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Introduccion. Los biocatalizadores en general y las enzimas
en particular se han establecido ya como una alternativa
viable para la catdlisis industrial. Sin embargo, la estabilidad
de estas proteinas sigue siendo uno de los principales
inconvenientes para escalar la mayoria de los bioprocesos.
El entrecruzamiento de cristales cataliticos es un proceso por
el cua se forman puentes covalentes entre los grupos
funcionales de las proteinas que forman el cristal. De esta
forma se estahiliza la matriz cristalina y se incrementa la
estabilidad estructural delasenzimas (1).

El glutaradehido [OHC(CH2)3CHOQO] es probablemente el

compuesto mas ampliamente  utilizado para €
entrecruzamiento de proteinas. Este reactivo bifuncional
puede formar en solucién, polimeros de diferentes pesos
molecularesy son estos polimeros |os que reaccionan con los
grupos amino expuestos de las proteinas para producir €l
entrecruzamiento (2).

El objetivo de este trabajo es la obtencién de cristales
cataliticos entrecruzados de dos hemoproteinas diferentes: la
cloroperoxidasa y el citocromo C. Los diferentes rangos de
estabilidad de estas enzimas (pH &cido y pH acaino —
neutro respectivamente) nos permitiran probar diferentes
estrategias de entrecruzamiento. Estas involucran la sintesis
de oligébmeros de glutaraldehido en presencia de un agente
limitador del peso molecular, la caracterizacion de los
mismos y el posterior entrecruzamiento de los cristales
cataliticos por medio de una segunda reaccién de
polimerizacion de estos compuestos. Esta estrategia se
propone como un método eficiente y controlado para €l
entrecruzamiento de cristales proteicos que puede ser
aplicada a una amplia gama de proteinas diferentes.

Metodologia  Sintesis de Oligbmeros. Se agrego
glutaraldehido (Sigma, 50% Acuoso, Grado |) a una solucién
amortiguadora (Fosfato de Sodio, Research Organics,
50mM) el pH adecuado y con el contenido adecuado del
agente limitador del peso molecular correspondiente. La
mezcla reactiva se mantuvo a una temperatura de 2°C bajo
agitacion magnética. Las muestras se colectaron a diferentes
tiempos, se acidularony se utilizaron inmediatamente.
Caracterizacion de las Muestras: Se analizo la viscosidad, la
composicién quimicay la distribucién de pesos moleculares
de los oligbmeros de glutaraldehido utilizando un Redmetro
Controves Rheowat, un espectrémetro de masas de trampa
de iones Finnigan LCQDUO vy otras técnicas analiticas
relevantes.

Entrecruzamiento de Cristales Cataliticos: Cristales de las
Enzimas preparados previamente se lavaron con una

solucion que contenia los elementos necesarios para su
estabilidad y la cantidad adecuada del agente limitador del
peso molecular correspondiente. Se agrego glutaraldehido a
esta suspensién y se dejo reaccionar a 2°C y con agitacion
mecéanica.

Resultados y discusion. Los estudios reométricos presentan
un decremento en la viscosidad de las muestras de hasta un
orden de magnitud, proporcional a la concentracién de
agente controlador del peso molecular. Esto demuestra que
estos agentes reaccionan con |los extremos crecientes de las
cadenas de glutaraldehido, impidiendo asi el avance de la
reaccion de polimerizacion. Los resultados de los andlisis
con el espectrémetro de masas muestran una alta abundancia
relativa en picos de bajo peso molecular (<700Da), estos
corresponden a oligbmeros compuestos por 2 a 4
monomeros de glutaraldehido. Los cristales proteicos que se
entrecruzaron controlando € peso molecular de los
oligbmeros de glutaraldehido mostraron un incremento de
hasta dos ordenes de magnitud en la actividad residual delos
cristales entrecruzados en comparacién de los elaborados
con latécnicatradicional.

Conclusiones. De los resultados de este trabajo se puede
concluir que el entrecruzamiento de cristales cataliticos
utilizando los productos de una reaccién de polimerizacion
controlada es una mejor estrategia que e uso de
polimerizaciones de alto peso molecular o el uso de agentes
entrecruzantes que no polimerizan. En particular se observo
gue el control del peso molecular puede mejorar hasta en 10
veces la actividad de los cristales cataliticos entrecruzados y
reducir €l tiempo de entrecruzamiento a permitir el uso de
mayores concentraciones de reactivos. Esta estrategia de
entrecruzamiento también permite llevar acabo la sintesis de
los oligbmeros en condiciones de polimerizacion Optimas
para después realizar € entrecruzamiento en las condiciones
en las que se encuentra el cristal catalitico.
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