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Introduccion. Recientemente se ha reportado la
presencia de moléculas consideradas contaminantes
emergentes con concentraciones preocupantes en
diversas muestras ambientales (1). El uso de enzimas
para la biorremediacién enzimética es una propuesta
gue se ha usado por muchos afios, sin embargo,
presentan ciertas desventajas, las cuales se propone
pueden ser mitigadas con la nanoinmovilizacién de
estas proteinas, especificamente de las enzimas tipo
lacasa, las cuales tienen la capacidad de
biotransformar una gran variedad de sustratos (2).

En este trabajo se sintetizo un nanorreactor
(NanoLac), en el cual se confino la lacasa de
Coriolopsis gallica dentro de la capside viral del virus
de mosaico del bromo (BMV); se realizd la
caracterizacion fisicoquimica y catalitica, ademas de
evaluar la biotransformacion de contaminantes
emergentes.

Metodologia. El ensamble del nanoreactor se realizé
bajo el fundamento de complementaridad de cargas
(3). La Lacasa del hongo Coriolopsis gallica UAMH
8260 fue donada por Instituto de Biotecnologia-UNAM.
La cinética de saturacion fue realiza con una
concentracion de 10 nM de enzima y un rango de 10 a
2000 pM del sustrato modelo ABTS (&cido 2,2'-azino-
bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico). Las pruebas de
biotransformacion se realizaron con un equipo de
HPLC (Alligent) acoplado a un detector UV-visible, con
una columna de fase reversa.

Resultados. El ensamble del nanorreactor se realizo
con una relacién masica (ug) de 1:9 (Lacasa:BMV),
obteniendo nanoparticulas esféricas cataliticas con
caracteristicas semejantes al virus nativas, es decir, un
tamafio promedio de 30 nm (DLS), una morfologia
semiesférica (TEM). Respecto a la actividad, fue
evaluada con el sustrato ABTS después de su
purificacion por diafiltracién y SEC, con el objetivo de
disminuir la sefial catalitica de la enzima no confinada
(Figura 1). En este caso se compararon las constantes
cataliticas del nanoreactor (NanoLac) y de la enzima
libre (Lac) (Tabla 1).
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Fig. 1. A) Fotografia por TEM del virus nativo BMV. B) Distribucion
de tamafios del virus y de NanoLac. C) SDS-PAGE de NanolLac
(carril1y 2).

Tabla 1. Contantes cataliticas con ABTS de Lacasa libre y
NanoLac.

Vmax Kwm Kcat Keat/ Km
Lacasa 0.25 pM/s 94.81 uM 250st | 26 uMts?
NanolLac | 720 uM/s 622 pM 188s* | 0.3um?ts?

Conclusiones. El confinamiento de una enzima dentro
de una capside es un proceso innovador de
inmovilizacion que genera nuevos retos a solucionar e
interrogantes  que deben de  contestadas.
Especificamente profundizar en el fendbmeno de la
cinética enzimética en alto confinamiento vy
dimenciones nanométricas.
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