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Utilizacion de dos soportes para la
inmovilizacion de la papaina

Use of two supports for inmobilizing papain
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RESUMEN

Con la intencién de preparar suplementos dietéticos de bajo coste, se inmovilizé papaina en carbén activado (CA) y
en alimina, utilizando suero como fuente de proteinas hidrolizadas. Para determinar el indice de inmovilizacion se
cuantificaron las enzimas no adsorbidas mediante el método de Lowry. Se analizo el efecto del tiempo de contacto
y la temperatura, considerandose 30 min. a 25 °C como la condicion éptima para inmovilizar la papaina en ambos
soportes. El CA presenté unos indices de inmovilizacion muy superiores (entre 95% y 99%) a los de la AL (entre
4% y 13%). Para evaluar la capacidad de reutilizacion de la papaina se midi6 la actividad residual de la enzima
después de haber sido utilizada hasta 20 veces. Para determinar la actividad de la enzima se cuantificé el indice de
exposicion de la fenilalanina mediante espectrofotometria de derivada segunda. En este caso, la AL presenté mejores
resultados que el CA, ya que la actividad de la papaina seguia siendo la misma después de haber sido utilizada 15
y 5 veces, respectivamente.

PALABRAS CLAVE: Carbén activado. Alimina. Tiempo de contacto. Estabilidad operativa. Inmovilizacién de papaina.
Temperatura.

ABSTRACT

Papain was immobilized on activated carbon (AC) and on alumina (AL), with the aim of preparing low cost dietary
supplements, using whey as hydrolysed protein source. The quantification of the non-adsorbed enzyme, using Lowry’s
method was used to determine the immobilization rate. The effect of the contact time and the temperature was tested,
and 30 min at 25°C was considered the best condition for immobilizing papain in both supports. AC showed much
higher immobilization rates (from 95% to 99%) than AL (from 4% to 13%). The reusability of papain was evaluated by
measuring the residual activity of the enzyme after it has been used for up to 20 times. The quantification of exposure
rate of phenylalanine by second derivative spectrophotometry was used to determine the enzyme activity. In this case, AL
showed better results than AC, since the activity of papain remained unchanged after 15 and 5 times, respectively.
KEYWORDS: Activated carbon. Alumina. Contact time. Operational stability. Papain immobilization. Temperature.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha prestado con-
siderable atencién a la preparacion de enzimas
inmovilizadas, y se han desarrollado diversos
soportes y técnicas de inmovilizacién. En este
sentido, se han explorado numerosos enfoques
para la preparacién de enzimas inmovilizadas,
debido a que presentan diversas ventajas so-
bre las enzimas en solucién no digerible'. Por
tanto, la inmovilizacién facilita la recuperacion
y reutilizacién de las enzimas®. De hecho, en
produccion a gran escala, el proceso seria mas
econdmico si se pudiera reutilizar la enzima, por
ejemplo, mediante inmovilizacién®*. Ademas,
estos sistemas pueden incrementar la estabilidad
de las enzimas en tratamientos térmicos y niveles
extremos de pH®.

Asimismo, una elevada concentracién e incluso
distribucion de la enzima, mejorando su estabilidad
operativa, ya ha sido mencionada por Moreno y
Sinisterra (1994)% como aspecto positivo de la
inmovilizacién de enzimas en soportes solidos,
especialmente en usos industriales y clinicos.
Segin Kiling er al. (2002)7, la inmovilizacién
aporta estabilidad a las proteinas, al restringir el
movimiento de la molécula de proteina ligandola
a un cuerpo inerte mediante enlaces quimicos. De
esta forma, los diversos dominios se mantienen en
la orientacion correcta para conservar la actividad
al menos durante un largo periodo de tiempo, en
comparacién con las enzimas en solucién libre.

La inmovilizacion de las enzimas se ha efec-
tuado mediante atrapamiento, interaccién idnica,
formacion compleja con metal, enlace covalente,
encapsulacion y adsorcién en superficies hidro-
fobicas o hidrofilicas®. Entre estos métodos, la
adsorcién ha sido considerado el mas simple
y econémico’. Ademads, la inmovilizacién de
enzimas mediante adsorcién tiene la ventaja de
ofrecer mayores posibilidades de aplicacion y
perturbar relativamente poco la funcién y estruc-
tura naturales de la enzima, lo que contribuye a
mantener su actividad'.

