado entre el factor
de concentracion medido por densitometria (FC) y el determinado segin la medida de
actividad (ver tabla 6) es del orden de + 20% para todos los FCV analizados,
probablemente debido a la diferencia de metodologia. En el mejor de los casos y
coincidiendo con el FCV de 8 veces, el valor de FC es 3,25 + 0,84 frente al valor de

concentracion de actividad SK de 2,81 + 0,45.
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Figura 27. Cuantificacion densitométrica de las bandas
mayoritarias de proteina separadas por SDS-PAGE desde el
retenido a diferentes FCV. Los resultados estdn expresados como
factor de concentracion (FC) con respecto a la intensidad de las
bandas correspondientes en el caldo de fermentacion.

Los resultados indican que la retencion de proteinas por la membrana de MF no
depende del tamafio molecular de las mismas. Por tanto, otros factores relacionados con
las proteinas y/o con la superficie de la membrana estardn controlando el paso de las

moléculas a través de los poros de la membrana.

3.4.2. Influencia de la carga neta de las proteinas.

Con el fin de conocer la contribucion de la carga neta de las proteinas sobre
el nivel de concentracion observado en el retenido a lo largo de la MFTAYV, se llevo a cabo
una posterior separacion electroforética sobre un gradiente de pH (IEF) (figura 28), a partir
de la cual se determind el punto isoeléctrico (pI) de parejas de proteinas, electroeluidas

desde bandas de diferente peso molecular pero con practicamente el mismo valor de FC,
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presentes en el retenido a un FCV de 8 veces. En la tabla 8 se resumen las bandas de
proteina elegidas para este estudio, siguiendo la misma numeracion indicada en la figura
26, y los datos de peso molecular y de FC para cada una de ellas medidos por SDS-PAGE
y densitometria respectivamente. La variacion en el valor de pl para las proteinas presentes
en el caldo de fermentacion (carril 2) y en el retenido a un FCV = 8,0 (carril 3) se incluye
dentro de un rango estrecho de pH, entre 3,5 y 6,0, el cual estd de acuerdo con el valor de

pl (5,3) obtenido para el caldo de fermentacion de estreptococos por Bautista y
colaboradores (1986).

Dicho rango de variabilidad en el valor de pl indica dos cosas: por un lado, existe
mucha proximidad en el valor de la carga neta entre las distintas proteinas presentes en el
caldo de fermentacion; por otro lado, al valor de pH en el cual estamos realizando nuestros
experimentos (pH = 7,5), todas las proteinas estaran cargadas negativamente y, como
consecuencia, todas estaran sujetas al mismo tipo de fuerza electrostética por parte de la
membrana de MF, ya sea atractiva o repulsiva. En estas condiciones, las posibilidades de
que la concentracion diferencial de proteinas por la membrana de MF dependa de la carga

neta de las proteinas, son minimas.

Segun puede observarse en la figura 28, parejas de proteinas con valores similares
de FC, como por ejemplo las bandas 11 y 13 (carriles y ), 18 y 25 (carriles y )6 19y 33
(carriles y ), presentan distinto pl dentro del rango de variabilidad. Asimismo, proteinas
con valores diferentes de FC , tales como las bandas 18 y 11 (carriles y ) 6 20 y 33
(carriles y ), presentan similar pl. Estos resultados demuestran que la concentracion
diferencial de proteinas por la membrana de MF tampoco depende directamente de la carga

neta de las proteinas.
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Tabla 8. Material proteico obtenido desde el retenido (FCV = 8,0) para

la determinacidn de puntos isoeléctricos. Las bandas de proteina han

sido elegidas a partir de geles de SDS-PAGE una vez cuantificadas por

densitometria.

Banda Peso molecular * Factor de concentracién®

n’ Da FC

11 62.312 2,88+0,36
13 55.060 2,80+0,32
15 50.180 4,28+ 0,56
20 34.699 4,20+ 0,67
18 46.535 325+0,84
25 nd. 3,60+048
19 36.841 6,08+0,13
33 nd 586+0,31
22 nd 4,94+ 043
26 nd 4,91 £ 0,66

“Peso molecular aproximado determinado por SDS-PAGE.

b ., . . ,
Factor de concentracion determinado por densitometria.

Del trabajo descrito en este apartado se establece que, ni el tamafio molecular, ni

la carga neta de las proteinas son factores claramente determinantes del modo con que la

membrana de MF retiene a las proteinas en el transcurso del proceso de MFTAV. Esto nos

ha llevado a considerar que, para unas condiciones operacionales dadas, la transmisién de

proteinas a través de la membrana de MF pueda depender no sélo de las vias de interaccion

proteina-membrana, sino también del estado molecular (grado de agregacion) en que se

encuentran las proteinas en el caldo de fermentacién, como ha sido sugerido por Bowen

y Hall (1995).
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Es importante destacar que tal como ha sido realizado este estudio electroforético,
en condiciones desnaturalizantes por la presencia de SDS o de urea, no podemos detectar
la aparicién de agregados de proteinas, de mayor tamafio que las proteinas individuales,
que estén siendo retenidos por los poros de la membrana de MF. De aqui la necesidad de
realizar otros estudios adicionales sobre la agregacion de proteinas, los cuales seran

presentados y discutidos posteriormente a lo largo de esta tesis.

3.5. Estudio de la pérdida de actividad SK.

El balance del rendimiento global del proceso de MFTAYV para la recuperacion de
SK mostraba una pérdida total de actividad SK del 12,77 + 5,08% (ver tabla 7).
Considerando la cantidad de proteina que interactia sobre la superficie de la membrana y
en la estructura interna de los poros, sélo podemos justificar del orden del 1% de la pérdida
total de actividad SK observada, como un célculo matematico simple demuestra,

permaneciendo en consecuencia la pérdida de actividad restante sin explicar.

En procesos de UF, dado que las enzimas son retenidas por la membrana sin
atravesar sus poros, las interacciones directas enzima-membrana no han representado un
objeto de atencién muy atractivo a la hora de explicar las pérdidas de actividad enzimatica
que, para mayor justificacion, suelen ser reducidas (Bautista y col., 1986; Bohdziewicz y
Bodzek, 1994; Bohdziewicz, 1995). Sin embargo, para procesos de MF, ha sido sugerido
que las interacciones con la estructura interna de los poros cuando las enzimas son
transportadas a través de la membrana puedan tener implicaciones importantes en la
efectividad del proceso de recuperacion (Bowen y Gan, 1992; Bowen y Hall, 1995).
Mediante dicroismo circular y espectroscopia inflarroja de transformada de Fourier, se han
observado cambios en la estructura secundaria y terciaria de proteinas sometidas a estrés
mecanico por agitacion o por paso a través de los poros de una membrana de MF (Franken

y col., 1990). Estos cambios parecen ser la causa de la desnaturalizacién parcial de
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proteinas (Truskey y col., 1987, Jonsson y col., 1991) la cual, a su vez, puede originar

moléculas inactivas de enzimas (Bowen y Gan, 1992).

Para determinar si la pérdida total de actividad SK es debida a la desnaturalizacion
de moléculas de SK, hemos procedido a inmunoprecipitar directamente la enzima, para una
misma cantidad de actividad (100 unidades de actividad SK, USK), desde el caldo de
fermentacion y desde el retenido y el permeado al final del proceso de MFTAV (FCV =
8,0). Estos experimentos han sido llevados a cabo con un anticuerpo policlonal frente a la
SK, anti-SK, obtenido y titulado previamente como se indica en el apartado 2.8 del
Procedimiento Experimental. La técnica de inmunoprecipitacion permite obtener una
cuantificacion razonable de las moléculas de SK sin necesidad de la purificacion de la

enzima.

