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Introduccioén. Las proteasas representan el 60% de
ventas a nivel mundial, pero su utilizacion industrial es
limitada por su inestabilidad en condiciones de
temperatura y pH extremos asi como en solventes
organicos. Por lo tanto, se necesita desarrollar técnicas
que permita aumentar la estabilidad de las enzimas en
los procesos industriales (1). Para ello se han
desarrollado distintas técnicas como la inmovilizacion de
enzimas (2). La inmovilizacién de enzimas es una técnica
atractiva porque mantiene la actividad catalitica,
especificidad y selectividad; proporcionando gran
estabilidad al mismo tiempo permite su reutilizacion (2).
El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de
la inmovilizacién de un extracto proteolitico en diferentes
soportes sobre la estabilidad térmica.

Metodologia. El extracto proteolitico producido por A.
fumigatus (PAF) en fermentacion en medio sélido. Para
inmovilizar el extracto en los soportes Glioxil (PAF-Glioxil)
y Monoaminoethil-N-aminoethil-Agarosa (PAF-MANAE)
(2). Durante la inmovilizacion se monitoreo la actividad
proteolitica del extracto libre e inmovilizado por el método
de Kembahavi (3). La estabilidad térmica se midio
preincubando los extractos a 30, 50 y 70°C (pH7) y se
determiné actividad proteolitica cada 15 minutos.

Resultados y discusiéon. El mayor porcentaje de la
actividad proteolitica inmovilizada se obtuvo a las 5 horas
(5°C+1) en Glioxil 63% y MANAE 55%.

Estabilidad térmica. En la Figura 1 se observa que el PAF
conserva 74, 63 y 25% de actividad después de 1h de
incubacion a 30, 50 y 70°C respectivamente.
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Figura 1. Efecto de la temperatura en la estabilidad del PAF
libre e inmovilizado incubado durante 1 h.

Al analizar la actividad residual de las proteasas
inmovilizadas presentes en el extracto se observé un
mayor porcentaje de actividad residual al inmovilizar en
Glioxil a 30°C (11%) y 70°C (19%). Resultados similares
se reportan para: tripsina, quimotripsina y alcalasa
inmovilizadas en glioxil donde se retuvo el 75, 70 y 54%
de actividad respectivamente (2). Por otro lado, la
actividad residual de PAF-MANAE (71%) es similar al
reportado para una endoproteasa y aminopeptidasa de
Flavorzyme® a 50°C (80%). Los resultados anteriores
van acorde con el tiempo de vida media de los PAF
mostrados en el Cuadro 1.
Cuadro 1. Tiempo de vida media

Temperatura PAF PAF-MANAE PAF-Glioxil
(°C) ty, () ty, (h) ty, ()
30 2.7 2.3 4.1
50 1.6 1.9 14
70 0.8 0.9 1.6

El tiempo de vida media de PAF-Glioxil muestra un
aumento de estabilidad a las tres temperaturas, debida a
que con este soporte se tiene una mayor cantidad de
puntos de unién enzima-soporte. Por otro lado; la baja
estabilidad presentada por PAF-MANAE a 30 y 70°C se
debe a que los puntos de unién de las proteinas del PAF
no estén los suficientemente expuestos para unirse con
los sitios activos del soporte. Para lograr una mayor
estabilidad con MANAE, los grupos amino pueden
modificarse y activarse con el uso de algunos reactivos
especificos (2).

Conclusiones. PAF-MANAE aumenta el t;, a 50°C. El
soporte glioxil aumenta la estabilidad térmica del PAF a
las tres temperaturas estudiadas.
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