ESTABILIDAD DE ARAUJIAINA EN SISTEMAS CONTINUOS CON BAJA ACTIVIDAD DE AGUA
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La influencia del agua sobre las enzimas en medios no acuosos es mejor analizada en términos de actividad termodinámica de agua (aw). El objetivo de este trabajo fue estudiar la estabilidad de araujiaina (proteasa aislada del látex de Araujia hortorum) en sistemas continuos con baja aw (0,5), y seleccionar aquellos medios en donde la enzima expresó su mayor velocidad esterolítica e inhibió su velocidad hidrolítica, para su aplicación a la síntesis de péptidos.

Los solventes orgánicos utilizados se seleccionaron por medio de un diseño estadístico que permitió agrupar 70 solventes según sus parámetros físicoquímicos similares. La aw en la enzima se determinó por el método de Karl-Fisher. La estabilidad de araujiaina se determinó como actividad caseinolítica residual (pH 8, 40°C), usando caseína al 1% y Cys (12 mM) como activador, durante 3 h. Las velocidades hidrolíticas y esterolíticas se analizaron utilizando (L-pyroglutamyl-L-phenylalanyl-L-leucine-p-nitroanilide) y los derivados N-CBZ- (Gly, Gln y Asp)-p-nitrofenilados como sustratos. 

Sólo en propanona, acetonitrilo, clorobenceno, etanol, metanol y octanol, araujiaina se mantuvo por 3h, aunque con valores menores a 92 % respecto de agua. Por otra parte, la enzima no hidrolizó el sustrato peptídico sintético en dichos medios. Sorprendentemente, algunos sistemas continuos que inhibieron la velocidad inicial hidrolítica permitieron expresar actividad esterolítica. En etilenglicol se obtuvieron 10.000 Ucbz/mg de proteína, mientras que en acetonitrilo, THF, metanol, etanol y octanol se lograron entre 2400 y 500 Ucbz/mg de proteína. De lo anterior se desprende que los medios continuos más promisorios para la síntesis de péptidos, catalizada por araujiaina (aw: 0,5), son etilenglicol, acetonitrilo y THF. 