En el analisis de la especificidad de anti-SK frente a las distintas proteinas
presentes en las muestras (figura 29) se observa que, tanto en el caldo fermentacion (carril
3) como en el retenido (carril 4) y en el permeado (carril 5), el anticuerpo reconoce
mayoritariamente dos bandas de proteina: una banda de unos 47 kDa (banda 18 en la figura
26) correspondiente a la SK, y otra sobre los 37 kDa (banda 19 en la figura 26) resultante
probable de la digestion de la SK por las proteasas presentes en el caldo de fermentacion,
dado que coincide con un fragmento C-terminal, parcialmente activo, generado en la

proteolisis limitada de 1a SK por quimotripsina (Parrado y col., 1996).

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de inmunoprecipitacion
aparecen en la figura 30. La cantidad de antisuero que se necesita para inmunoprecipitar
el 50% de la actividad SK desde el caldo de fermentacion y desde el permeado es similar
(2,5+ 0,1 um). Por el contrario, la cantidad de antisuero que inmunoprecipita el 50% de
la actividad SK desde el retenido es ligera pero significativamente mas alta, 8,9 + 2%, que
desde el caldo de fermentacion (2,8 + 0,1 ul frente a 2,5 + 0,1 pl, n =4; ANOVA: [F(1,7)
=6,23, P = 0,046]; test de Tukey: P < 0,05). Tales resultados sugieren que en el retenido

existe una poblacion de moléculas de SK (8,9 + 2% respecto de las moléculas de SK del
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caldo de fermentacion), total o parcialmente inactivas, que son retenidas por la membrana
de MF.

1204
100
801
601

o]

Actividad residual (%)

201

Volumen de antisuero {(ul)

Figura 30. Actividad remanente en el sobrenadante frente al
volumen de antisuero tras la inmunoprecipitacion de la actividad SK
desde el caldo de fermentacion (+), y desde el permeado (0) y el
retenido (@) al final del proceso de MFTAV. Los resultados estdn
expresados como porcentaje de actividad residual.

Un posible mecanismo para explicar la aparicion y concentracién de moléculas
inactivas de SK en el retenido seria la formacion de agregados como consecuencia de la
deformacion permanente de las moléculas de enzima inducida, esta ltima, por el estrés
mecanico de las fuerzas de cizalla presentes en el entorno de la bomba y en la superficie

de la membrana (Kim y col., 1993).

Meireles y colaboradores (1991) han sugerido que, durante la UF de soluciones de
proteinas en condiciones de temperatura y de velocidad de recirculacién elevadas, el
material depositado sobre la membrana esta relacionado con la fraccion desnaturalizada

de las proteinas asociada a mecanismos de agregacion. Observaciones al microscopio
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electronico llevadas a cabo por Hlavacek y Bouchet (1993) han mostrado que el deposito
de material formado sobre la superficie de la membrana durante la MF de seroalbumina
bovina en condiciones de estrés elevado por fuerzas de cizalla, estd formado
fundamentalmente por agregados de proteinas que son retenidos por la membrana de MF;
la resistencia hidradlica del depésito depende del numero de agregados y de sus
propiedades fisicas de compactacion. En esta linea, la formacién de agregados de proteinas
durante el proceso de MFTAV podria explicar la pérdida de actividad SK debida a la
desnaturalizacion de la enzima, y la retencion de proteinas en general y de SK en particular
por la membrana de MF dado que ni el tamafio molecular ni la carga neta de las proteinas
individuales parecen ser los factores determinantes. Estos agregados estarian contribuyendo
a los fenomenos de "polarizacion de la concentracion" y de "ensuciamiento" de la
membrana, responsables de la pérdida de permeabilidad del caldo de fermentacion a través

de la membrana de MF.

3.6. Caracterizacion de los darios inducidos en las proteinas durante el proceso
de MFTAV.

En resumen, de los resultados presentados hasta el momento se establece que,
durante la MFTAYV a partir de caldos de fermentacion de estreptococos, estan acurriendo
tres sucesos importantes para el proceso de separacion y recuperacion de SK. En primer
lugar, el flujo del permeado disminuye continuamente con el tiempo de filtracion,
aumentando, a su vez, la presion en el sistema. Este descenso en el flujo de filtracién ha
sido explicado en términos del bloqueo de los poros de la membrana de MF por
deposicion y adsorcion de proteinas, tanto en la superficie inmediatamente por encima de
ellos como en sus paredes internas. En segundo lugar, a pesar de que las proteinas del caldo
de fermentacioén son mucho mas pequefias que los poros de membrana de MF, se observa
una retencion diferencial de proteinas a lo largo del proceso, la cual no depende ni del
tamafio molecular ni de la carga neta de las proteinas. Por dltimo, la actividad SK

experimenta pérdidas durante el proceso que han podido ser atribuidas a la
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desnaturalizacion de la enzima. Esta desnaturalizacién origina moléculas de SK total o
parcialmente inactivas que son retenidas por la membrana de MF. Estos resultados podrian
ser explicados considerando posibles dafios o alteraciones conformacionales en las
proteinas sometidas al estrés de las condiciones hidrodinamicas del proceso de MF, como
ha sido sugerido por Jonsson y colaboradores (1991). La desnaturalizacion, que en el caso
de las enzimas puede suponer importantes pérdidas por desactivaciéon (Bowen y Gan,
1992), resultaria en el aumento de la tendencia a la adsorcion y a la formacion de agregados

(Persson y Gekas, 1994).

Asi pues, a continuacion estudiamos:

- La agregacion de proteinas durante el proceso de MFTAYV a partir de caldos de
fermentacion de estreptococos.

- Los cambios conformacionales en la SK tras el proceso de MFTAV que permitan

justificar la inactivacion de la enzima.

3.6.1. Agregacion de proteinas.

En la figura 31 se presentan los resultados obtenidos al analizar por
cromatografia de exclusion molecular muestras de caldo de fermentacion (A) y muestras,
paraun FCV = 8,0, de permeado (B) y retenido (C), en condiciones de una misma cantidad
de proteina (2 mg en columna). El caldo de fermentacion original muestra una distribucion
muy amplia de tamafios moleculares, apareciendo desde picos cuyos maximos de absorcién
se corresponden con pesos moleculares mayores de 300 kDa (por encima del limite
superior de discriminaciéon de la columna) hasta picos correspondientes a pesos
moleculares menores de 1 kDa (por debajo del limite inferior de discriminacion de la
columna), que denotan la complejidad de la mezcla de proteinas. Después de que el
volumen de partida se ha concentrado 8 veces (FCV = 8,0) a lo largo del proceso de
MFTAYV, tanto en el permeado como en el retenido, se mantienen todos los picos sin que
se aprecie la aparicion de picos nuevos. Sin embargo, y sobre todo en el retenido, las
intensidades (concentraciones) de los picos varian de manera diferente, apoyando los

resultados obtenidos a partir de las separaciones electroforéticas (ver figura 26).
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Figura 31. Andlisis por cromatografia de exclusion molecular (FPLC),
en columna Superose 12 (300-1 kDa), del caldo de fermentacion (A),
y del permeado (B) y retenido (C) al final del proceso de MFTAV.
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Para cuantificar los niveles de concentracion, los cromatogramas han sido divididos
en cinco partes, (a)-(e), en funcién de las variaciones, por aumento o por disminucion,
observadas en grupos de picos consecutivos facilitindose asi el procesamiento de los datos,
los cuales han sido expresados como 4rea (unidades de Absorbancia en un volumen de
elucién dado, UA ml) total ocupada por la curva que delimita cada parte del cromatograma
(tabla 9). Entre el caldo de fermentacion y el permeado, los niveles de concentracion de las
diferentes partes ((a)-(e)) no varian significativamente. Por el contrario, el retenido
respecto del caldo de fermentacion muestra un aumento significativo en la concentracién
de las partes (a) (3,72 £ 0,84 veces), (c) (1,42 + 0,05 veces) y (e) (1,46 £ 0,22 veces) junto
a la disminucion significativa de las partes (b) (1,40 + 0,02 veces) y (d) (1,47 + 0,03 veces).
A su vez, en el retenido, la fracciéon aumentada de la parte (a) (12,95 + 1,13%), la cual
incluye los picos correspondientes a los pesos moleculares mayores, entre >> 300 y 230
kDa, coincide con la fraccién disminuida de la parte (b) (13,56 + 1,41%), es decir con la
disminucion de los picos correspondientes a los pesos moleculares entre 12.000 y 1.100
Da. En los tres tipos de muestras la actividad SK se localiza y distribuye a lo largo de las
fracciones de elucion pertenecientes al pico que se corresponde con 230 kDa, siendo

mayoritaria en la fraccion mas elejada del maximo de absorcion.

