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Desarrollo de biocatalizadores hidrofobicos y
termotolerantes mediante técnicas de evolucion dirigida

Development of hydrofobic and thermotolerant
biocatalysts by directed evolution techniques

Julia Raquel Acero R.*, Leonardo lvan Mogollon G.**

RESUMEN

La evolucion dirigida se presenta hoy como una de las alternativas mas efectivas en el desarrollo y adaptacion
de biocatalizadores a los requerimientos industriales. Este trabajo muestra el desarrollo de biocatalizadores mas
hidrofébicos y termotolerantes Utiles en procesos de biorefinacion. Para la Industria del Petr6leo. Se presenta la
obtencidn de una segunda libreria del gen de la enzima Cloroperoxidasa por Error-Prone PCR (EP-PCR) y la
seleccion de los mejores mutantes de acuerdo con el grado de hidrofobicidad, termorresistencia y estabilidad en
medios organicos. Estas proteinas fueron méas activas que las obtenidas en la primera libreria y que la proteina
nativa. Se demuestra que esta técnica de evolucion dirigida es eficiente en la generacién de variedades enzimaticas
de interés industrial.
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ABSTRACT

Directed evolution has emerged as one of the most effective approaches in developing and adapting biocatalysts
to industrial requirements. This work shows the development of hidrophobic and thermotolerant biocatalyst
useful in biorefining processes for the Petroleum Industry. We generated a second library of Cloroperoxidase
enzyme gene by Error-Prone PCR (EP-PCR) with the selection of the best mutants based on their hidrophobicity,
thermoresistance and stability in organic media. These proteins were more active than the first library mutants
and the wildtype enzyme. We demonstrated that this directed evolution technique is efficient in generating
chimeric libraries of enzymes of industrial interest.
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INTRODUCCION

La ingenieria de proteinas se ha fundamenta-
do primordialmente en estudios de la estructu-
ra y homologia de sus secuencias para reali-
zar las modificaciones que a nivel biofisico o
bioquimicos se requieren para su aplicacion en
procesos industriales. Sin embargo, el conoci-
miento sobre la relacion estructura-funcion de
las proteinas es aun insuficiente para tal fin.
Recientemente se ha desarrollado la evolucion
dirigida de proteinas como alternativa experi-
mental para la ingenieria de proteinas. Esta

técnica busca imitar la evolucién natural e iden-
tificar los diferentes mecanismos de adapta-
cion de las proteinas, se fundamenta en la rea-
lizacion de ciclos sucesivos de diversificacion
de la secuencia (mutagénesis y recom-
binacion) y seleccion de proteinas con propie-
dades nuevas o mejoradas. Por tanto, no re-
quiere el conocimiento previo de la secuencia
0 prediccién de la estructura de la proteina
para su manipulacién (Arnold et al., 2001). El
uso de esta tecnologia en el mejoramiento
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genético de diversas proteinas ha sido ampliamente
reportada (Reetz y Jaeger, 1999; Arnold, 1996). La
enzima Cloroperoxidasa (CPO, EC: 1.11.1.10), pro-
ducida por el hongo Caldariomyces fumago,
cataliza un gran espectro de reacciones Utiles en
el desarrollo de Bioprocesos para las industrias
agroquimica, farmacéutica y de refinacion (Mogo-
lI6n et al., 1997). Algunas reacciones son depen-
dientes de halégenos e incluyen halogenacion de
B-dicetonas, halohidratacion de compuestos
olefinicos y modificaciéon de petroporfirinas. Las res-
tantes, independientes de halogenacion, son
epoxidacién estereoselectiva de aléanos y oxida-
cion de sulfures a sulfoxidos. Esta enzima también
cataliza la oxidacién de alcoholes a aldehidos,
aldehidos a &cidos y aminas a compuestos nitrosos,
entre otras (Pickard et al., 1991).

Recientemente, los trabajos de Lowell Hager
muestran el mejoramiento genético de la CPO. Su
grupo mostro la expresion de tres mutantes de la
enzima que fueron resistentes al suicidio catalitico
por alilbenceno y activas en medios organicos (Rai
et al., 2000, Rai et al., 2001). Las mutantes fueron
obtenidas después de tres y cuatro ciclos de
mutagénesis utilizando Error-prone PCR (EP-PCR),
una técnica de evolucion dirigida que ha mostrado
ser eficiente en el mejoramiento genético de dife-
rentes proteinas (Zhao et al., 1999). Este trabajo
tiene por objeto el desarrollo de biocatalizadores de
mejor desempefio en medios organicos Utiles en
procesos de la industria del petroleo. Se describe la
obtencién del segundo ciclo de mutagénesis por EP-
PCR de la enzima CPO y la seleccién de los
mutantes de acuerdo con el grado de hidrofobicidad,
termotolerancia y estabilidad en medios organicos.

