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Introduccion. Las peroxidasas son enzimas con un gran
potencial en diversos campos, desde el ambiental hasta el de
quimica fina. Por su alto potencial redox y la utilizacién de
peréxido de hidrogeno como agente oxidante amigable para
el ambiente, existe gran interés en desarrollar aplicaciones
industriales basadas en estas enzimas [1]. Sin embargo, las
peroxidasas son inactivadas en presencia del perdxido, que
actlia como co-sustrato. Esta inactivacién depende del propio
mecanismo de reaccion de la enzima [2]. Por tanto, la
estabilidad de las peroxidasas debe ser mejorada con el fin
de desarrollar aplicaciones comercialmente atractivas.

El objetivo del trabajo es contribuir a la comprension del
mecanismo de inactivacion de las peroxidasas. En particular,
se estudia el papel que juegan los residuos oxidables, como
los triptofanos, en el proceso de ianctivacion de la
cloroperoxidasa (CPO) de C. fumago, una de las peroxidasas
mas versatiles y eficientes que se conocen.

Metodologia. La CPO purificada se incubd en presencia de
H,0,, adicionado en dosis sucesivas. La actividad residual se
siguid  espectrofotométricamente. La enzima control y
tratada con peroxido se lavo, concentrd y digirio con tripsina
y los péptidos fueron separados por HPLC. La identidad de
estos péptidos se llevo a cabo por espectrometria de masas
(EM). Adicionalmente, se llevaron a cabo analisis similares
de la CPO modificada quimicamente en los triptofanos con
N-bromosuccinimida (NBS).

Resultados y discusién. La actividad catalasa que muestra
la CPO la protege en cierta medida contra la inactivacion por
peréxido. La actividad residual de la CPO disminuye
gradualmente con adiciones sucesivas de peroxido de
hidrégeno. El nimero de moléculas de peroxido necesarias
para inactivar a la enzima en un 50% (CI50%) es de aprox.
21,000 (Fig. 1A).
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Fig. 1. A) Actividad residual en presencia de H,O, B) Estructura
3D de la CPO, mostrando el triptofano 172 conectado al hemo

El analisis por HPLC y EM revel6 una oxidacion por dos
atomos de oxigeno en el péptido que contiene al triptofano
127 (Fig. 2). Este residuo se encuentra conectado mediante
la cadena polipeptidica a un residuo catalitico,. el acido
glutdmico 183, que participa en la activacion heterolitica del
peréxido en el sitio activo (Fig 1B). La modificacion
quimica de los triptofanos de la cloroperoxidasa produjo una
enzima con una actividad especifica igual a la de la enzima
nativa. Sin embargo, el CI50% de la enzima modificada
disminuy6 drasticamente hasta 14,500 (Fig. 1A), lo cual
indica que la enzima es menos estable al no estar disponibles
los electrones de los residuos triptofano.
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Fig. 2. Analisis por HPLC de digestion triptica de CPO control y
expuesta a inactivacion por perdxido de hidrégeno

Conclusiones. Hipotetizamos que los residuos de triptofano
en la cloroperoxidasa, en particular el triptofano 127, podrian
actuar como residuos donadores de electrones que protegen a
la enzima de la inactivacién por peroxido. Estas fuentes de
electrones “silenciosas” (es decir, no esenciales para la
actividad) podrian encontrarse en otras peroxidasas. De ser
asi, podrian constituir un mecanismo endogeno de proteccion
para las enzimas Se planea estudiar a fondo esta hipotesis y
estudiar el papel de este tipo de residuos en otras peroxidasas
fungales.
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