Tabla 9. Niveles de concentracion de las distintas partes en que han sido divididos los
cromatogramas de exclusion molecular en columna Superose 12. Los valores han sido

determinados cuantificando el drea total ocupada por la curva que delimita cada parte

del cromatograma.
Caldo de fermentacion Permeado (FCV =8,0) Retenido (FCV = 8,0)
Parte UAml % UA-mi % UAml %

(a) 0,10 £0,03 4,51+1,09 0,09 0,0 4,28 + 0,64 0,36+ 0,01 17,95 + 0,55
b 094004 4657120 102+00! 30,75 £0.88 0,67+001  3363+029
(c) 0.23 0,01 11,28£029 023001 11.52=0,01 0,32+0,0! 16,29 = 0,45
(d) 060002 2991074 055001 27.31 0,09 041001  20,66+003

(e) 0,16 0,03 7,58 £ 0,96 0,12+0,01 6.15+0,13 0,23 0,01 11,47 £0,20
UA unidades de Absorbancia.

+Diferencias no significativas con respecto aal caldo de fermentacion (p > 0,03).
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Figura 32. Andlisis por cromatografia de exclusion molecular (FPLC),
en columna Superose 6 (5.000-5 kDa), del caldo de fermentacion (A),
y del permeado (B) y retenido (C) al final del proceso de MFTAV.
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Con el propésito de resolver mejor los picos iniciales de mayor tamafio que estan
- fuera del rango de discriminacién de la columna (300-1 kDa), las muestras fueron
cromatografiadas utilizando una columna de rango superior (5.000-5 kDa), sin observarse

mejorias en los resultados (ver figura 32).

La Absorbancia a 280 nm de una proteina depende de la cantidad de residuos
aromaticos que posea; ademas, el coeficiente de extincion varia ampliamente entre las
proteinas (Whitaker y Granum, 1980). Todo ello significa que la medida del area incluida
por la curva de absorcién dificulta la comparacion cuantitativa entre partes distintas de los
cromatogramas. Por esta razon, procedimos a cuantificar los residuos de aminodacidos en
las fracciones de elucion pertenecientes a las partes (a) y (b) del caldo de fermentacion y
del retenido donde hemos detectado las diferencias (tabla 10). Este analisis muestra que,
en el retenido respecto del caldo de fermentacion, los picos mayores correspondientes a
pesos moleculares entre >> 300 y 230 kDa, es decir la parte (a), presentan un exceso de
2171,7 + 424,26 nmoles totales de aminoacidos que pueden ser justificados con la pérdida
de 3229,7 + 1580,38 nmoles totales de aminoacidos de los picos correspondientes a pesos

moleculares entre 12.000 y 1.100 Da, o sea de la parte (b).
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Tabla 10. Composicion aminoacidica de diferentes fracciones de elucion pertenecientes

al caldo de fermentacion y al retenido (FCV = 8,0).

Caldo de fermentacion Retenido

Aminodcido Parte (a) Parte (b) Parte (a) Parte (b)
Aspartico 1926+ 13,6 1.1582+116,9 4322+ 385 1.042,8+74,1
Glutamico 351,2+599 2.704,3 £ 404,3 702,7 £ 50,0 2.7258+ 35,9
Serina 239,1+21,5 1.000,5+31,0 412,1£6,5 907,4+ 30,1
Histidina 5,96 + 8,4 369,2 68,9 16,8+6,3 307,2+ 36,6
Glicina 1907 £ 14,9 7.074,5+372,3 4654+ 1,2 6.013,6 + 1054
Treonina 1139+112 1.131,7 + 43,8 3255+35 9774+ 12,0
Arginina 580+105 260,1 £13,3 1976+ 71 203,711
Alanina 1357+ 14,6 944,9 + 256,4 4549+ 13,5 992,4+ 83,4
Valina 1408+ 6,3 1.1954+920 3758+32,3 1.0382+ 184
Metionina 27,4+ 186 188,2 + 143,1 11,1 £157 1432+ 7,7
Isoleucina 1403 £6,3 7778+ 732 3192+ 28,6 723,9+88
Leucina 1252+ 94 1.171,9+ 1259 352,0+£296 1.075,5+317
Fenilalanina 3,0+43 356,8+114,9 1,926 1709+ 15,5
Lisina 1091110 1,030,0+214,3 321,1+208 947,3 £ 56,6
Total 1.850,5+191,6 19418+1573,6 4.027,9+624,0 16160+ 387

Los resultados estdn expresados en nanomoles de aminodcidos.

Los resultados estan indicando que una fraccion considerable de las proteinas del
caldo de fermentacion original esta presente en el retenido, al final del proceso de METAV
(FCV = 8,0), como especies moleculares mas grandes, probablemente agregados de
proteinas, que no pasan a través de la membrana de MF. El analisis de las mismas
fracciones anteriores por SDS-PAGE (figura 3.19) muestra, asimismo, que el fendmeno
de agregacion afecta, aunque de manera diferente, a todas las proteinas del caldo de
fermentacion original entre aproximadamente 12.000 y 1.100 Da de peso molecular, dado

que todas estan formando parte de moléculas de mayor tamafio, tamaifio incluso superior

a 300 kDa.
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Al examinar por Light Scattering las muestras de retenido a diferentes valores de
FCV (figura 34), se observa como a medida que transcurre el proceso de MFTAV aumenta
en el retenido la concentracion de moléculas de mayor tamafio, como consecuencia de la
agregacion de proteinas. El mecanismo de agregacion es especialmente evidente entre los
FCV de 1,3 y 6 veces, coincidiendo con la pérdida lenta y continua de permeabilidad del
caldo de fermentacion a través de la membrana de MF una vez que el flujo del permeado
ha experimentado la caida rapida inicial (ver figura 3.5). Estos resultados sugieren que la
resistencia de la membrana, debida a los fendmenos de "polarizacion de la concentracion”
y de "ensuciamiento" de la membrana, se vuelve progresivamente mas severa cuanto mas
proteina desnaturalizada (agregada) estd presente en la solucién y que la fraccién
desnaturalizada de las proteinas puede estar contribuyendo al descenso continuo del flujo
del permeado observado a lo largo del proceso de MFTAV, como ha sido demostrado por

