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Introduccion. Las enzimas son los catalizadores més
eficientes que existen. Sin embargo, sus aplicaciones
industriales se han limitado por su falta de estabilidad. Una
forma de conseguirlo es mediante inmovilizacion, que se
define como el confinamiento fisico de una enzima, sin que
esta pierda su actividad catalitica (1). Las nitrilasas son
enzimas que catalizan la hidrolisis de nitrilos a acidos
carboxilicos y amonio (2). La nitrilasa mutante NitAC328
de Rhodococcus sp V51B es un modelo interesante de
estudio debido a su aumentada actividad y estabilidad con
respecto a la enzima silvestre, asi como su amplio rango
de sustratos (3).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la actividad
enzimatica de filamentos cataliticos inmavilizados de la
nitrilasa de R. sp V51B.

Metodologia. La proteina se sobreexpresé en E. coli BL21
(DE3) pLysS con IPTG a 22°C por 8 h y se purificé por
filtracibn en gel. Para su inmovilizacion se empled
dextranpolialdehido (DPA) de 150 kDa como agente
entrecruzante y (NH4)2SO4 como precipitante (4, 5). Una
vez inmovilizada, se caracterizd su actividad enzimatica,
empleando benzonitrilo como sustrato estandar, mediante
su reusabilidad, estabilidad térmica y termodinamica,
actividad en diferentes rangos de pH y en mezclas agua-
disolvente y su actividad con diferentes sustratos Las
cuantificaciones se realizaron por HPLC.

Resultados. Tras la inmovilizacion, el biocatalizador tuvo
16 reusos (Fig. 1). Ademas, se aumentd su estabilidad
cinética entre 30 y 50°C, asi como su estabilidad
termodinamica al aumentar 10°C su temperatura de fusién
(Tm) (Fig. 2). Por otro lado, la nitrilasa inmovilizada mostré
una mayor actividad en los extremos de pH estudiados
(Fig. 3), asi como una mayor tolerancia en particular a
acetona, DMF, n-PrOH e iPrOH en mezclas binarias con
agua (Fig. 4). La especificidad de la enzima se vio alterada
tras su inmovilizacién, cambiando la afinidad por ciertos
sustratos (Tabla 1).
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Figura 1. Determinacion de reusabilidad de NitAC328 inmovilizada con
conversiones mayores al 75%.
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Figura 2. Determinacion de estabilidad cinética y termodinamica de
NitAC328 libre e inmovilizada.
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Figura 3. Comparacion de la actividad de NitAC328 libre e inmovilizada
en diferentes valores de pH.

I CLEAS NitaC328

o3 Acetona | % DMF W Metanol

zn En ] .

s 20%  aw 40w w0
Concentracian oo aisoners o %)

05 20% % 0% 6%
Concentracion de isonente (%)

0% 2% 0% 0% 50w

Concentracien de disatvente (%) Concentrscion de disavente (%)

onversion
Conversion (%)

100, 100 ™
. n-Propanol 9“1 Isopropanol %

Etanol |
[T NitAC328 libre

]
1
1 I CLEAS NitAC328

0% 20% 0% 40N SO% W20 a0% 40w | Som

W% 2% W % 0%
oacentrscion de dmcivente (%)

Concentracién de disolvente 1) Concentracion de disovente (%)

Figura 4. Comparacion de la actividad en diferentes mezclas binarias
de NitAC328 libre e inmovilizada.

Tabla 1. Cambios en especificidad entre NitAC328 libre e inmovilizada.

Sustrato Actividad (%)
NitAC328 libre NitAC328 inmovilizada

Benzonitrilo 100 100

p-clorobenzonitrilo 180 93.5

3-fenilpropionitrilo 5.6 18.3

Isonicotinonitrilo 118 91
Acrilonitrilo 37.1 No detectable

Valeronitrilo 8.8 37.3

Conclusiones. La inmovilizacién de NitAC328 aumento
su estabilidad operacional, cinética y termodinamica, asi
como su tolerancia a disolventes y alter6 su especificidad
de sustrato con respecto a la enzima libre.
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