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Introduccion. El potencial de aplicacion de la
cloroperoxidasa (CPO) en la desulfurizacion oxidativa del
diesdl y la desmetalizacion de porfirinas las muestra como
una enzima interesante paralaindustria petrolera (1).

Con €l proposito de mejorar la funcionalidad de la CPO, se
procedi6 a inmovilizarla en materiales inorganicos
normalmente utilizados en la industria del petréleo como
soportes de catalizadores.

M etodologia. Con base en € tamafio molecular de la CPO
(53 * 46 * 60 A) se produjeron materiales tipo SBA16 con
tamafio de poro de 40 y 90 A, para adsorberla en la
superficie y en € interior del poro, respectivamente.
Adicionalmente se inmovilizé covaléntemente y de manera
dirigidaalas lisinas 112, 145y 211, para evitar bloguear €l
sitio activo, utilizando el soporte de 90 A

Resultadosy discusion.

La CPO es retenida en el interior del poro del material tipo
SBA16 de 90 A, mientras que en la superficie no es retenido
(material de 40 A), mostrando actividad catalitica contra
monoclorodimedona. La adicion de cesio, que provee
interacciones electrostéticas adicionales a las del material,
mejora la carga de enzima inmovilizada (aun a pesar de
reducir el tamafio de poro y e é&ea superficial).
Adicionalmente, €l cesio megjora la actividad especifica de
las preparaciones por dos razones: una, € aumento en la
carga de la enzima, y dos, probablemente debido a una
mejor orientacién del sitio activo hacia el sustrato (tabla 1).

Tablal. Propiedades cataliticas de la CPO inmovilizada y de los
materiales sintetizados

Enzima |Poro| Area | Carga Kea Actividad sp.
A | (m%g) | (nmol/g) | (min™® | (umol*g™*min™)
SBA 40 A | 41.2 | 926.9 0 0 0
SBA 90 A | 91.0 | 545.2 23 1195 275
SBA 40 |30.1| 412 59 5300 312.7
Cs
SBA 90 |65.8| 369 50 2500 125
Cs
SBA 90 |323| 604 147 1522 223.7
covalente

Con este resultado se procedié a preparar un material que
mejorara tanto la carga como la orientacion del sitio activo.
Para esto, se derivatiz6 e SBA 16 90 A con un espaciador
terminado en carboxilo para unirlo a la proteina con
carbodiimida. Como se muestra en la tabla, la actividad
especifica se incrementd 8 veces como resultado del
incremento en la carga (6.4 veces) y por una probable mejor

orientacién (aproximadamente 1.3 veces, reflgjada por la
kcat)-

Finadmente se determind la estabilidad de las diferentes
preparaciones a la urea. En la figura se muestra las
actividades residuales después de una hora de incubacién en
urea. Como puede apreciarse, la inmovilizaciéon covaente
muestra la mejor estabilidad a concentraciones de hasta 5 M
de urea, donde la CPO nativa se desnaturaliza.
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Fig. 1. Estabilidad de las diferentes preparaciones de CPO a la
urea

Conclusiones. Las preparaciones de CPO en materiales
mesoporosos  propiedades cataliticas que pueden ser
manipuladas con el tamafio de poro y la orientacion de la
enzimaen el soporte.
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