CRISTALES CATALITICOS DE CLOROPEROXIDASA
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Introducciéon. Una de las principales razones que impide que las
enzimas compitan industrialmente con un catalizador quimico es su
inestabilidad. El entrecruzamiento de cristales de proteinas es una
estrategia novedosa para la estabilizacion e inmovilizacion de
enzimas (1). Con este Brocedimiento se obtienen biocatalizadores
reciclables que son estables a altas temperaturas, solventes organicos
y agitacién mecéanica.

El objetivo de este trabajo es obtener y caracterizar cristales
cataliticos de cloroperoxidasa (CPO), una enzima fungal con
aplicacion potencial en procesos tan variados como la
biodesulfurizacion de combustibles fosiles (2) y la sintesis de
compuestos Opticamente activos (3).

Metodologia. La reaccion de entrecruzamiento se ensayl a
diferentes condiciones de pH, temperatura, tiempo de reaccion,
relacion enzima/glutaraldehido. La actividad enzimatica se
determind  espectrofotométricamente con  pinacianol en
dimetilformamida (DMF), buffer pH 5.5 e hidroperéxido de tert-
butilo.

Resultados y Discusion. El entrecruzamiento de proteinas con
glutaraldehido involucra principalmente a los grupos aminos
primarios de las lisinas por ser los nucleéfilos méas potentes a pH 7-9
(4). Inicialmente se observé que los cristales de CPO se entrecruzan
solo al reaccionar con altas concentraciones de glutaraldehido; bajo
estas condiciones se pierde la actividad en los cristales.
Probablemente ésto se debe a que la CPO cuenta con sélo 3 lisinas
expuestas en la superficie. Ademas, la reaccion con glutaraldehido es
inespecifica y podrian modificarse residuos importantes para la
actividad. Para solucionar este

Fig. 1. Cinética de inactivacion a 60 °C de CPO soluble (*) y de cristales
entrecruzados de CPO (H).

problema, se modific6 quimicamente a la proteina con el fin de
aumentar el niamero de grupos aminos primarios. Esta estrategia
permitié obtener cristales entrecruzados usando concentraciones
menores de glutaraldehido. Los cristales entrecruzados son activos,
termoestables (Fig. 1) e insolubles en buffer, ademas de ser activos a
bajas concentraciones de agua (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividad especifica (min?) en DMF

U5 Buffer CPO soluble CPO cristal
1 1T 0.18
2 96 1.16
5 123 13
10 157 26
onclusiones. Elentrecruzamiento con glutaraldehido estabiliza a

los cristales de CPO, haciéndolos insolubles en solventes acuosos u
orgénicos 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 enzimatica. Como
consecuencia, los cristales entrecruzados tienen una menor actividad
especifica que la enzima en solucion (Cuadro 1). Estos cristales
también fueron usados en la reaccién de oxidacion de compuestos
azufrados presentes en diesel primario. Es posible que una
optimizacion de las condiciones para la reaccion de
entrecruzamiento permita aumentar la actividad especifica de estos
biocatalizadores. Esto permitira su aplicacion en reacciones que
requieran un medio orgénico y/o altas temperaturas.
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