Para evaluar la cantidad de enzima adsorbida
se han utilizado diversas técnicas''. Algunas de
ellas se basan en la medicién de la reduccién de
la concentracién proteica en la solucién una vez
que la superficie s6lida entra en contacto con la
solucién. Con esta finalidad, algunos autores*'*!31
utilizaron el método de Lowry' y otros®*!®!7 el
método de Bradford'®.
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INTRODUCTION

Considerable attention in the last few decades
has been focused on the preparation of immo-
bilized enzymes, and a variety of supports and
techniques for immobilization has been deve-
loped. In this way, numerous approaches have
been explored for the preparation of immobilized
enzymes because they have several advantages
over enzymes in bulk solution '. Thus, the im-
mobilization leads to ease of recoverability and
reusability of the enzymes®. In fact, for large
scale production, the process would be more
economical if the enzyme could be reused, for
example, by inmobilization’*. Moreover, these
systems may increase the stability of enzymes
to thermal treatments and extremes of pH.

Moreover, high concentration and even distri-
bution of the enzyme, enhancing its operational
stability have been mentioned by Moreno and
Sinisterra (1994)° as positive aspects of immobi-
lization of enzymes on solid support, especially
for industrial and clinical utilization. According
to Kiling er al. (2002), immobilization imparts
stability to proteins by restricting the movement
of the protein molecule by attachment to an inert
body via chemical bonds. The various domains
are therefore held in the correct orientation to
retain activity at least over and extended period
of time when compared with enzymes in free
solution.

Immobilization of enzymes has been carried
out by entrapment, ionic interaction, complex
formation with metal, covalent attachment, en-
capsulation and adsorption to hydrophobic or
hydrophilic surfaces®. Among these methods,
adsorption has been considered as a simple and
economical method’. Moreover, enzyme immo-
bilization by adsorption has the benefit of wide
applicability and may provide relatively small
perturbation of the enzyme native structure and
function, which contributes to the maintenance
of the enzyme activity'.

Various techniques have been used to evaluate
the amount of the adsorbed enzyme''. Some of
them are based on the measurement of the decrea-
se in protein concentration in the solution after
the solid surface have come in contact with the
solution. For this purpose, some authors®!>!*!14
used the Lowry method'® and others®#'®!” the
Bradford one'®.
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Otras técnicas emplean la medicién directa de
las proteinas adsorbidas en la superficie, utilizando
métodos mas sofisticados tales como el andlisis
inmunosorbente ligado a enzimas, el radiomar-
cado, el microbalance de cristales de cuarzo, la
elipsometria, la fluorescencia de reflexion interna
total y la reflexién de neutrones''.

La papaina es una cisteina endopeptidasa,
de la Carica papaya, estable a 4 °C, pero cuya
actividad disminuye aproximadamente un 20%
a los 6 meses. El pH sugerido para su uso va-
ria entre 6.0 y 7.0". Esta enzima presenta una
amplia actividad proteolitica hacia proteinas,
péptidos de cadena corta, enlaces amida y éste-
res de aminodcido, y se utiliza ampliamente en
alimentacion y medicina®.

La necesidad de inmovilizar la papaina se debe
a su gran potencial industrial, por ejemplo como
agente de estabilizacion por frio en la fabricacion
de cerveza y para el ablandamiento de carnes'.
Ademds, la papaina inmovilizada se ha utilizado
en la sintesis enzimatica de péptidos™.

Nuestro interés en la inmovilizacién de la
papaina estd asociado a sus posibilidades de
reutilizacién en el proceso de hidrolizacion de
proteinas para elaborar suplementos dietéticos
ricos en oligopéptidos con diversas aplicaciones
clinicas. La accién de esta enzima en solucién
no digerible ya ha sido analizada en nuestro
laboratorio, y ha demostrado su eficacia en la
preparacion de hidrolizados de proteinas con
elevado contenido en oligopéptidos?!*2.

Aunque se han analizado diversos soportes
para la inmovilizacién de la papaina'?72*3 no
se ha encontrado ningtin trabajo en la literatura
relativo al uso con este fin de carbdon activado
o alimina. En este articulo, publicamos los re-
sultados de la inmovilizacién de la papaina en
estos dos soportes, con la finalidad de preparar
suplementos dietéticos de bajo coste, utilizando
suero como fuente de proteinas hidrolizadas.

MATERIAL Y METODOS

L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptéfano, pa-
paina (P3375), alimina (tipo A-5) y carbén
activado (20-60 mesh) se adquirieron a Sigma
(St. Louis, MO, EE. UU.). El suero (en polvo)
fue amablemente proporcionado por una empresa
de alimentacion (Minas Gerais, Brasil).