METODOLOGIA

Microorganismos: La cepa de Caldariomyces
fumago ATCC 16373 es la cepa nativa utilizada para
la preparacion de esferoplastos y expresion de pro-
teinas mutantes. Las cepas denominadas CPO A-
144 , CPO A-1441 y CPO A-2745 son cepas de C.
fumago que expresan CPO mutadas obtenidas en
el primer ciclo de mutagénesis de este estudio. Las
cepas CPO B-111 a CPO B-1064 son las cepas de
C. fumago expresando las mutantes del segundo
ciclo de mutagénesis. La cepa de E. coli IM109 fue
utilizada para la clonacion y seleccion inicial de los
genes mutados.

Error-prone PCR: Se prepararon cuatro reac-
ciones diferentes de 50 ul conteniendo 5ul de 10X
PCR buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI),
5 mM MgCl;, 0,4 uM de cada uno de los primers
(CPO starty CPO end), 5 ng de DNA molde (gen de
la CPO mutante A-144) y 2,5 unidades de AmpliTaq
Gold (ROCHE). En la primera reaccion se adiciond
1,0 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dTTP y 0,2
mM dGTP. En las demas reacciones se modifico el
nucleétido que va en concentracion de 1 mM (dCTP,
dGTP y dTTP, respectivamente). Las amplificacio-
nes se llevaron a cabo bajo los siguientes ciclos:
denaturacion inicial a 96°C por 3 min seguido de 20
ciclos asi: denaturacion 96°C, 30 s; anillaje 57°C,
60 s; extension 72°C, 1 min 20 s. Para finalizar se
realizaron 10 ciclos asi: denaturacién 96°C, 30 s;
anillaje 52°C, 60 s; extension 72°C, 1 min 20 s con
extension final a 72°C por 10 min. Primer CPO start.
5-TTC TCT ATC GAT GTT CTC CAA GG-3'. Pri-
mer CPO end: 5-GCG GAT CCT TAA AGG TTG
CGG GCC-3.

Ligacion de los fragmentos mutados en el
vector pTHC: Los fragmentos obtenidos por EP-
PCR fueron purificados a través de electroforesis
en agarosa de bajo punto de fusion con elucién de
las bandas de 1,3 Kb correspondientes al gen de la
CPO vy purificacién en columnas "QIAquick gel
extraction kif (Qiagen, Chatsworth, CA). Los frag-
mentos fueron posteriormente digeridos con las
enzimas Bam Hl y Cla | (PROMEGA) para clonacion
en el vector pTHC previamente digerido con las mis-
mas enzimas. Para cada reaccion de mutagénesis
se realizaron cuatro reacciones de ligacion con re-
laciones equimolares inserto:vector de 1:1, 3:1, 9:1
y 20:1 utilizando T4 DNA ligasa de GIBCO-BRL. Se
transformaron células competentes de E. coli IM109
con seleccion en placas de LB con ampicilina (100
ug/ml) y se evaluaron diversos transformantes por
restriccion con las enzimas Bam Hly Cla I, y con la
enzima Sph I.

Transformacién en C. fumago: Se utilizé el
protocolo descrito en Rai et al. (2001). En resu-
men, se prepararon esferoplastos de C. fumago por
tratamiento con Novozima 234 (Calbiochem) y se
ajusto su concentracion a 1 x 10° esferoplastos/ml.
Se realizaron cinco transformaciones utilizando 100
|al de esferoplastos y diferente concentracion de
ADN de plasmido guardando siempre una relacion
30% ADN de plasmido circular y 70% ADN de
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plasmido linearizado con Sph I. Los transformantes
fueron seleccionados en medio SGMS con higromicina
0,5 mg/ml. Los transformantes resistentes a higro-
micina (3-5 dias) se sometieron a una segunda ron-
da de digestién con Novozima y seleccién en higro-
micina. Se recuperaron los transformantes y se
plaquearon en cajas de PDA para evaluacion de los
mutantes.

