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Introduccién: Se han obtenido resultados
satisfactorios para lograr la sintesis de péptidos
deLysy Trp cOn papaina libre en medio acuoso,
sin embargo existe una contaminacién por la
presencia de la enzima y esta no puede ser
reusada. La inmovilizacién enzimética seria una
solucién a este problema. Este trabajo presentala
inmovilizacieon de papaina sobre un soporte
inerte para la sintesis de dichos péptidos
basdndose en la capacidad de papaina para
formar enlaces peptidicos en condiciones
especificas de reaccion.

Metodologia: Se inmovilizé papaina por enlace
covalente sobre amberlita a pH.s 3-7. Las
reacciones se efectuaron a temperatura ambiente.
Se estudio la cantidad de proteina inmovilizada
sobre el soporte a concentraciones de 0-160 mg
enzima/ g de soporte. El seguimiento de la
inmovilizacién se realizd por la medicion de
proteina presente en |os sobrenadantes a 595 nm
utilizando el reactivo de Bradford. La reaccion
de sintesis se practic6 en medio acuoso
amortiguado con fosfatos. Se incubd la reaccion
en viales de vidrio a 37°C por 24 horas y se
tomaron muestras cada 30 minutos. Se evalud el
efecto del pH, de concentracion de sustrato y la
concentracion de enzima. El contenido de Lys
fue determinado por e méodo de Villegas
(1976) y e Trp de acuerdo a Opienska-Blauth
(1963):

Resultados y discusién: Se encontré que las
mejores condiciones de inmovilizacién fueron a
pH 4, con un tiempo maximo de inmovilizacién
de 8 horas. El efecto del pH afecté e
rendimiento de la formacién de péptidos debido
a acoplamiento con el aminoacido esterificado
a forma el complejo enzima: sustrato y en la
reaccion de amindlisis causada por €l nucledfilo
gue desacila el complegjo enzima: sustrato y
permite la formacion del péptido. Asi, para Trp
se obtuvo su méxima conversion a pH 7 y para
Lys a pH 9. Se observé que el incremento en la
conecentracion de sustrato es reflejado en una
alta conversion del mismo. Esto se debié al
aumento de la amindlisis con respecto a a
hidrélisis provocada por €l agua en el medio. El
efecto de la concentracion de enzima fue similar
para los sistemas utilizados. Los pardmetros
cinéticos calculados por el modelo de Michelis

Menten para la actividad de la oligomerizacién
de los péptidos confirman la afinidad que posee
la papainapor €l tript6fano. (Figuraly 2)

Figura 1. Estimacion de Km y Vmax de papaina
inmovilizada sobre oligémeros de Lisina
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Figura 2. Estimacion de Km y Vmax de papaina
inmovilizada sobre oligémeros de Triptofano

Conclusiones: A pH 4 se logré inmovilizar 62
mg de proteina por gramo de soporte. Los
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mejores niveles de sintesis se observaron apH 7
para Trp y 9 para Lys con una relacién e:s
10:100. El Trp requirieo bajas conecentraciones
de sustrato (100mM) para alcanzar los néximos
niveles de rendimiento, no asi Lys que necesiteo
de 800 mM para lograr sus mas altoas
rendimientos. El efecto de la concentracion de
enzimafue similar en ambos sistemas.
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