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Introducción. Una de las principales razones que impide que las 
enzimas compitan industrialmente con un catalizador químico es su 
inestabilidad. El entrecruzamiento de cristales de proteínas es una 
estrategia novedosa para la estabilización e inmovilización de 
enzimas (1). Con este procedimiento se obtienen biocatalizadores 
reciclables que son estables a altas temperaturas, solventes orgánicos 
y agitación mecánica. 
El objetivo de este trabajo es obtener y caracterizar cristales 
catalíticos de cloroperoxidasa (CPO), una enzima fungal con 
aplicación potencial en procesos tan variados como la 
biodesulfurización de combustibles fósiles (2) y la síntesis de 
compuestos ópticamente activos (3).  
Metodología. La reacción de entrecruzamiento se ensayó a 
diferentes condiciones de pH, temperatura, tiempo de reacción, 
relación enzima/glutaraldehído. La actividad enzimática se 
determinó espectrofotométricamente con pinacianol en 
dimetilformamida (DMF), buffer pH 5.5 e hidroperóxido de tert-
butilo. 
Resultados y Discusión. El entrecruzamiento de proteínas con 
glutaraldehído involucra principalmente a los grupos aminos 
primarios de las lisinas por ser los nucleófilos más potentes a pH 7-9 
(4). Inicialmente se observó que los cristales de CPO se entrecruzan 
sólo al  reaccionar con altas concentraciones de glutaraldehído; bajo 
estas condiciones se pierde la actividad en los cristales. 
Probablemente ésto se debe a que la CPO cuenta con sólo 3 lisinas 
expuestas en la superficie. Además, la reacción con glutaraldehído es 
inespecífica y podrían modificarse residuos importantes para la 
actividad.  Para solucionar este  
 
Fig. 1. Cinética de inactivación a 60 °C de CPO soluble (s) y de cristales 
entrecruzados de CPO (n). 
 
 
problema, se modificó químicamente a la proteína con el fin de 
aumentar el número de grupos aminos primarios. Esta estrategia 
permitió obtener cristales entrecruzados usando concentraciones 
menores de glutaraldehído. Los cristales entrecruzados son activos, 
termoestables (Fig. 1) e insolubles en buffer, además de ser activos a 
bajas concentraciones de agua (Cuadro 1).  
                

Cuadro 1. Actividad específica (min-1) en DMF 
% Buffer  CPO soluble CPO cristal 

1 11 0.18 
2 96 1.16 
5 123 13 
10 157 26 

Conclusiones.  El entrecruzamiento con glutaraldehído estabiliza a 
los cristales de CPO, haciéndolos insolubles en solventes acuosos u 
orgánicos y aumentando su termoestabilidad (Fig.1). Los cristales 
deben ser previamente modificados para aumentar los grupos 
aminos primarios superificiales y favorecer el entrecruzamiento. A 
pesar de que el entrecruzamiento estabiliza la matriz tridimensional 
cristalina, también disminuye la actividad enzimática. Como 
consecuencia, los cristales entrecruzados tienen una menor actividad 
específica que la enzima en solución (Cuadro 1). Estos cristales 
también fueron usados en la reacción de oxidación de compuestos 
azufrados presentes en diesel primario. Es posible que una 
optimización de las condiciones para la reacción de 
entrecruzamiento permita aumentar la actividad específica de estos 
biocatalizadores. Esto permitirá su aplicación en reacciones que 
requieran un medio orgánico y/o altas temperaturas. 
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