SELECCION Y ANALISIS DE MUTANTES

Obtencion de proteinas: De los 250 transformantes
de C. fumago aislados se obtuvieron proteinas me-
diante fermentacion en medio Fructosa Sales (Rai
et a/., 2000), en cajas de 24 pozos mantenidas en
agitacion y oscuridad durante 10-15 dias, al térmi-
no de los cuales las proteinas fueron cosechadas,
separando el sobrenadante por centrifugacion a 4°C.

Actividad halogenasa sobre la molécula de
Monoclorodimedona (MCD) en medio acuoso: La
cinética con MCD fue determinada segun lo descri-
to en Rai et al.(2001). Brevemente, se pone en con-
tacto la enzima mutante con 100 pl de buffer Fosfato
100 mM, 30 mM KCI pH 2.75. Se adiciona el sustrato
MCD en una concentracion final de 0,575 mM y
peréxido a una concentracién de 2 mM. El segui-
miento de la cinética se realizé mediante el
decremento del valor de la absorbancia a 278 nm
cada 5 s, durante un minuto. De esta manera es
posible expresar la actividad MCD como la pendiente
en la gréafica de variacion de la concentracion de
MCD en el tiempo.

Actividad halogenasa sobre la molécula de
Monoclorodimedona (MCD) en medios organicos.
La cinética MCD en medio organico fue determinada
segun lo descrito en Mogollén et al. (1998). Breve-
mente, la reaccion se realiza en un sistema ternario
microemulsionado STM (Tolueno15%, Isopropanol
60% y fase acuosa 25%). Los demas parametros, en
condiciones idénticas a las reacciones en fase acuo-
sa. La cinética fue determinada mediante el
decremento del valor de la absorbancia a 278 nM
cada 5 s durante 3 minutos.

Ensayo de estabilidad: Se determind la es-
tabilidad de los mutantes en el medio STM, com-
parando su actividad MCD en STM en los siguien-
tes rangos de tiempo: 0-180 s, 10-60 s, 40-120 s, y
120-170 s.
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Resistencia a fase organica: Se incrementé
la concentracion de la fase organica presente en el
STM: Tolueno 25%, Isopropanol 50% y fase acuosa
25%. Los demas parametros de la reaccion se man-
tuvieron en forma idéntica a los descritos.

Termorresistencia: Se tomaron 150 (al de cada
una de las proteinas y se llevaron a un bafio
termostatado a 50°C. Se tomaron alicuotas de 10 |
en los siguientes tiempos 0, 20, 40,60 y 80 minutos y
se evalué su actividad MCD en fase acuosa de acuer-
do con lo descrito. Los datos son interpretados me-
diante la comparacion de la actividad MCD remanente
en cada uno de los tiempos evaluados comparada
con la actividad inicial.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de mutantes y expresion en C. fumago:
El gen de la enzima CPO fue amplificado por PCR a
partir de la mutante A-144 utilizando los primers CPO
start y CPO end, respectivamente. El fragmento obte-
nido fue eluido, purificado y sometido a un segundo
ciclo de mutagénesis utilizando la técnica de EP-PCR.
La técnica consiste en aumentar las probabilidades
de error de la enzima Taq polimerasa durante las re-
acciones de amplificacion llevadas a cabo en condi-
ciones subnormales (diferentes concentraciones de
nucleotidos y MgCl,), con el fin de generar variedad
en la secuencia del gen. Una vez estandarizadas las
condiciones de amplificacion, las reacciones de EP-
PCR dieron origen a bandas de aproximadamente 1,3
Kb correspondientes al tamafio del gen. Los fragmen-
tos fueron purificados, digeridos con las enzimas Bam
Hly Cla | y clonados en el vector pTHC (Rai et al,

23 Kb
9.4 Kb

1,5 Kb
1,0 Kb

Figura 1. Analisis de restriccion de los transformantes en E. coli
con las enzimas Bam Hly Cla |
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2000), vector apropiado para su seleccién en E.coli y
posterior transformacion en C. fumago. La transfor-
macion de células competentes de E. coli con el pro-
ducto de las ligaciones en pTHC dio origen a una gran
cantidad de transformantes resistentes a ampicilina,
su andlisis por restriccion reveld la insercién de los
genes mutados en el vector pTHC (véase figura 1).

