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Introduccién. El hongo Bjerkandera adusta es capaz de
degradar la lignina y una amplia variedad de xenobidticos,
entre ellos, los hidrocarburos poliaromaticos (HPAS). La
transformacion de los xenobidticos se Ileva a cabo en €
medio extracelular. El sistema ligninolitico de B. adusta esta
formado por una bateria de enzimas extracelulares que
incluyen lacasas, oxigenasas y peroxidasas. Entre las
peroxidasas se encuentra la lignino peroxidasa (LiP), capaz
de oxidar compuestos arométicos de elevado potencial redox
directamente, la manganeso peroxidasa (MnP), que requiere
Mn*? para completar su ciclo catalitico, y la peroxidasa
versétil (PV), con actividades de tipo LiPy MnP (2).

El propdsito de este trabgjo fue estudiar el efecto de la
modificacién quimica ex-situ de los grupos carboxilos del
grupo hemo, en la actividad catalitica de PV.

M etodologia. El disefio experimental incluyo la extraccion
del grupo prostético de la enzima con el método de la
acetona acida (2), la adicion de grupos funcionales a los
propionatos del cloruro de hemina, mediante la quimicade la
carbodiimida (3) y la regeneracién de la holoenzima de PV.
Los grupos funcionales acoplados a la hemina fueron el
metilo (MET), polietilenglicol (PEG), p-nitro bencil alcohol
(PAB) y p-amino bencil acohol (PAB). Se aobtuvieron las
constantes cinéticas del Mn*?, peréxido de hidrégeno (H,0,)
y acohol veratrilico (AV) de PV nativa y modificada
Ademés, se midi6é la oxidacion de cuatro HPAs, con las
preparaciones enziméticas y en ausencia de iones manganeso
(4). Los HPAs utilizados fueron € 9-metilantraceno,
antraceno, pireno y fenantreno.

Resultados y discusion. Los hemos modificados se
cromatografiaron en una columna de silica gel para separar
las fracciones modificadas de las no modificadas. espectros
de infrarrojo se observaron diferencias en la region del
carbonilo de las heminas modificadas, indicativo de la
modificacién de los grupos carboxilos de |os propionatos. El
grupo hemo se escindié de la PV con el método de la acetona
acida. El grado de remocion del grupo hemo (>98%) se
confirmé mediante el monitoreo de la disminucion de la
banda Soret a 407 nm y la actividad especifica de la
apoenzima. La insercién del hemo dentro de la apoPV
resulta evidente en los espectros de UV/Vis (Fig. 1). Los
espectros de absorcion de PV con € grupo hemo modificado
presentan un maximo de absorcion en relacion a la enzima
nativa, ligeramente desplazado hacia €l rojo. Indicativo de
una alteracion del ambiente del sitio activo de la proteina.
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Figura 1. Espectro de absorcion de las preparaciones de PV.

Cuadro 1. Parametros cinéticos de PV y sus modificaciones.

Mn*2 H,0, AV
Kwm Keat Kwm Keat K Keat
M) (min) M)  (minh)  @M)  (minY)
PV nativa 100 3540 11 4340 3970 605
PVhemina 55 2900 15 3210 4970 440

PVhemoMET 95 2480 17 3300 3100 315

PVhemoPEG 320 1290 18 1480 2090 130

PVhemoPAB 140 640 11 800 2350 85

PVhemoPNB 160 460 20 560 3010 60

Conclusiones. La modificacién de los grupos carboxilos del
grupo hemo provoca una leve disminucién de la actividad
catalitica y virtualmente, no afecta la constante de afinidad
por los substratos de las actividades de tipo MnP y LiP, con
respecto a PV nativa. Ademas, las preparaciones de PV
modificadas oxidaron los HPAs en la misma proporcion que
laenzima nativa.
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