Meireles y colaboradores para procesos de UF.
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Figura 34. Andlisis por Light Scattering del retenido a lo largo del
proceso de MFTAV. Los resultados estdn expresados como unidades
arbitrarias de dispersicn de luz en funcion del FCV.
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Hasta el momento se han descrito algunos trabajos que analizan el fenémeno de
agregacion de proteinas en los procesos de membrana, MF y UF. Chandavarkar (1990) ha
establecido que los agregados de proteinas, generados durante la recirculacion de la
solucion de proteinas a través de la bomba peristaltica, son la causa dominante de la
pérdida de permeabilidad durante procesos de MFTAV; observé una correlacion fuerte
entre la agregacion de proteinas y el nimero de pasos de 1a solucion a través de la bomba.
El efecto de la temperatura, la velocidad de recirculacion y la presion transmembrana sobre
la desnaturalizacién de seroalbumina bovina en procesos de UF ha sido examinado por
Meireles y colaboradores (1991); encontraron que la velocidad de desnaturalizacion de la
proteina aumenta con la temperatura, la velocidad de recirculacién y el tiempo de
filtracién. Kim y colaboradores (1993) han sugerido que la agregacioén de proteinas en
procesos de UF puede ocurrir como resultado de la supersaturacion rapida de la superficie
de la membrana por moléculas de proteinas; las fuerzas de cizalla actuando sobre la
superficie de la membrana probablemente estdn desnaturalizando las proteinas,
promoviendo las colisiones entre moléculas. El efecto de las fuerzas de cizalla actuando
sobre la superficie y el interior de los poros de la membrana ha sido examinado por
Hlavacek y Bouchet (1993) para la MF de soluciones de seroalbumina bovina; observando,
por técnicas de microscopia, un depdsito superficial formado por agregados de proteinas,
responsable del "ensuciamiento" de la membrana. Recientemente, Bowen y Hall (1995)
han estudiado los mecanismos responsables de la disminucién del flujo del permeado
durante la recuperacion de alcohol deshidrogenasa por procesos de MF; deduciendo que
la permeabilidad y la transmision de la enzima depende del estado de agregacion de las
moléculas, el cual controla las vias de interaccion proteina-membrana. La influencia de los
agregados de proteinas sobre los parametros de flujo del permeado, transmision de
proteinas a través de las membranas y desactivacion de enzimas por desnaturalizacion nos
permite, por tanto, justificar los sucesos observados al respecto durante el proceso de

MFTAV a partir de caldos de fermentacion de estreptococos.
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3.6.2. Andlisis conformacional de la SK.

Dado que la pérdida total de actividad SK observada en el proceso de
MFTAY no es muy elevada (12,77 + 5,08%), la deteccion a nivel molecular de los posibles
cambios conformacionales que puedan explicar la desactivacion de la enzima requiere del
uso de técnicas altamente sensibles. Entre tales técnicas, la Calorimetria Diferencial de

Barrido y el Dicroismo Circular han sido las mas asequibles a nuestro grupo de trabajo.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) permite estudiar la estabilidad
estructural de las proteinas (Sanchez-Ruiz y col., 1988; Paredi y col., 1995), posibilitando
el reconocimiento de los dominios individuales que experimentan desnaturalizacion y el
calculo de las funciones termodinamicas del desplegamiento de las moléculas (Privalov,
1979). La figura 35 muestra el registro original para la desnaturalizacion térmica de la SK
purificada, segun se especifica en el apartado 2.10 del Procedimiento Experimental, desde
el caldo de fermentacion (A) y desde el retenido al final del proceso de MFTAV (FCV =
8,0) (B); en la misma figura aparece el segundo barrido realizado con las muestras para

chequear la reversibilidad del proceso.

99



Resultados y Discusion

1204
1104
1004
904
801

704

60
1201

1104

Capacidad calorifica aparente

&0 T T T T T T T T T T T T 1
295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 36

Temperatura (°K)

Figura 35. Registro calorimétrico original para la SK procedente del
caldo de fermentacion (A) y del retenido al final del proceso de
MFTAV (B). Primer barrido (—), segundo barrido (--).

Los datos calorimétricos han sido corregidos respecto al registro obtenido
inicamente con el tampén de trabajo (linea base instrumental) y respecto a la capacidad
calorifica intrinseca del macrosistema en el intervalo de la transicién (linea base quimica).
La capacidad calorifica intrinseca es la responsable de que en los termogramas de DSC
exista una diferencia entre la capacidad calorifica del estado desnaturalizado y la del estado
nativo (ACp). Esta linea base quimica, en nuestro caso, ha sido determinada mediante una
sigmoide que evoluciona de un nivel a otro proporcionalmente al area desarrollada por la

transicion (Takahashi y Sturtevant, 1981).
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Los termogramas corregidos, es decir, la capacidad calorifica en exceso (Cp®™*)

frente al intervalo de temperatura, aparecen en la figura 36 para la SK procedente del caldo
de fermentacion (A) y del retenido (B). En ambos casos se observan dos transiciones claras

y una tercera que surge como un hombro a partir del segundo pico de transicion.
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Figura 36. Capacidad calorifica en exceso para la SK procedente del
caldo de fermentacion (A) y del retenido al final del proceso de
MFTAV (B), frente al intervalo de temperatura. Los datos han sido
determinados corrigiendo los termogramas originales con respecto a
la linea base quimica de acuerdo con Takahashi y Sturtevant (1981).
Desnaturalizacion total (—); desnaturalizaciones parciales (—).

Los resultados sugieren que la desnaturalizacion térmica de la SK ocurre como un
proceso reversible a través de la segregacion de regiones dentro de la molécula. Este tipo
de desplegamiento térmico es consistente con la existencia en la molécula de SK de al
menos tres dominios de diferente estabilidad capaces de estar presentes en un estado

estructural independiente de otras regiones de la proteina (Teuten y col., 1993). Por otro
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lado, los estudios de fragmentacion parcial llevados a cabo por Parrado y colaboradores
(1996) han demostrado la organizacion en tres dominios, estructuralmente independientes
aunque funcionalmente cooperativos, de la molécula de SK, conforme al modelo
esquematizado en la figura 37. En dicho modelo, el fragmento de 36 kDa (SK36), el cual
coincide con la banda de aproximadamente 37 kDa reconocida por anti-SK tanto en el
caldo de fermentacion, como en el permeado y en el retenido (ver figura 29), estaria
constituido por los dominios C-terminal y central conteniendo una porcién del dominio N-
terminal, constitucion ésta que le permite mantener del orden del 1% de la actividad SK

nativa.

‘ SK36 N
. SK27 N
. SK26
SK7§ SK16-17 SK11
B 414
1 64 146 147 287 293 380

Figura 37. Modelo esquemdtico propuesto por Parrado y
colaboradores para la organizacion en dominios de la SK. Las
especificaciones del tipo SK7 representan los fragmentos que dichos
autores han obtenido por proteolisis limitada de la enzima con
quimotripsina, y los nimeros indican los residuos aminoacidicos
para los diferentes dominios y/o polipéctidos.

La tabla 11 contiene las entalpias de desnaturalizacion especificas (AH) y las
temperaturas en el valor maximo de capacidad calorifica (T,,,,) para las tres transiciones

de las dos muestras analizadas. Una disminucion muy ligera en los valores de T ,,, para la
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proteina procedente del retenido ocurre para los tres picos de transicién, junto a la
disminucién mas pronunciada de los valores de AH que supone un descenso en la entalpia

de desnaturalizacion total para la SK presente en el retenido.

Tabla 11. Pardametros de la desnaturalizacion térmica de la SK

presente en el caldo de fermentacion y en el retenido al final del

proceso de MFTAYV.
Pardmetro

termodindmico SK* SKb
Tpa (1) 3188 3131
Topax (2) 3336 3313
T, (3) 342,9 340,9
AH (1) 425 384
AH (2) 309 - 292
AH (3) 246 240

“Enzima procedente del caldo de fermentacion.
b . .
Enzima procedente del retenido (FCV = 8,0).
Los numeros entre paréntesis se corresponden con las diferentes

transiciones.

Variaciones tan pequefias en los valores de T, para las distintas transiciones, entre
la SK procedente del caldo de fermentacién y la SK procedente del retenido, pueden
deberse a que, a lo largo del proceso de MFTAV, la SK no haya experimentado cambios
importantes en la estructura terciaria que denoten una desestabilizacién grande, si bien tal
comportamiento no era de esperar de una proteina sin enlaces disulfuros en su estructura

(Radek y Castellino, 1989).