Other techniques employ the direct measure-
ment of proteins adsorbed on the surface, using
more sophisticated methods such as enzyme-linked
immunosorbent, radiolabeling, quartz crystal mi-
crobalance, ellipsometry, total internal reflection
fluorescence and neutron reflection''.

Papain is a cysteine endopeptidase, from Carica
papaya, stable at 4°C but its acivity decreases
about 20% in 6 months. The pH suggested for its
use varies from 6.0 to 7.0". This enzyme shows
extensive proteolytic activity towards proteins,
short-chain peptides, amino acid ester and amide
links, and is applied extensively in the fields of
food and medicine®.

The need for the immobilization of papain has
been due to its great industrial potential, such
as chill proofing agent in beer fabrication and
tenderization of meat'. Also, immobilized papain
has been employed in the enzymatic syntheses
of peptides®.

Our interest in immobilizing papain is associa-
ted to its reusability in the process of hydrolysing
proteins to produce dietary supplements rich in
oligopeptides with various clinical applications.
The action of this enzyme in a bulk solution has
already been tested in our laboratory and showed
to be efficient in preparing protein hydrolysates
with high oligopeptide content®'.

Although several supports have been tested for
immobilizing papain'?72*» no work was found
in the literature concerning the use of activated
carbon or alumina for this purpose. In this paper,
we report the immobilization of papain on these
two supports, aiming the preparation of low cost
dietary supplements, using whey as hydrolysed
protein source.

MATERIAL AND METHODS

L-pheylalanine, L-tyrosine, L-tryptophan, pa-
pain (P3375), alumina (A-5 type) and activated
carbon (20-60 mesh) were purchased from Sig-
ma (St. Louis, MO, USA). The whey (powder)
was kindly furnished by a food industry (Minas
Gerais, Brazil).

Immobilization of papain

Papain was immobilized by adsorption on two
supports: activated carbon (AC) and alumin (AL).

Ars Pharm 2006; 47 (4): 425-435.
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Inmovilizacion de la papaina

La papaina se inmovilizé mediante adsorcién
en dos soportes: carbén activado (CA) y alimina
(AL). En un vaso de precipitados se colocaron
10 mL de solucién enzimdtica al 0,1% (p/v) en
tampon fosfato 0,1 mol.L!, pH 7.5 y 10 g de
soporte. Tras 30 min., 60 min. y 90 min. de
contacto a 25 °C y 12 h a 5 °C, se centrifugd
la mezcla a 11.000 x g durante 20 min., a 25
°C (centrifugo Jouan, modelo BR41i, Francia). Se
prepararon muestras en blanco utilizando tnica-
mente el tampén fosfato 0,1 mol. L}, pH 7.5.

Determinacion del indice de inmovilizacion

Los complejos enzima:sustrato se filtraron
con papel cuantitativo en vacio y los residuos se
lavaron 3 veces con 50 mL de agua destilada.
Los filtrados y las aguas residuales se recupe-
raron para la determinacion del contenido de
proteina no absorbida mediante el método de
Lowry'¢?* utilizando como estdndar albimina
de suero bovino. El mismo método se utilizd
para la cuantificacién de proteinas en la solu-
cion enzimatica al 0,1%. La cantidad de enzima
inmovilizada se obtuvo de la diferencia entre el
contenido proteico de la soluciéon enzimadtica y
el detectado para la suma de los filtrados y las
aguas residuales. El indice de inmovilizacion se
calcul6 mediante la ecuacién siguiente:

amount of immaobilized enzyme

% of immobilized enzyme = x 100

amount of added enzyme

Determinacion de la estabilidad operativa de la
papaina inmovilizada

Para evaluar la capacidad de reutilizacién de
la papaina se midi6 la actividad residual de la
enzima después de haber sido utilizada hasta
20 veces. Para medir la actividad enzimatica se
cuantificé la fenilalanina (Phe) expuesta por la
hidrélisis enzimdtica de las proteinas del suero.
Como se ha descrito anteriormente por nuestro
grupo®, esto corresponde al indice de exposi-
cién (IE) de la Phe (véase a continuacién), que
se puede medir mediante espectrofotometria de
derivada segunda (SDS).

En primer lugar, se inmoviliz6 la papaina de la
manera descrita anteriormente, en las condiciones
que obtuvieron el indice de inmovilizacién mayor.
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A volume of 10mL of the 0.1% (w/v) enzymatic
solution in phosphate buffer 0.1 mol.L"!, pH 7.5
and 10g of the support were placed in a beaker.
After 30 min, 60 min and 90 min of contact at
25°C as well as 12 h at 5°C, the mixture was
centrifuged at 11.000 x g for 20 min, at 25°C
(Centrifuge Jouan, BR4i model, France). Blanks
were prepared using only the phosphate buffer
0.1 mol.L"', pH 7.5.