Posteriormente, y con el fin de aumentar la va-
riabilidad de genes a ser expresados en C. fumago,
se realizaron mezclas de los transformantes en E. coli.
Inicialmente se extrajo ADN de plasmido de las mez-
clas, se verificé la presencia de inserto por analisis de
restriccion con las enzimas Bam Hl y Cla | que liberan
el inserto, y con la enzima Sph | que lineariza los
plasmidos recombinantes. Finalmente, este ADN fue
utilizado para la transformacion de esferoplastos en
C. fumago. Para ello se utilizé una preparacién de 1 x
10° esferoplastos /ml, una concentracién un poco mas
baja de lo reportado en los protocolos inicialmente
descritos. Se procedio a realizar la transformacién uti-
lizando cinco preparaciones diferentes de ADN de
plasmido (mezclas) guardando siempre una propor-
cion de 70% de ADN linearizado (Sph 1) y 30% ADN
circular, con el fin de aumentar la eficiencia en la trans-
formacién y favorecer la integracion de la secuencia en
el genoma del hongo (Rai et al., 2000). Las transforma-
ciones dieron origen a colonias de C. fumago resisten-
tes a la higromicina con crecimiento de colonias entre
los tres y cinco dias de incubacion. Incubaciones mas
prolongadas darian origen a la aparicién de colonias de
C. fumago nativas (no transformantes) que poseen re-
sistencia basal a la higromicina. Los transformantes fue-
ron sometidos a una segunda ronda de tratamiento con
Novozima y resistencia a higromicina con el fin de con-
firmar la presencia de los genes de cloroperoxidasa
mutados. La segunda seleccion dio origen a colonias
de C. fumago igualmente resistentes a higromicina (3-
5 dias); estas colonias fueron aisladas y propagadas
en cajas de 24 pozos con medio PDA para su evalua-
cién y seleccion.

Seleccidén y analisis de mutantes: El disefio
de los ensayos de seleccion de mutantes es una de
las etapas mas importantes del proceso de evolu-
cion dirigida (Zhao et al., 1999; Moore y Arnold,
1996). Una libreria de mutantes debe ser seleccio-
nada para aquellas funciones que interesan; por tan-
to, los ensayos deben ser lo mas cercanos posibles
a las propiedades deseadas. En este caso, para la
aplicacion de la CPO en procesos de la industria

petrolera es importante evaluar la hidrofobicidad,
estabilidad y termotolerancia de las enzimas
mutadas en medios organicos.

Fase 1

La primera seleccion de mutantes se realizé a partir de
250 colonias de C. fumago resistentes a higromicina.
Los transformantes fueron crecidos en caldo fructosa
sales, medio apropiado para la produccién de la enzi-
ma cloroperoxidasa. En todos los casos se detecto ac-
tividad enzimatica (halogenasa), y la concentracion de
proteinas estuvo en un rango entre 0,1 nM a 200 nM.
Los ensayos de oxidacion de MCD (acuoso y organico)
se realizaron por triplicado; para el analisis de los datos
y seleccion de mutantes se utilizaron los siguientes cri-
terios: (i) comparacion de las relaciones de actividad
MCD en fase acuosa / actividad MCD en fase organica,
y (ii) comparacion de las relaciones de actividad espe-
cifica de MCD en fase acuosa y fase organica.

Las cinéticas de oxidacion de los transformantes
fueron tipicas de la enzima CPO en medio acuoso,
esto es, reacciones rapidas con altas pendientes y
desaparicion completa del sustrato en un periodo de
2-30 segundos (véase figura 2).

La cantidad de proteina utilizada en cada caso
fue determinada mediante una relacion entre la activi-
dad CPO en fase acuosa y la concentracion de protei-
na. De los 250 transformantes evaluados, 165 (65%)
tuvieron actividad en fase organica comparado con los
transformantes del primer ciclo de mutagénesis don-
de tan sdlo el 33% mostrd actividad en fase organica.
Esto puede indicar que en los transformantes del se-
gundo ciclo, una sumatoria en las mutaciones fueron

25
Vmax pumes- 13
Vhif 0E1 [E2
Wmax -1508 1053
/7 0898 0993

Tiempo(MAX)

Figura 2. Cinética de oxidacién de MCD de los transformantes en
medio acuoso.
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favorables para el desarrollo de enzimas mas
hidrofébicas. Los criterios utilizados fueron especifi-
cos para la seleccion de mutantes de la enzima CPO
con hidrofobicidad mejorada, manifiesta en el incre-
mento de la actividad MCD en sistema ternario
microemulsionado (STM) y un decremento de la acti-
vidad MCD en sistema acuoso. De esta manera, fue-
ron seleccionadas las cepas CPO-B1014, CPO-B1015,
CPO-B532, CP0O-B1013 y CPO-B1032 como los me-
jores mutantes del segundo ciclo de mutagénesis en
cuanto a hidrofobicidad se refiere. Con estas cepas
se realizaron las pruebas correspondientes a la fase 2
del proceso de seleccion.