La entalpia de la desnaturalizacion térmica de una proteina es el resultado de las

contribuciones endotérmicas y exotérmicas. Las primeras son debidas a la rotura de enlaces
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de hidrégeno y las segundas a los procesos de agregacion y a la rotura de interacciones
hidrofébicas de la proteina (Myers, 1990). Dado que el mecanismo de agregacion inducido
térmicamente ha sido considerado un modelo de desnaturalizacion de proteinas irreversible
(Privalov, 1982), el descenso en la entalpia de desnaturalizacion para la SK obtenida desde
el retenido (FCV = 8,0) puede estar relacionado con la contribucién exotérmica debida a
la rotura de interacciones hidrofobicas internas de la molécula, o con un descenso de la
contribucion endotérmica debida a la rotura de enlaces de hidrégeno, asi como con la

simultaneidad de los dos sucesos.

Las caracteristicas de estructura secundaria para la SK purificada desde ambas
fuentes (caldo de fermentacion y retenido) han sido determinadas a partir de experimentos
de Dicroismo Circular (CD) (tabla 12). La SK procedente del caldo de fermentacién
original muestra un contenido en los distintos tipos de estructura secundaria similar al
obtenido recientemente por Parrado y colaboradores (1996). Tras el proceso de MFTAV,
la SK en el retenido posee un contenido en estructuras ﬁgeramente inferior al original
en beneficio del porcentaje de regiones no estructuradas, correlacionando con las pequefias

variaciones observadas en los parametros termodinamicos (ver tabla 11).

Tabla 12. Porcentajes de las distintas estructuras secundarias para la
SK procedente del caldo de fermentacion y del retenido (FCV = 8,0).
Los valores han sido calculados desde espectros de DC usando el

algoritmo propuesto por Yang y colaboradores (1986).

Hélice ¢  Hoja plegada Giro 8 Sin estructura

% % % %
N 323 339 0,4 334
sk 323 29,7 0.2 37.8

“Enzima procedente del caldo de fermentacion.

bEnzima procedente del retenido (FCV = 8,0).
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Las estructuras  de las proteinas quedan estabilizadas por enlaces de hidrogeno
entre grupos NH y CO de residuos distantes pertenecientes al mismo o diferentes
filamentos polipeptidicos, y por fuerzas de van der Waals entre cadenas laterales
hidrofobicas (Richardson y col., 1992). El cambio hacia un mayor contenido de zonas no
estructuradas en la molécula de proteina conlleva, por tanto, la reduccion del numero de
enlaces susceptibles de contribuir positivamente a la entalpia de desnaturalizacién. Esto
explica la disminucion en el valor de AH observada para las transiciones de la SK presente

en el retenido después del proceso de MFTAV.

La deformacion estructural inducida en la SK puede suponer la desactivacion total
o parcial de la enzima, asi como el aumento de la flexibilidad e inestabilidad de la
molécula haciendo mas asequibles entornos moleculares, tales como regiones hidrofobicas,
que favorecen los mecanismos de agregacion de proteinas (Persson y Gekas, 1994). Estos
supuestos permiten justificar la pérdida de actividad SK durante la MFTAV a partir de
caldos de fermentacion de estreptococos y la retencion de moléculas inactivas, agregadas,

de la enzima por la membrana de MF.

3.7. Evaluacion de la influencia de aditivos sobre el proceso de MFTAV.

Determinados aditivos como la urea y algunas sales pueden afectar la estructura y
estabilidad de las proteinas en soluciones acuosas aumentando o disminuyendo la tendencia
a la agregacion (McGregor, 1986; Vainerman y col., 1989). Para estudiar el efecto de la
urea y del cloruro de sodio (NaCl) sobre la agregacion de proteinas observada en el proceso
de MFTAV, el caldo de fermentacion fue tratado con estos aditivos en un rango de
concentracion entre 0,5 y 4 M, y posteriormente procesado en el médulo de MF en las
condiciones normales de trabajo. Tales aditivos fueron seleccionados por la facil
disponibilidad comercial y econémica (bajo costo) que representan. En todos los casos se

determino el balance global del proceso de MFTAYV para la recuperacion de actividad SK.
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3.7.1. Tratamientos con urea.

Aunque no se conoce exactamente como la urea afecta a las proteinas, al
parecer modifica el contenido de puentes de hidrogeno que estabilizan sus estructuras con
la consiguiente desnaturalizacion (Ahmad y Bigelow, 1982). En la tabla 13 se presentan
los resultados obtenidos para la evaluacién preliminar de la susceptibilidad de la actividad
SK al efecto desnaturalizante de la urea en el rango de concentracion estudiado. Entre 0,5
y 2 M, la urea no interfiere en la actividad SK; a concentraciones superiores, la pérdida de
actividad SK empieza a ser apreciable, alcanzandose un valor del 42,56 + 9,53% para una
concentracion 4 M de urea. Tras 12 horas de dialisis a 4°C, la pérdida de actividad se
intensifica a pesar de que la desnaturalizacién de proteinas inducida en presencia de urea

es considerada un proceso reversible (Pace y col., 19..).

Tabla 13. Efecto de la urea a diferentes concentraciones sobre la
actividad SK. La actividad también se ensayo después de dializar las

muestras a 4°C durante 12 horas.

Concentracion
de urea Actividad SK

M USK mt! USK %

0° 2318+330 2.318+330 100

05" 238187 238187 103,76+11,13
1 2482+2 2482+2 10820+ 1549
2 2374+71  2374+71 10327+11,63
3? 2097+583 2.097+583 89,60+ 12,37
4 1331112 1331112  57,44+9,53
0° 4544200 1021208  49,29+7,47
0,5° 709+ 160  1.632+533  7143+10,58
I 567239 13894647 62,80+ 26,03
2 653+ 141  1.612£284  72,18+6,03
3 732+ 177  1.747+398 77,60+ 5388
£ 400115 1.000£120 43,13 % 12,65

u . . .
Muestras sin dializar.
Muestras dializadas.
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La influencia negativa de la di4lisis sobre la actividad SK puede deberse a la propia
inestabilidad de la enzima aun en condiciones de baja temperatura (Brockway y Castellino,
1974), como pone de manifiesto la pérdida de actividad SK generalizada en todas las

muestras (0-4 M de urea) después de la dialisis.

El balance del proceso de MFTAYV para la recuperacion de SK (tabla 14) muestra
que, a medida que aumenta la concentracién de urea en el caldo de fermentacion de partida,
disminuye la pérdida de actividad SK durante la MF, al mismo tiempo que aumenta la
concentracion de la actividad en el retenido. A partir de una concentracion 2 M de urea, la
recuperacion parcial de actividad SK es superior al 100%, permaneciendo, para dicho valor
de concentraciodn, el 57,74 + 12,76% de la actividad en el retenido. Considerando las
pérdidas iniciales de actividad SK en el caldo de fermentacion debidas a la presencia de
urea, el mejor rendimiento se obtiene a una concentracién 2 M de urea para la cual se

recupera practicamente el 100% (95,03 + 13,80%) de la actividad enzimatica original.

Los resultados demuestran que el tratamiento del caldo de fermentacion con urea
entre 1 y 2 M minimiza las pérdidas globales de actividad SK durante el proceso de
MFTAV, aunque no permite la recuperacion eficiente de la actividad enzimatica en el

permeado favoreciendo, incluso, su retencién por la membrana de MF.

Tabla 14. Recuperacion de actividad SK a partir de caldos de fermentacién de estreptococos por MFTAV en presencia de diferentes

concentraciones de urea.

