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Introduccién. La inactivacion térmica de enzimas en
procesos biotecnolégicos es una de las principales
limitantes para su uso en procesos industriales. El
entendimiento de los mecanismos de inactivacion y
desnaturalizacién es indispensable para el disefio de
enzimas termoestables. Algunas enzimas muestran la
perdida exponencial de actividad con respecto al tiempo,
mientras que otras siguen cinéticas no exponenciales, el
entendimiento de estos procesos ayudaria a elucidar los
mecanismos de inactivacién (1,2). El objetivo de este
trabajo fue la caracterizacion de la cinética de
inactivacion térmica de una proteasa flngica.

Metodologia A partir del extracto proteolitico producido
en medio sélido (36 h) se purifico una proteasa en 4
etapas: intercambio anidnico (IA) (X2), tratamiento a
60°C por 30 min (TT) e intercambio catiénico (IC). La
actividad proteolitica fue medida utilizando el método
descrito por Johnvesly y Naik (3).La proteina fue
determinada por el método de BCA (PIERCE®). Se
caracterizo la estabilidad a diferentes temperaturas por 1
h, y fue expresada en términos de ti2 y ka (3). Utilizando
las kd¢ a diferentes temperaturas se determinaron los
parametros termodinamicos de desnaturalizacion térmica
irreversible (1).

Resultados.

La proteasa se purifico con un porcentaje de
recuperacion de 6.6 y un factor de purificacion de 8.8,
presenta un peso molecular (PM) aproximado de 88 kDa
(Fig. 1), similar al reportado para la Dipeptidil-Peptidasa
IV y V producida por A. fumigatus (4).

Fig. 1. Perfil electroforético de las etapas de purificacion. 1) marcador
de PM, 2) extracto, 3)IA 1, 4)IA 2,5)TT, 6)IC.

El perfil de estabilidad térmica de la proteasa (Tabla 1)
muestra que el ti» disminuyo 48, 60 y 43% a 60, 70 y
80°C respectivamente. Sin embargo, los tiempos
exhibidos a 70 y 80°C son superiores a los reportados
para cepas fungicas (4). Los resultados referentes a los
parametros termodinamicos indicaron que la entalpia
(AH*) (Tabla 1) es independiente de la temperatura,
revelando que no hay cambios en la capacidad calorifica
de la enzima, y en consecuencia que la estabilidad es
debida en gran medida a la presencia de enlaces no
covalentes (5). Asimismo, la energia libre (AG*) esta
directamente relacionada con la estabilidad y como se
observa en la Tabla 1 los valores de AG* aumentan al
aumentar la temperatura indicando que la enzima es
termoestable y ademas que el equilibrio se encuentra
desplazado hacia el estado nativo de la enzima (1, 2, 5).
Con lo que respecta los valores de entropia (AS*) en
todos los casos fue negativo indicando un aporte positivo
al AG* lo cual favorece la estabilidad térmica (1,5).

Tabla 1. Parametros cinéticos y termodinamicos de inactivacion
térmica.

T (°C) | t12 (min) | AH* (kJ/mol) | AG* (kJ/imol) | AS* (J/mol K)
50 65 67.06 89.02 -68.4
60 34 66.98 90.02 -69.5
70 14 66.90 90.5 -68.2
80 8 66.81 914 -68.8

Conclusiones. La proteasa fungica caracterizada es
termoestable y presenta mayor estabilidad que la
mayoria de proteasas producidas por cepas fungicas.
Podria ser utilizada en procesos donde las temperaturas
sean = a 50°C como por ejemplo la industria lactea,
encurtido de piel y sintesis de aminoacidos.
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