Determination of the immobilization rate

The enzyme:substrate complexes were filtered
through quantitative paper under vacuum and the
residues were washed three times with 50mL
of distilled water. The filtrates and the waste
waters were collected for the determination of
the unabsorbed protein content, by the Lowry
method '°?*, using bovine serum albumin as
standard. The same method was used for the
protein quantification in the 0.1% enzymatic so-
lution. The amount of immobilized enzyme was
obtained by the difference between the protein
content of the enzymatic solution and that one
found for the sum of the filtrates and waste
waters. The immobilization rate was calculated
by the equation bellow:

amount of immobilized enzyme

% of immobilized enzyme = =100

amount of added enzyme

Determination of the operational stability of
immobilized papain

The reusability of papain was evaluated by
measuring the residual activity of the enzyme
after it has been used for up to 20 times. The
quantification of phenylalanine (Phe) exposed
by the enzymatic hydrolysis of whey proteins
was used for measuring the enzyme activity. As
described before by our group?, this corresponds
to the exposure rate (ER) of Phe (see bellow),
which may be measured by second derivative
spectrophotometry (SDS).

First, papain was immobilized, as described
above, using the condition that produced the
highest immobilization rate. Then, appropriate
volumes of a 10% (w/v) whey solution were
added to the enzyme:substrate complex in or-
der to obtain an enzyme:substrate ratio (E:S) of
1%. The mixture was stirred for 1h, at 25°C,
in a velocity sufficient to keep the complex in
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A continuacion, se afiadieron los volimenes co-
rrespondientes de una solucién de suero al 10%
(p/v) al complejo enzima:sustrato para obtener
una proporciéon enzima:sustrato (E:S) del 1%.
La mezcla se agité durante 1 h a 25 °C, a una
velocidad suficiente para mantener el complejo
en suspension. Seguidamente, se centrifugd a
11.000 x g durante 20 min., a 25 °C, y se filtro
con papel cuantitativo en vacio. Los residuos se
lavaron tres veces con 5,0 mL de agua destilada y
se sometieron a hidrélisis sucesivas, obteniéndose
seis hidrolizados correspondientes a la primera,
segunda, quinta, 10%, 15* y 20" utilizacién de la
enzima inmovilizada. A continuacion, se liofili-
zaron los hidrolizados (Labconco, modelo 77500,
Kansas City, MI, EE. UU.) y se sometieron al
SDS, como se describe a continuacion.

Determinacion del indice de exposicion de la
fenilalanina

El indice de exposicién de la fenilalanina
se midié mediante SDS, de la manera descrita
anteriormente por nuestro grupo'>%, Brevemente,
se midid la absorbancia de las muestras entre
250 y 280 nm. Se obtuvieron los espectros de
la derivada segunda (espectrofotometro CECIL,
modelo CE2041, Buck Scientific, Inglaterra) y
se utilizé el drea del tercer pico negativo para
calcular la cantidad de Phe de las muestras,
empleando una curva estindar. Para obtener el
espectro de la derivada segunda se utilizd el
software GRAMS-UV (Galactic Industries Cor-
poration, Salem, NH, EE. UU.).

Para la curva estdndar, se prepararon soluciones
de almacenamiento de Phe (6,05 x 10* mol/L),
Tyr (5,52 x 10* mol/L) y Trp (4,90 x 10* mol/L)
en tamp6n fosfato 0,01 mol/L, pH 6.0. Seguida-
mente, se mezclaron 10 mL de cada solucién y
se efectuaron diluciones sucesivas de esta mezcla
para obtener las concentraciones de Phe en un
rango de 0,13 a 1,01 x 10* mol/L. Los espectros
de estas soluciones diluidas se registraron entre
250 y 280 nm y se utilizé el area del tercer pico
negativo de Phe para obtener la curva estdndar
en funcién de su concentracion.

suspension. Then, it was centrifuged at 11.000
x g for 20 min, at 25°C, and filtered through
quantitative paper under vacuum. The residues
were washed three times with 5.0mL of distilled
water and submitted to successive hydrolysis gi-
ving rise to six hydrolysates corresponding to the
first, second, fifth, 10%, 15" and 20" utilizations
of the immobilized enzyme. The hydrolysates
were, then, freeze-dryed (Labconco, 77500 mo-
del, Kansas City, MI, USA) and submitted to
the SDS, as described bellow.