Fase 2

Las cepas preseleccionadas fueron sometidas a un
conjunto de pruebas mas especificas como son: es-
tabilidad, termorresistencia y actividad en concentra-
ciones crecientes de fase organica en el medio.

Estabilidad: Para la determinacion de la esta-
bilidad de las proteinas seleccionadas, se realizaron
ensayos de actividad MCD en STM. Las cinéticas
fueron evaluadas hasta los 3 min. de reaccion. Para
cada mutante se calculé una actividad global en el
periodo (180 segundos) y se compar6 con la activi-
dad en los siguientes intervalos de tiempo: 10-60 s,
40-120 s y 120-170 s. Como criterio de comparacion
se realizaron los mismos ensayos para otros mutantes

Tabla 1. Estabilidad de las proteinas mutantes del
segundo ciclo de mutagénesis.
Muestra Actividad CPO en STM
0-180 s |10- 60 s| 40-120 s| 120-170s
'B-1014 | -81.41 |-144.42 | -110.09 32.37
B-1015 | -195.63 |-210.36 | -169.47 | -137.75
B-532 -34.21 | -91.62 19.54 -50.69
B-1013 | -39.12 | -93.33 | -32.08 87.23
B-1032 | -38.77 |-102.34 -5.25 -36.52
B-1046 | -18.37 | -28.38 -7.80 22.48
B-231 |-104.85 | 5754 | -77.83 -39.79
B-1034 | -69.98 | -28.50 -0.45 59.41
B-421 0.45 | 21.35 123 117
B-412 -17.97 | 27.78 11.87 -43.32
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del segundo ciclo: CPO-B1046, CPO-B231, CPO-
B1034, CPO-B421, CPO-B412. Los resultados apa-
recen en la tabla 1. Los resultados mostraron que las
proteinas mutantes preseleccionadas como las mas
activas en fase organica también fueron mas esta-
bles en este medio comparado con los reportes de
las enzimas del primer ciclo de mutagénesis (Rai et
al., 2001). La proteina nativa tiene una estabilidad de
dos segundos en el STM, mientras que las mejores
mutantes del segundo ciclo mantuvieron su actividad
durante los 180 segundos evaluados.

Termorresistencia: La termorresistencia fue
evaluada como la actividad MCD en medio acuoso
remanente en cada proteina después de su exposi-
cién a una temperatura de 50°C durante diferentes
periodos de tiempo (20, 40, 60 y 80 min.). La
termorresistencia de las proteinas mutantes del pri-
mer ciclo mantuvieron entre el 8% y el 42% de su
actividad, y la CPO nativa mantuvo el 50% de su ac-
tividad. Los mejores resultados fueron obtenidos para
las proteinas del segundo ciclo, CPO-B1015 y CPO-
B532, que mantuvieron el 100% de su actividad (véa-
se figura 3).

150,00

100,00

50,00

0,004

45
532
1013

% Actividad MCD remanente
1014
1015
owT
1441
2734

Mutantes evaluados

Figura 3. Termorresistencia. Porcentaje de actividad MCD
remanente después de 80 min de exposicién a 50°C. Las
proteinas del primer ciclo son la A145,1441 y 2734. Las proteinas
del segundo ciclo son B532,1013,1014 y 1015. WT: corresponde
a la proteina nativa.

Actividad en concentraciones crecientes de
fase organica: Para estimar el efecto del incremento
en la concentracion de la fase organica en el medio
de reaccion, se aumento la concentracién de tolueno
en el medio (STM), de 15% a 25%. Para el andlisis
de los resultados se tomaron tres pendientes de
generacion de producto (oxidacion) medidas en el
intervalo de 0 a 270 s. El incremento de la fase or-
ganica en el medio de reaccién implica condiciones
de reaccidn mas severas, requiriéndose mayor
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hidrofobicidad y estabilidad de las enzimas. Los re-
sultados indican que las enzimas seleccionadas en
el segundo ciclo muestran una alta reactividad en el
medio organico comparadas con las enzimas del pri-
mer ciclo y con la enzima nativa. Estos resultados
deben ser corroborados con el calculo de constan-
tes cataliticas y actividad especifica. Las evaluacio-
nes realizadas hasta el momento indican que los
mejores mutantes del segundo ciclo (CPO B-532,
B-1013, B-1014, B-1015) son entre 80 y 200 veces
mas activas en medio organico que la enzima nati-
va (véase tabla 2).