Caldo de Permeado Retenido Recuperacion
Urea Sfermentacion (FCV=28,0) (FCV=2_8,0) Parcial Total
M USK -mt! USK -ml’ % USK mt’ % % %
0 2.195 + 220 1164120 4639+548 6468310 3683+14,13 83,22+ 981 83,22+ 9,81
05 2.250+£95 1289210 5012x10,09 6468+223 3883+1072 8895+1041 8895+1023
1 2254115 1315224 5106992 7.190+315 3987+1397 9093+1195 9337+1100
2 2082+ 133 1010258 42461241 9616266 57,74+1276 10020+1259 9503+1132
3 1.866 =211 890 = 200 41,74 +9,59  9329+532 62,50+2552 104,24+1756 88,60+1380
4 1.195+96 570+ 95 41,74+796 6436410 6733+343 109,07 = 9,68 61,49 £ 9,86
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Con el fin de conocer la relacion de estos hechos con la agregacion de proteinas,
muestras del caldo de fermentacion y del retenido al final del proceso de MFTAV (FCV
= 8,0) en presencia de las diferentes concentraciones de urea fueron analizadas por
cromatografia de exclusion molecular. En las figuras 38, 39 y 40 aparecen, a titulo de
ejemplos, los resultados obtenidos para las concentraciones 1, 2 y 3 M de urea
respectivamente. La similitud entre los cromatogramas pertenecientes al caldo de
fermentacion (A) y al retenido (B), y los obtenidos para las muestras en ausencia de urea
(ver figura 31) es casi completa excepto en la parte inicial de mayor tamafio molecular,
parte (a), donde el pico correspondiente a > 300 kDa practicamente desaparece

intensificandose el pico correspondiente a 230 kDa.

La magnitud de la agregacion, tomando como referencia el drea relativa (%) de la
parte (a) respecto del area total del cromatograma, es afectada de forma apreciable por la
concentracion de urea (tabla 15). En el caldo de fermentacion, las concentraciones 0,5 y
1 M de urea disminuyen la agregacion de proteinas de parfida un 3,36 £ 0,58% y un 3,92
+ 0,13% respectivamente quedando la fraccién de mayor tamafio (parte (a)) bastante
reducida; a concentraciones mayores la influencia de la urea resulta ser minima. Por otro
lado, las concentraciones crecientes de urea parecen favorecer la agregacion de proteinas
en el proceso de MFTAV, dado el incremento progresivo de la parte (a) en las muestras de
retenido; respecto al proceso llevado a cabo en ausencia de urea, las concentraciones de 0,5
y 1 M de urea disminuyen la agregacion de proteinas un 10,63 + 0,56% y un 9,93 + 0,13%
respectivamente, mientras que las concentraciones de 2 y 3 M la aumentan un 8,81 +
0,06% y un 15,51 £ 0,34% respectivamente. Para los dos primeros casos, los niveles de
agregacion alcanzados en el retenido tras el proceso de MFTAV son inferiores a los
registrados en ausencia de urea y para los dos ultimos, en cambio, son considerablemente

mayores.
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Figura 39. Andlisis por cromatografia de exclusion molecular (FPLC) del
caldo de fermentacion (A) y del retenido tras el proceso de MFTAV (B), en
presencia de urea 2 M. Las separaciones han sido llevadas a cabo en columna
Superose 12 (300-1 kDa).
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Tabla 15. Efecto de la urea a diferentes concentraciones sobre la agregacion de proteinas

en el proceso de MFTAYV. Los valores han sido determinados cuantificando el drea

ocupada por la parte (a) de los cromatogramas obtenidos por exclusion molecular.

Concentracion Retenido
de urea Caldo de fermentacion (FCV=8,0)

M UA -mi % UA -mi %

0 0,096 +0,028 451109 03580005 17,950,355
0,5 0,023 +0,019 L15+£094 0148+0,023 7,32 1,11
I 0,012+0,005 059+023 0162+0,014 802 0,68
2 0,105 +0,022 521110 0541+0,012 2676+0,6]
3 0104+0,019 515+094 0676+0,020 33,46+ 0,89

UA unidades de Absorbancia.

La disminucién de la agregacion de proteinas en el caldo de fermentacién tratado
con concentraciones bajas de urea (0,5-1 M), puede ser atribuida al efecto desnaturalizante
de este agente (Cleland y col., 1993), dependiente de la concentracioén (Pace y col., 19..),
sobre una fraccion minoritaria de proteinas de alto peso molecular que se encuentran en el
caldo de fermentacién original presumiblemente en estado agregado (Kiethaber y col,
1991). A concentraciones mayores de urea (2-3 M), la extension de la desnaturalizacion
puede haber desplegado las suficientes moléculas de proteinas para favorecer las

interacciones intermoleculares que posibilitan de nuevo la agregacion.

Asimismo, la agregacion de proteinas favorecida durante el proceso de MFTAV a
medida que aumenta la cantidad de urea en el caldo de fermentacién de partida puede
entenderse como un bloqueo progresivamente mayor de los poros de la membrana de MF
por particulas finas en suspension (Tanaka y col., 1993), como consecuencia de la adiciéon
de urea a concentraciones crecientes; es decir, por una incidencia progresivamente mayor
de los fenomenos de "polarizacién de la concentracion" y de "ensuciamiento” de la
membrana. Esta posibilidad es consistente con el aumento de la retencion del producto

(SK) por la membrana de MF al aumentar la concentracién de urea en el caldo de
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fermentacion de partida (ver tabla 13), asi como, con las pérdidas mayores de
permeabilidad observadas durante los procesos. EL aumento de la resistencia de la
membrana por el bloqueo de los poros, superficial y/o interno, estaria induciendo un mayor
estrés sobre las proteinas y sobre las células de estreptococos debido a las fuerzas de
cizalla. Este efecto podria potenciar la tendencia a la agregacion de las proteinas (Kim y
col., 1993), y la rotura de las células (Shimizu y col., 1994) con la consiguiente liberacion
de moléculas de SK, que no habian sido transportadas al medio exocelular, lo cual
permitiria explicar la recuperacion parcial de actividad SK superior al 100% al final del

proceso de MFTAV en presencia de las concentraciones > 2 M de urea.

Por otro lado, dado que el tratamiento del caldo de fermentacion con urea 1 M
reduce considerablemente la agregacion de proteinas durante la MFTAV, permitiendo, no
obstante, restituir sélo parte de la pérdida total de actividad SK observada durante el
proceso, sin mejorar de manera apreciable la recuperacion de la actividad enzimdtica en
el permeado, los agregados grandes de proteinas no deben ser los tinicos causantes de la
"polarizacién de la concentracion" y del "ensuciamiento" de la membrana, fendmenos
responsables de la retencion y desactivacion de la SK segun habiamos sugerido. Mas
claramente: otros elementos presentes en el caldo de fermentacion, tales como agregados
de proteinas de menor tamaiio, proteinas individuales y componentes intracelulares y del

medio, estaran formando parte del material depositado en la membrana.

A partir de los resultados se deduce que la utilizacién de urea como aditivo en el
proceso de MFTAV para la recuperacion de SK a partir de caldos de fementacién de
estreptococos, presenta ventajas respecto a la ausencia del aditivo, si consideramos que en
concentraciones entre 1 y 2 M permite optimizar los rendimientos globales de recuperacion
de la actividad enzimatica, ya sea protegiendo a las proteinas de la agregacion (1 M) y
como consecuencia disminuyendo los fendmenos de "polarizacién de la concentracién” y
de "ensuciamiento" de la membrana, o bien solubilizando mas actividad SK al medio (1
y 2 M); sin embargo, su aplicacion en el sistema no implica la recuperacion eficiente de la

actividad SK en el permeado.
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3.7.2. Tratamientos con cloruro de sodio (NaCl).

EL aumento de la fuerza idnica puede conducir a la disociaciéon de
agregados en mezclas complejas de proteinas (McGregor, 1986). Este efecto ha sido
interpretado en términos de cambios del potencial e (potencial dieléctrico) en el entorno
inmediato de las moléculas de proteinas (Petenate y Glatz, 1989); el aumento en el valor
del potencial € por la adicion de NaCl resulta en una disminucién de la agregacion y

precipitacion de las proteinas debido al aumento de la repulsién intermolecular.