Determination of exposure rate of phenylala-
nine

The exposure rate of phenylalanine was
measured by SDS, as described before by our
group'3%¢. Briefly, the absorbance of the sam-
ples was measured from 250 to 280 nm. Second
derivative spectra were drawn (CECIL spectro-
photometer, CE2041 model, Buck Scientific,
England) and the area of the third negative peak
was used to calculate the amount of Phe in the
samples, employing a standard curve. A software
GRAMS-UV (Galactic Industries Corporation,
Salem, NH, EUA) was used to draw the second
derivative spectra.

For the standard curve, stock solutions of
Phe (6.05 x 10* mol/L), Tyr (5.52 x 10* mol/L)
and Trp (4.90 x 10* mol/L) were prepared in
in 0.01 mol/L phosphate buffer, pH 6.0. Then,
10 mL of each solution were mixed and suc-
cessive dilutions of this mixture were made to
have Phe concentrations in a range from 0.13
to 1.01 x 10* mol/L. Spectra of these diluted
solutions were recorded from 250 to 280 nm and
the area of the third negative peak of Phe was
used to draw the standard curve in function of
its concentration.

Statistical Analysis

All experiments were carried out in triplicate.
Differences between means of areas of negative
peaks were evaluated by analysis of variance
(ANOVA) and Duncan test?’. Differences were
considered to be significant at p<0.05 throughout
this study.
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Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Las diferencias entre las medias de
las dreas de pico negativo se evaluaron mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) y el anilisis
de Duncan?’. En este estudio, las diferencias se
consideraron significativas con p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Indice de inmovilizacion de la papaina

Los datos de la Tabla 1 muestran que los
mayores indices de inmovilizacién se obtuvieron
con tiempo de 30 y 60 min. a 25 °C, asi como
con 12 h a5 °C, para los dos soportes utilizados.
Por tanto, se eligié la condiciéon de 30 min. a
25 °C para evaluar la eficacia de la hidrdlisis,
ya que es la mds ventajosa desde el punto de
vista econémico.

RESULTS AND DISCUSSION
Immobilization rate of papain

The data in Table 1 show that the highest im-
mobilization rates were obtained at times of 30
min and 60 min at 25°C, as well as 12h at 5°C,
for both supports used. Thus, the condition of
30 min, at 25°C, was chosen for evaluating the
hydrolysis efficiency since it is the most advanta-
geous from the economical point of view.

TABLA 1. indice de inmovilizacién de la papaina en carbén activado y alimina.
TABLE 1. Immobilization rate of papain on activated carbon and alumina.

Soportes de inmovilizacion
Immobilization supports

Parametros de inmovilizacién

Carbén activado
Activated Carbon

Aldmina
Alumina

Immobilization parameters

Indice de inmovilizacién® (%)
Immobilization rate® (%)

Indice de inmovilizacién® (%)
Immobilization rate® (%)

30 min. /25 °C 974x08 *! 132x10 *?
60 min. /25 °C 986x03 *! 100x27 *2
90 min. /25 °C 954x038 ®! 039x 1.7 >

12h/5°C 97.5x0.7 *! 127x10 2

ab Cada valor representa la media de la determinacién

triple.

Las distintas letras en superindice indican diferencias significativas estadisticamente (p<0,05) con distintos
tiempos de tratamiento en el mismo soporte. Los distintos niimeros en superindice indican diferencias significativas
estadisticamente (p<0,05) con distintos soportes y el mismo tratamiento.

@b Each value represents the mean of triple determination.

Different superscript letters indicate statistically significant differences (p<0.05) for different treatment times
and the same support. Different superscript numbers indicate statistically significant differences (p<0.05) for dif-

ferent supports and the same treatment.

Ademds, se puede observar en la Tabla 1 que
el tipo de soporte afectaba al indice de inmo-
vilizacién, que fue muy superior para el carbon
activado (entre 95% y 99%) que para la alimina
(entre 4% y 13%). Este resultado se podria ex-
plicar por el hecho de que las proteinas de gran
estabilidad estructural (proteinas duras) apenas
se absorben en soportes hidrofilicos'', como la
alimina®®. La papaina se podria considerar una

Ars Pharm 2006; 47 (4): 425-435.

Also, one can see in Table 1 that the type
of the support affected the immobilization rate,
which was much higher for the activated carbon
(95% to 99%) than for alumina (4% to 13%).
This result could be explained by the fact that
proteins having high structural stability (hard
proteins) are barely adsorbed on hydrophilic
supports'', such as alumina®. Papain could be
considered as a hard protein, since it has low
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proteina dura, debido a su poca masa molecular,
a su elevada estabilidad térmica y a tres enlaces
cruzados disulfato®.

