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Introducciéon. El uso de enzimas como catalizadores
presenta un gran potencial y su uso es extendido debido
a su especificidad, su control regio o enantioselectivo y a
la obtencién de productos con un alto rendimiento sin la
formacion de subproductos. Muchos catalizadores
presentan inestabilidad bajo condiciones de trabajo a
nivel industrial. En el grupo de trabajo se ha purificado y
caracterizado una proteasa termoestable y alcalina (PrtA)
con gran potencial para ser usada en biocatalisis (1). La
estabilidad de las enzimas se puede incrementar por
medio de su inmovilizacién, ademas de que pueden ser
reutilizadas (2). La adsorcién ha sido considerada como
un método simple y econémico, ademas, no es agresivo
con la enzima por lo que solo puede ocasionar ligeras
modificaciones a la estructura nativa y funcionalidad de la
enzima (3, 4).

El objetivo del presente trabajo fue la inmovilizacion de la
proteasa alcalina y termoestable PrtA por medio de
adsorcién a un soporte.

Metodologia. Obtencion de la proteasa por crecimiento
de la cepa A. nidulans PW1 en un medio optimizado de
acuerdo a la metodologia descrita por Pefia et al. (2008).
La obtencion de la enzima se realiza por filtracion del
micelio después de 24 h de fermentacion, liofilizacion y
extraccion con éter. El procedimiento de inmovilizacion
se realiza sobre un soporte hidrofébico de polipropileno
(Accurel MP 1000). La actividad de esterasa se cuantifica
espectrofotométricamente empleando como sustrato el p-
nitrofenil laurato (PNPL). La concentracion de proteina se
determina por el método de Bradford a 595nm.

Resultados y discusién. En los primeros ensayos de
inmovilizacion de la enzima PrtA se observd un bajo
porcentaje de adsorcion de ésta sobre el soporte, lo que
conllevé a una baja actividad (Tabla 1). Posteriormente
se realizaron pruebas de optimizacion de las condiciones
de inmovilizaciéon y los resultados de estas pruebas
indican que a pH 7 y a 20°C se presenta una mayor
actividad, incluso mayor al 100%, probablemente debido
a la estabilizacién de la enzima por su adsorcion al
soporte (Tabla 2). Es importante mencionar que no
necesariamente esta condicion mostré6 una mayor
cantidad de proteina adsorbida.

Tabla 1.Concentracién de proteina y actividad de la proteasa
PrtA de A. nidulans en el proceso de inmovilizacién a pH 8, 4°C.
Actividad

Actividad
especifica
(Ulmg prot)

Rendimiento |Rendimiento
volumeétrica proteina actividad
(UimL) (% prot) (%V)

57675 757 - 131.22 100 100

Actividad
(Ulg soporte)

Proteina

Muestra (mgimL)

Enzima libre

Enzima
Inmovilizada

1143 - 1.04 90.73 20 69

Tabla 2. Concentracion de proteina y actividad especifica de la
proteasa Prt A bajo diferentes condiciones de inmovilizacion.
Actividad

especifica
(Ulmg prot)

Rendimiento | Rendimiento
proteina actividad
(%prot) (%U)

Proteina

pH | Temperatura (mgimL)

enzima libre 240.94 2 100 100

4°C

enzima inmavilizada | 188.74 10.33 78 143

enzima libre 86.46 18.05 100 100

20°C
enzima inmavilizada 3821 33.23 44 134

enzima libre 268.06 747 100 100

4°C

enzima inmovilizada | 245.17 598 91 30

enzima libre 121.05 17.66 100 100

20°C
enzima inmavilizada 4348 10.58 36 60

Conclusiones. La optimizacién de las condiciones de
inmovilizacion nos permiti6 obtener una actividad 2.6
veces mayor con respecto a la inmovilizacién inicial
(Tabla 1). El biocatalizador puede ser utilizado en
diversas reacciones de biocatalisis, como la hidrdlisis de
sustratos con actividad antioxidante.
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