Otro factor que puede estar contribuyendo al comportamiento de las proteinas en
presencia de sales es el resultante de las uniones especificas e inespecificas entre los iones
cargados y los grupos polares de las proteinas (Shih y col., 1992); el aumento de la carga
neta de las proteinas debido a la unién de los iones aumenta la repulsion electrostatica entre
las moléculas, evitando la agregacion de proteinas y aumentando la solubilidad. En este
ltimo caso, las uniones sal-proteina han sido relacionadas con la desnaturalizacion de las
proteinas (Arakawa y Timasheff, 1982); el aumento de la energia de Gibbs de una proteina,
consecuencia del aumento de su carga neta por la unién de iones, resulta en una fuerza

repulsiva intramolecular que causa la inestabilidad conformacional de la proteina.

La influencia del NaCl sobre la estabilidad de la SK y sobre la agregacion de
proteinas en el proceso de MFTAV ha sido evaluada siguiendo el mismo esquema
experimental descrito anteriormente para la urea. Se realizaron ensayos con las
concentraciones crecientes de NaCl (0,5-4 M) para determinar inicialmente el efecto de la
sal en la actividad SK del caldo de fermentacion (tabla 16). A medida que se incrementa
la concentracién de NaCl en el caldo de fermentaciéon disminuye la actividad SK,
originandose pérdidas muy altas incluso para la concentracion de 0,5 M de NaCl (24,48 +
14,03%). La dialisis restituye parte de las pérdidas de actividad SK pero los rendimientos
siguen siendo muy bajos. Por esta razon el NaCl no parece ser, a priori, un buen candidato
como aditivo en el proceso de MFTAV para la recuperacion de actividad SK a partir de

caldos de fermentacién de estreptococos.
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Tabla 16. Efecto del NaCl a diferentes concentraciones sobre la
actividad SK. La actividad también se ensayé después de dializar las

muestras a 4°C durante 12 horas.

Concentracion
de NaCl Actividad SK

M USK mt! USK %
0° 23184330 2.318+330 100

0,5° 1.711+302  7.711£302 7552+ 14,03
° 1005+59  1.005+59  4398+880
2’ 571118  571+118 2451+ 1,59
3° 334+ 56 334+ 56 7,51+ 10,06
£ 72+ 58 72 + 58 291+218
o° 454£200  1.021£208 49,29+ 747

0,5° 720213 1.632+355  73,01+9,55
I 537+354 1228956 50,21 % 34,52
2 3125186  764+562 31,04+ 19,63
3 3074224  839:690 49,86+ 4588
£ 177£93  533£250  2227+7,70

[24 . . .
Muestras sin dializar.

bMuestras dializadas.

No obtante, hemos seguido el balance global del proceso de MFTAYV en presencia
de las distintas concentraciones de NaCl, obviando la concentracion 4 M para la cual la
inestabilidad de la SK resulta ser excesivamente patente. Los resultados obtenidos para la
recuperacion de actividad SK se presentan en la tabla 17. Teniendo en cuenta los efectos
inherentes al propio proceso de MFTAV, a lo largo del mismo se observa un
comportamiento muy similar al descrito para la urea: la recuperacion de actividad SK
aumenta al aumentar la cantidad de NaCl en el caldo de fermentacion de partida. Para una
concentracion 2 M de NaCl se alcanza un maximo en la recuperacion parcial de actividad,

marcadamente superior al 100% (150,91 =+ 24,71%), que disminuye para la concentracion
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superior, 3 M. En estos ultimos casos, la actividad SK se concentra mayoritariamente en
el retenido. El balance global del proceso de MFTAV supone, para todas las
concentraciones de NaCl ensayadas, pérdidas totales de actividad SK superiores a las
obtenidas en ausencia del aditivo representando hasta el 41,95 + 13,14% para la

concentracion 3 M de NaCl.

Tabla 17. Recuperacién de actividad SK a partir de caldos de fermentacion de estreptococos por MFTAV en presencia de diferentes

concentraciones de NaCl.

Caldo de Permeado Retenido Recuperacion
NaCl  fermentacion (FCV=8,0) (FCV=8,0) Parcial Total
M USK-mt! USK -mt’ % USK mt’ % % %
0 2,195 £ 220 1164 +120 4639+548  6468+310 36831413 83,22+9,81 83,22+ 981

0.5 1.777 £210 967 =210 47641183 6299310 4432+1746 91,96+ 14,65 74,43+ 12,35

1 1476 125 762 = 148 45,18+10,04 6819195 57731321 102,91+ 11,63 69,22 = 10,84
2 1.075 £ 232 585+320  4763+2980 8.883+x211 103,28+19,61 15091+2471 7391+1738
3 942+ 2]0 373+ 211 34,68 +22,35 7.580+95 100,59+ 10,10 135271623 5805+1314

El analisis por cromatografia de exclusion molecular de las muestras de caldo de
fermentacion (A) y de retenido al final del proceso de MFTAV (FCV = 8,0) (B) en
presencia de las concentraciones 1, 2 y 3 M de NaCl, aparece en las figuras 41, 42 y 43,
respectivamente. La agregacion de proteinas, segun la cuantificacion del 4rea relativa (%)
de la parte (a) respecto del 4rea total del cromatograma (tabla 18), no presenta cambios
importantes en el caldo de fermentacién cuando se trata con NaCl, mientras que, en el
retenido tras el proceso de MFTAV, a medida que aumenta la concentracién de NaCl de
partida, se incrementa la intensidad (concentracion) de los picos de mayor tamafio
molecular (parte (a)) alcanzandose, en todos los casos, niveles superiores a los alcanzados

en ausencia de NaCl.
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Tabla 18. Efecto del NaCl a diferentes concentraciones sobre la agregacion de proteinas
en el proceso de MFTAV. Los valores han sido determinados cuantificando el drea

ocupada por la parte (a) de los cromatogramas obtenidos por exclusion molecular.

Concentracion Retenido
de NaCl Caldo de fermentacion (FCV=38,0)

M UA -mi % UA -mi %
0 0,096 + 0,028  451+1,09 0358+0005 17,95+0,55

0,5 0,098+0,019  487+093 0391+0014 1935+0,54
) 00970017 478+083 04480006 22,15+0,32
2 0,087+0,019 431+096 05460011 27,02+0,55
3 0,087 0,018 432+087 05760009 2853+ 043

UA unidades de Absorbancia.

Los resultados sugieren que la presencia de NaCl en el caldo de fermentacion de
estreptococos favorece la agregacion de proteinas durante el proceso de MFTAV,
originando paralelamente rendimientos muy desventajosos para la recuperacion de

actividad SK.