Teniendo en cuenta que no se ha encontrado
ningin informe sobre la inmovilizacién de pa-
paina en carbon activado o alimina, los datos
obtenidos en el presente trabajo se compararon
con los obtenidos utilizando otros soportes.

Se encontraron cuatro estudios relativos a
soportes hidrofilicos. Al utilizar silice y dife-
rentes niveles de pH, los indices de inmovili-
zacidon variaban entre 13% y 16%, proximos
a los valores encontrados en este estudio para
la alimina®. En el caso de otros soportes, los
resultados de la alimina fueron superiores a
los del presente trabajo. Este fue el caso de la
circonia, una especie de silice cristalino, cuyo
indice de inmovilizacién cambié del 30% al
80%. La papaina se inmovilizé en chitosan, un
polisacarido policatiénico hidrofilizante, con un
nivel de pH préximo a 7.0, obteniéndose un
indice de inmovilizacion del 36%’. El uso de
sefarosa activada mediante iones de cobre para
la inmovilizacion de la papaina alcanzo6 un indice
de inmovilizacion extremadamente elevado, del
96%, segun Afaq e Igbal (2001)'.

Por otro lado, en lo concerniente a los sopor-
tes hidrofdbicos, sdlo se encontré un informe.
En é1, Zhuang et al. (1992)%, utilizando una
membrana de polivinilo, obtuvieron un indice
de inmovilizacién entre el 4% y el 13%, muy
inferior al obtenido en el presente trabajo con
el carbén activado.

Espectros SDS de la fenilalanina y los hidroli-
zados enzimdticos

La absorbencia y los espectros de SDS de Phe
en una mezcla de aminodcidos aromaticos, y del
hidrolizado obtenido tras la segunda hidrdlisis con
pH 6.0, se muestran en la Figura 1. En el caso
del Phe (Figura 1b), se pueden observar cuatro
picos negativos, indicados mediante las letras
“a”, “b”, “c” y “d”, situados en el rango de 250
a 280 nm con méaximos a 253, 258, 263, 268 y
273 nm y minimos a 257, 262, 267 y 272 nm.
El espectro SDS del hidrolizado se aproxima al
del Phe, con picos negativos situados en casi las
mismas longitudes de onda. La similitud entre
los espectros de las proteinas y los aminodcidos
estdndar ya habia sido descrita anteriormente

molecular mass, high thermal stability and three
disulfide cross linkages®.

Considering that no report about the immo-
bilization of papain in either activated carbon
or alumina was found in the literature, the data
obtained in the present work were compared to
those using other supports.

Relating to hydrophilic supports, four studies
were found. Thus, working with silica and using
different conditions of pH, the immobilization
rate varied from 13% to 16%, near to the values
found here for alumina®*. For other supports, the
results were higher than those of the present
work for alumina. This was the case of zirco-
nia, a kind of crystalline silica, for which the
immobilization rate changed from 30% to 80%.
Papain was immobilized in chitosan, a hydrophy-
lycand polycationic polysccharide, at a pH near
7.0 and show 36% of immobilization rate’. The
use of sepharose, activated by cupric ions, for
immobilizing papain reached an immobilization
rate extremely high, i.e., 96%, according to Afaq
and Igbal (2001)".

On the other hand, concerning the hydropho-
bic supports, only one report was found. Thus,
Zhuang et al. (1992)?, using a polyvinyl membrane,
obtained an immobilization rate varying from 4%
to 13%, much smaller that those of the present
work for activated carbon.

SDS Spectra of phenylalanine and enzymatic
hydrolysates

The absorbance and SDS spectra of Phe, in
a mixture of aromatic amino acids, and of the
hydrolysate obtained after the second hydrolysis,
in pH 6.0, are shown in Figure 1. In case of Phe
(Figure 1b), we can see four negative peaks, in-
dicated by letters “a”, “b”, “c” and “d”, situated
within the range of 250 to 280 nm with maxima
at 253, 258, 263, 268 and 273 nm and minima
at 257, 262, 267 and 272 nm. The SDS spec-
trum of the hydrolysate is close to that of Phe,
with negative peaks situated in almost the same
wavelengths. The likeness among the spectra of
standard amino acids and proteins had previously
been described by Ichikawa and Terada (1977)!,
working with several native and denaturated pro-
teins. The same result was previously achieved
in our laboratory using different enzymes for
hydrolysing casein and skim milk?¢-2-33,
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por Ichikawa y Terada (1977)%, trabajando con
diversas proteinas nativas y desnaturalizadas. El
mismo resultado se obtuvo en nuestro laboratorio
utilizando diferentes enzimas con caseina hidro-
lizada y nata de leche?*3>%,

