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Introduccion. Los hongos de la pudricién blanca cuentan
con una bateria de enzimas extracelulares oxidativas que les
permite degradar a la lignina. Dentro de estas enzimas, las
mejor caracterizadas son la lignino peroxidasa (LiP) y la
manganeso  peroxidasa (MnP) de Phanerochaete
chrysosporium La MnP requiere la presencia de Mn(ll), el
cual actita como un intermediario oxidante. La LiP no
requiere la presencia de Mn(ll) y cataliza directamente la
oxidacion del sustrato mediante un mecanismo de radicales
libres. Recientemente se purific6 una nueva enzima
proveniente de Bjerkandera adusta y Pleurotuseryngii que
presenta actividad tanto de LiP como de MnP. La literatura
sugiere que el mecanismo podria involucra un radical libre
sobre laproteina (1).

El objetivo de este trabajo es investigar el mecanismo de
reaccion de una nueva enzima con potencial biotecnol dgico
mediante el uso de técnicas espectroscépicas.

Metodologia. La enzima producida por Bjerkandera adusta
fue purificada y caracterizada espectroscépicamente por UV-
Visy EPR, en presencia y ausencia de H,O,. Con € fin de
determinar la localizacion del radica se redizd una
modificacién quimica sobre los triptofanos de la proteina con
N-bromosuccinimida. La actividad de la enzima nativa y

modificada fue monitoreada espectrof otométricamente.

Resultados y discusion. La peroxidasa hibrida de B. adusta
presenta actividad dependiente e independiente de Mn(l1).
De manera similar a la LiP, la reaccion con hidrogquinona en
ausencia de Mn(l1) es mas rgpida a pH mas acido. Aunque la
peroxidasa hibrida cataliza tanto la reaccion clasica de MnP
con Mn(Il) como la de LiP con acohol veratrilico, es mas
eficiente paraoxidar a Mn(ll) (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad de la peroxidasa hibrida con sustratos clasicos

Sustrato pH [ Velocidad inicial (min™)
Hidroquinona 3 16.4+ 0.8
Hidroguinona 5 45+0.2
Alcohol veratrilico 4 263+ 13

Mn (I1) 45 2487 + 142

En presencia de H,O, se detectd la presencia de un radical
sobre la proteina. El espectro de este radical a 120 K se
muestra en la Figura 1. Este espectro es similar a de un
radical libre centrado en triptofano (2). Con el fin de
investigar €l papel de éstos en la actividad de la enzima, se
realiz6 sobre la peroxidasa hibrida una modificacién
quimica, especifica para estos aminoéacidos.
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Fig. 1. Espectro EPR del radical centrado sobre la peroxidasa
hibridaa pH 5y 120 K, en presencia de H,0,

La actividad dependiente de Mn(Il) sufre una reduccion del
45% después de la modificacion quimica, mientras que la
actividad independiente de Mn(l1) se reduce en un 85%. Por
otro lado, el radical libre ya no se detecta en la enzima
modificada. La fluorescencia de la peroxidasa modificada se
reduce en un 60%, lo que sugiere que puede haber ocurrido
una modificacion en triptofanos superficiales. Segun la
literatura, el mecanismo de la LiP involucra varios sitios de
union al sustrato. Aparentemente, uno de estos sitios es un
triptofano superficial en el cual se ha detectado la formacion
deunradica (3).

Conclusiones. Aungue ain no se conoce la estructura
tridimensional de la nueva peroxidasa hibrida, los resultados
obtenidos en este trabajo (4) en conjunto con otros reportes
permiten suponer que esta nueva enzima es un verdadero
hibrido que posee dos mecanismos de reaccion para oxidar a
los sustratos. En presencia de Mn(l1), la enzima sigue €l

mecanismo clasico de la MnP. En ausencia de Mn(ll), la
peroxidasa hibrida se comporta como LiP transfiriendo
electrones a través de la proteina, presumiblemente mediante
un triptofano superficia en el cua seformaun radical libre.
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