La pérdida de actividad SK por la adicion de NaCl puede provenir de un efecto
desestabilizante de la sal sobre la estructura de la enzima. Normalmente, este tipo de efecto
en las proteinas conlleva mecanismos electrostaticos y mecanismos caotrdpicos (von
Hippel y col., 1973; Shih y col., 1992). Los primeros, dependientes del signo y la magnitud
de la carga iénica, resultan en interacciones electrostaticas sal-proteina que pueden
desestabilizar la conformacion de las proteinas al aumentar la repulsion intramolecular. Por
el contrario, el efecto caotropico, dependiente de la naturaleza de los iones, estd
relacionado con la desorganizacién de la estructura del agua que tiende a disminuir la
hidratacién de los grupos no polares de las proteinas desfavoreciéndose, de esta forma, las

interacciones hidrofébicas que estabilizan a las proteinas.
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La mayor incidencia de los fenomenos de "polarizacion de la concentracion” y de
"ensuciamiento” de la membrana en presencia de NaCl podria ser, al igual que indicabamos
para el caso de la urea, el factor responsable del aumento de la agregacion de proteinas
durante el proceso de MFTAV. EL bloqueo de los poros de la membrana de MF,
superficial y/o interno, favorecido por la adicion de la sal, puede incrementar el efecto de
las fuerzas de cizalla sobre las proteinas, aumentando la tendencia a la agregacion; y sobre
las células de estreptococos, causando la rotura de las mismas. Esto ultimo permitiria
solubilizar moléculas de SK al medio que explicarian las recuperaciones parciales
superiores al 100% en el proceso de MFTAYV a partir del caldo de fermentacion tratado con

NaCl a concentraciones > 1 M,

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos establecer que ni la urea ni el
NaCl, utilizados como aditivos en el proceso de MFTAV a partir de caldos de
fermentacion de estreptococos, resultan eficientes, sino por el contrario més bien
desventajosos, en el tratamiento de los problemas de colmatacion y ensuciamiento que
estan limitando el funcionamiento de la membrana de MF en cuanto a su capacidad de
transmitir proteinas, y que repercuten en la recuperacion del producto SK. En relacién a
la urea, utilizada en concentraciones entre 1 y 2 M, permite recuperar el maximo de
actividad SK, pero tal recuperacion sigue implicando, entre otras posibilidades, la
centrifugacion del retenido. No ocurre lo mismo con el NaCl, cuya utilizacién supone

pérdidas de actividad SK muy considerables.

El analisis presentado supone la necesidad de chequear otros aditivos que mejoren
la estabilidad y la solubilidad de las proteinas durante la MFTAV, sin que contribuyan
excesivamente a la colmatacién y al ensuciamiento de la membrana de MF. Una
posibilidad es el uso de surfactantes, como por ejemplo polietilenglicol (PEG) (< 1% w/v),
que reducen la tension superficial de la solucidén disminuyendo la energia de Gibbs del

sistema y con ello las interacciones proteina-proteina, al mismo tiempo que se unen a las
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superficies hidrofébicas de las proteinas, las cuales son sitios potenciales de

desnaturalizacion (Cleland y col., 1993).

Otra opcion seria abordar el problema desde la base de los fenémenos de
"polarizaciéon de la concentracion" y de "ensuciamiento" de la membrana, que estan
determinando la efectividad del proceso de separacion a través de la membrana de MF y
la estabilidad del producto a récuperar (SK). En este sentido, Rodgers y Miller (1993) han
demostrado la efectividad de los pulsos de presion para reducir el bloqueo de los poros de
la membrana en procesos de filtracién tangencial de soluciones de proteinas. Este
procedimiento supone la aplicacion periddica de una presion positiva en la linea del
permeado del médulo de membrana. El resultado es una presion transmembrana negativa
que opera en periodos muy cortos del proceso de filtracion removiendo el material
acumulado en los poros sin causar dafios en la membrana. Por otro lado, Mercille y
colaboradores (1994) han conseguido reducir sustancialmente el ensuciamiento de
membranas de MF, utilizadas para cosechar células de mamiferos por procesos de
MFTAV, suplementando los cultivos celulares con desoxirribonucleasa I (ADNasa I). Esta
enzima digiere los fragmentos de 4cido desoxirribonucleico (ADN) procedentes de la
rotura de células y que pueden estar contribuyendo al bloqueo de los poros de las

membranas (Esclade y col., 1991).
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Los procesos de membrana, microfiltracion (MF) y ultrafiltracién (UF), en la modalidad
tangencial representan una alternativa a considerar para la recuperacion de enzimas
exocelulares obtenidas via fermentativa, dado que proporcionan rendimientos
comparativamente ventajosos frente a los procedimientos convencionales de centrifugacion

y precipitacion, sobre todo con miras a sus aplicaciones industriales.

A pesar de suponer una metodologia viable, tales procesos no dejan de presentar
limitaciones, consecuencias de la colmatacion superficial y el ensuciamiento interno de las

membranas.

Las limitaciones referidas, en el caso concreto de la microfiltracion tangencial a alta
velocidad (MFTAV) para la clarificacion de caldos de fermentacion de estreptococos y la
recuperacion de estreptoquinasa (SK), radican en la disminucion de la productividad del
proceso (actividad SK recuperada por tiempo de filtracién), debido a la caida del flujo del
permeado durante el mismo; la necesidad de incorporar un paso adicional, como por
ejemplo la centrifugacion, para recuperar la totalidad del producto (SK) desde el retenido,
dada la recuperacion ineficiente en el permeado; y la obtencion de rendimientos globales
de recuperacion inferiores al 100%, ya que se producen pérdidas de actividad SK por dafios

moleculares a lo largo del proceso.

La pérdida de permeabilidad del caldo de fermentacion a través de la membrana de
MF parece confirmarse mayormente como un mecanismo de bloqueo de los poros de la
membrana que disminuye el espacio libre de los mismos para el paso de la solucién. En
este bloqueo deben estar contribuyendo tanto las proteinas, depositandose y/o
adsorbiéndose sobre todo en las paredes internas de los poros, como los componentes del
medio de cultivo junto a las células enteras y los elememtos intracelulares procedentes de

la rotura de estas ultimas, bloqueando la entrada y el interior de los poros.
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A lo largo del proceso de MFTALV, las proteinas son retenidas de manera diferente
por la membrana de MF. En particular para la SK, tal retencion conlleva la concentracion

significativa de la actividad en el retenido, lo que impide su recuperacion eficiente en el

permeado.

La retencion de proteinas por la membrana no parece obedecer exclusivamente al
tamafio y a la carga neta de las proteinas individuales, segin se ha demostrado mediante
estudios electroforéticos; apuntando, mas bien, hacia la implicacion de otros mecanismos

mds complejos tales como la formacion de agregados.

El balance de recuperacion de SK para el proceso de MFTAV supone una pérdida
de actividad medible (alrededor del 13%), debida basicamente a la desnaturalizacion de la
enzima por el estrés de las fuerzas de cizalla presentes en la superficie de la membrana y/o
en el entorno de la bomba, 1a cual origina moléculas de SK total o parcialmente inactivas,
como se puede concluir de experimentos de inmunoprecipitacion y analisis estruéturales,

ambos en relacion a la SK.

La desnaturalizacion en general de las proteinas puede ser el factor desencadenante
de la agregacion de proteinas que esta teniendo lugar en el lado externo de la membrana
durante el proceso de MFTAV, segin se ha corroborado desde medidas de Light

Scattering.

Los agregados de proteinas formados no pasan a través de la membrana de MF,
como se ha demostrado mediante andlisis cromatograficos y experimentos de
inmunoprecipitacién especificos para la SK, pudiendo contribuir a la colmatacién de la
superficie de la membrana y al bloqueo de los poros de la misma, y, por tanto, a la

concentracion del producto (SK) en el retenido.

Con el proposito de solucionar o, al menos, mejorar las limitaciones asociadas a la

MFTAYV para la recuperacion de actividad SK a partir de caldos de fermentacién de
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estreptococos, el proceso se llevo a cabo en presencia de urea y cloruro de sodio (NaCl),
dos agentes conocidamente relacionados con la estabilidad y la solubilidad de las proteinas.
La urea ejerce un efecto favorable sobre el balance global de recuperacion de SK a
concentraciones entre 1 y 2 M, mientras que el NaCl resulta claramente desfavorable al

respecto.

Dichos aditivos no plantean soluciones adecuadas en relacion a los problemas de
colmatacion y ensuciamiento de la membrana que estan limitando el proceso de MFTAV,

y que se traducen en perjuicio de los tiempos y costos de operacion.
En resumen, la especial susceptibilidad de las proteinas y las enzimas a las

condiciones estresantes desencadenadas por el proceso de MFTAV pueden poner en juego

la efectividad del mismo, en especial, considerado a niveles industriales.
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