BIASUTTI EAR, DE MARCO LM, AFONSO WO, SILVA VDM, LOPES DCF, SILVESTRE MPC

Figura 1. Absorbencia y espectro de derivada segunda de Phe en una solucién de Tyr y Trp (A y B,
respectivamente) y del hidrolizado obtenido tras la segunda hidrdlisis (C y D, respectivamente), con pH 6.0.
Figure 1. Absorbance and second derivative spectra of Phe in a solution containing Tyr and Trp (A and B,

respectively) and of hydrolysate obtained after the second hydrolysis (C and D, respectively), in pH 6.0.
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Por otra parte, en algunos informes publicados,
el nimero de picos negativos de Phe fue distinto
al encontrado en el presente trabajo. Ichikawa
y Terada (1977)*' indicaron cinco picos para
este aminodcido en pH 7.0, mientras que Miclo
et al. (1995)* describieron la presencia de seis
en pH 1.9. Estas discrepancias se podrian aso-
ciar a diversos factores, tales como formas de
Phe (libre o éster), tipo de equipo utilizado (el
espectrofotémetro y el software utilizados para
medir los espectros de absorcién y de derivada),
las propiedades del disolvente y el nivel de pH
utilizado®'.

Respecto a la curva estdndar de Phe, la que
utiliza el drea de pico negativo “c” presentd el
mejor coeficiente de correlacién (el mayor y
mds significativo). La ecuacion de la curva y el
coeficiente de correlacién fueron y = 3,0077x +
0,7587 y R? = 0,9576. Este resultado concuerda
con otros publicados** y también con estudios

anteriores efectuados en nuestro laboratorio?' 233,

Ars Pharm 2006; 47 (4): 425-435.
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On the other hand, in some reports in the
literature, the number of negative peaks for Phe
was different from that found in the present work.
Thus, five peaks for this amino acid in pH 7.0
were shown by Ichikawa and Terada (1977)%!,
while Miclo et al. (1995)* described the presence
of six, in pH 1.9. These discrepancies could be
associated to several factors such as forms of
Phe (free or ester), type of equipment (spec-
trophotometer and software used for measuring
absorption and derivative spectra), properties of
the solvent and pH used?®'*.

Concerning the standard curve of Phe, the one
using the area of negative peak “c” presented
the best correlation coefficient (the highest and
most significant). The curve equation and the
correlation coefficient were y = 3.0077x + 0.7587
e R?=0.9576. This result is in agreement with
others in the literature®** and also with previous
studies carried out in our laboratory*'3?  since in
all these works a linearity for the standard curve



UTILIZACION DE DOS SOPORTES PARA LA INMOVILIZACION DE LA PAPAINA

USE OF TWO SUPPORTS FOR INMOBILIZING PAPAIN

ya que en todos estos trabajos se observa la li-
nealidad de la curva estindar de Phe en presencia
de Tyr y Trp a distintas concentraciones.

Estabilidad operativa de la papaina inmovili-
zada

Como se muestra en la Tabla 2, al inmovili-
zar la papaina en carbén activado, su actividad
enzimdtica permanecid inalterada (100%) hasta
cinco veces, lo que indica que se podria utilizar
esta enzima cinco veces en las condiciones es-
tablecidas en este estudio. Vale la pena indicar
que, incluso después de utilizar esta enzima 20
veces, su actividad fue del 54% del valor inicial,
que se puede considerar buena, en comparacién
con otros datos publicados?’?,
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of Phe, in presence of Tyr and Trp in several
concentrations, was shown.

Operational stability of immobilized papain

As shown in Table 2, when papain was im-
mobilized in activated carbon, its enzymatic activ-
ity kept unchangeable (100%) up to five times,
indicating that one could use this enzyme five
times, using the conditions established here. It is
worth stating that even after using this enzyme 20
times, its activity was 54% of the initial value,
which may be considered a good one, comparing
to other data of the literature®?.

TABLA 2. Estabilidad operativa de la papaina en carbén activado y altimina.
TABLE 2. Operational stability of immobilized papain on activated carbon and alumina.