Estudios similares muestran evidencia de que
un incremento en el nimero de aminoéacidos apelares
en la superficie de las enzimas mejora su desempe-
fio en medios organicos (Arnold et al., 2001). En este
caso, de las sustituciones reportadas para las protei-
nas del primer ciclo, la sustitucion de la Cisteina 29
resulté clave en el incremento de la actividad MCD
en fase organica (Rai et al., 2000). Ahora bien, como
las proteinas del segundo ciclo provienen de la
mutante A-144, se espera que en las proteinas del
segundo ciclo permanezca la mutacion en la Cisteina
29 y ademas presenten algunas sustituciones de
aminoéacidos apolares en la superficie de las enzimas.

Las proteinas del segundo ciclo evaluadas fue-
ron CPO B-532, B-1013, B-11014, B-1015. Las protei-

Tabla 2. Actividad de las proteinas mutantes en STM
con 25% de tolueno.
Muestra| Actividad | Proteina | Actividad
MCD/STM {nM) MC /STW/
Proteina
(nM)
B-145 -52,94 0,91 -58,47
B-532 -39,50 0,31 -128,86
B-1013 -56,93 0,68 -83,72
B-1014 -43,26 042 -102,65
B-1015 -64,30 0,31 -209,80
A-1441 -36,54 10,62 -3,44
A- 2734 517 0,85 6,10
WT 120,00 -0,83

fias del primer ciclo evaluadas fueron CPO A-145, A-
1441y A-2734. La muestra WT es la proteina nativa.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La ingenieria de proteinas busca entender las bases
moleculares e interacciones estructura-funcion, asi
como la creacion de nuevas proteinas para aplicacio-
nes particulares. Son pocos los reportes en la obten-
cion de enzimas con funciones estrictamente nuevas;
la mayoria de estudios se centra en la modificacion y
optimizacion de las funciones existentes en la protei-
na nativa. La enzima Cloroperoxidasa, por su parte,
resulta promisoria para el desarrollo de diversos pro-
cesos hiotecnoldgicos; sin embargo, algunas de sus
propiedades pueden ser modificadas con el fin de
ampliar su espectro de aplicacion. Este estudio mues-
tra que el proceso de evolucién dirigida de la CPO por
EP-PCR es efectivo en la busqueda y desarrollo de
caracteristicas mejoradas de la enzima como son su
estabilidad, hidrofobicidad y termorresistencia. Ensa-
yos complementarios de cada mulante permitiran de-
terminar de manera cuantitativa las variaciones en
estos parametros.

El hecho de que la proporcién de mutantes con
actividad en fase organica fue mayor en el segundo
ciclo de mutagénesis que en el primero, sugiere que
una sumatoria de mutaciones puntuales puede ser
responsable por el desarrollo de las nuevas propieda-
des. Este efecto acumulatorio ha sido verificado en
otras enzimas donde sustituciones puntuales de
aminoécidos no ejercen efecto en el mejoramiento de
su actividad, pero la acumulacion de mdltiples muta-
ciones durante varias generaciones de mutagénesis
aumentaron drasticamente su actividad en medios
orgéanicos (Moore y Arnold, 1996).

En cuanto a la termorresistencia, se determing
gue las proteinas B-1015 y B-532 mantienen el 100%
de su actividad después del tratamiento térmico. La
CPO nativa, por su parte, s6lo mantiene un 50% de
su actividad original, y las proteinas del primer ciclo
mantienen en el mejor de los casos el 40% de su
actividad original (mutante A-2734). En este sentido,
estudios de adaptacion térmica muestran diferencias
en cuanto a secuencia, estructura y funcién de las
enzimas en diferentes ambientes, por lo cual ha sido
dificil asignar cambios especificos en sus secuen-
cias en este tipo de adaptaciones.
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Como complemento, y por la naturaleza del sis-
tema de expresion en C. fumago (Rai et al., 2000; Rai
et al,2001), las proteinas mutadas son coproducidas
con la enzima nativa en una concentracion que puede
alcanzar el 30% de la concentracion de proteina pre-
sente en el producto de fermentacién. Por ello es ne-
cesario realizar estudios complementarios de separa-
cion y caracterizacion de las proteinas mutadas
utilizando cromatografia de exclusién, asi como rea-
lizar la secuenciacién de los genes mutados con el
fin de identificar los residuos importantes en el desa-
rrollo de la termorresistencia e hidrofobicidad de la
enzima Cloroperoxidasa.
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