Soportes de inmovilizacion
Immobilization supports

Carbén activado

NP° de utilizaciones de la Activated carbon

Alimina
Alumina

enzima
Number of times of

S Indice de exposicién de Phe*
utilization of the enzyme

Exposure rate of Phe“

Actividad enzimatica, (%)
Enzyme activity, (%)

Actividad
enzimadtica, (%)
Enzyme activity,

(%)

Indice de exposicién de Phe®
Exposure rate of Phe"

1 754x89* 100 124.1x9.5* 100
2 71.7x92% 100 121.8x69* 100
5 66.1x9.5%° 100 1203x63° 100
10 57.7x6.1° 82 1179x 179 100
15 400x55°¢ 55 1162x95* 100
20 376x73°¢ 54 849x63" 74

b Indice de exposicién de Phe, en mg de Phe/100g de hidrolizado. Cada valor representa la media de la determinaci6n triple. Las letras
distintas son diferentes significativamente (p < 0,05) para distinto nimero de veces de utilizacién de la enzima con el mismo soporte.

@b Exposure rate of Phe, in mg of Phe/l100g of hydrolysate. Each value represents the mean of triple determination. Different letters
are significantly different (p < 0.05) for different number of times of utilization of the enzyme using the same support.

Los resultados de la inmovilizacién de papai-
na en alimina fueron ain mejores que los del
carb6n activado (Tabla 2), ya que la constancia
de la actividad enzimdtica se obtuvo hasta 15
veces (100%), y sdlo se redujo al 74% después
de haber sido utilizada 20 veces.

Estos resultados muestran claramente que la
inmovilizacién de papaina en carbén activado y
especialmente en alimina se puede considerar
cuando se asocie el interés al uso de esta enzima
en procesos industriales a gran escala.

No se ha encontrado publicado ningtn informe
relativo a la estabilidad operativa de la papaina en
carbon activado o alimina. Los datos obtenidos
utilizando otros soportes fueron inferiores a los

The results of the immobilization of papain
in alumina were still better than in activated
carbon (Table 2), since the constancy of the
enzymatic activity was obtained up to 15 times
(100%), and only reduced to 74% after having
been used for 20 times.

These results show clearly that the immobiliza-
tion of papain in carbon activated and specially
in alumina may be considered when the interest
is associated to the use of this enzyme in large
scale industrial processes.

No report concerning the operational stability
of papain in either activated carbon or alumina
was found in the literature. The data using other
supports were lower than those found here for
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encontrados aqui para ambos soportes. Por tanto,
la actividad de la papaina inmovilizada en un
portador de fibra de nitrilon® y en un chitosan®
descendi6 al 56% y 72%, respectivamente, tras
haberse utilizado 10 veces

En otros estudios, no se indicé ningtin valor
de actividad enzimdtica y sélo se mencioné el
ndmero de veces que se podria utilizar la enzima.
En el primero, los autores indicaron que la pa-
paina inmovilizada en un polimero de polivinilo
se podia utilizar al menos 10 veces®>. En otros
dos trabajos, esta enzima se inmovilizé en una
membrana de polisulfona, utilizando®” o no* un
complejo de avidina-biotina como espaciador no
covalente, lo que permitia su uso 18 y 20 veces,
respectivamente.

CONCLUSION

El indice de inmovilizacién de la papaina en
carboén activado (CA) fue muy superior al de la
alimina (AL), habiendo alcanzado el 99% y el
13%, respectivamente. Por otro lado, la estabilidad
operativa de la papaina en AL fue mejor que la
del CA, ya que se pudo volver a utilizar hasta
15 y 5 veces, respectivamente, sin alteraciones
en su actividad.

BIASUTTI EAR, DE MARCO LM, AFONSO WO, SILVA VDM, LOPES DCF, SILVESTRE MPC

both supports. Thus, the activity of immobilized
papain on a nitrilon fibre carrier® and on a chi-
tosan® decreased to 56% and 72%, respectively,
after having been used for 10 times

In other studies, no value for the enzymatic
activity was shown and only the number of times
that the enzyme could be used was mentioned. In
the first one, the authors reported that the papain
immobilized in a polyvinil polymer could be used
for at least 10 times?. In other two works, this
enzyme was immobilized in a polysulfone mem-
brane, using® or not*® an avidin-biotin complex
as a non-covalent spacer which allowed its use
for eighteen and twenty times, respectively.

CONCLUSION

The immobilization rate of papain on activated
carbon (AC) was much higher than on alumina
(AL), having reached 99% and 13%, respectively.
On the other hand, the operational stability of
papain on AL was better than on AC, since it
could be repeatedly reused up to 15 and 5 times,
respectively, with no change in its activity.

9.
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