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Introduccion. Las peroxidasas son oxidoreductasas que
catalizan la reaccién entre H,O, y varios compuestos
reductores. Las peroxidasas de plantas pertenecen a la
clase lll, y se usan ampliamente en sintesis organica,
tratamiento de aguas residuales, ensayos
quimioluminiscentes e incluso en terapia contra el cancer
(1). El nabo (Brassica napus) es una buena fuente de
peroxidasas y nuestro grupo ha caracterizado diferentes
isoenzimas, algunas de la cuales son capaces de
polimerizar compuestos fendlicos de aguas residuales
facilitando su remocién, ya sea en forma nativa o
modificadas quimicamente (2).

El objetivo de este trabajo fue la construccion de un
sistema de expresién del gen que codifica para una
isoperoxidasa de nabo usando E. coli Rosetta, asi como
su purificacion para obtener la proteina recombinante.

Metodologia. El fragmento que codifica para una
isoperoxidasa de nabo (NCBI No. AY423440) se clond en
el vector de expresion bacteriano pET-28a(+), el cual
contiene una secuencia que codifica para una cola de
histidinas en el extremo amino de la proteina. La proteina
de fusion se expres6 en E. coli Rosetta y se purificd
mediante cromatografia de afinidad a niquel inmovilizado
(IMAC). Las fracciones eluidas de la columna (0.5 mL) se
recolectaron y se graficd su absorbancia a 280 nm (Azso)
contra el volumen. La pureza de la proteina se analizd

mediante SDS-PAGE y se realiz6 un analisis
densitométrico de la proteina purificada (Fig. 1).
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Fig. 1. Estrategia general para la expresion de una isoperoxidasa de
nabo recombinante.

Resultados. La proteina de fusién se solubilizé de
cuerpos de inclusion con urea 8 M (carril 1, Fig 2). La
peroxidasa solubilizada se inyecté en una columna de
afinidad a niquel y se lavé con quince volimenes de
columna, sin que se observara pérdida de la proteina de
interés (carril 2). La elucion se observa en diferentes

fracciones (F) siendo las 2 y 3 las mas concentradas (Fig
2). En la grafica de Ay de cada fraccion contra el
volumen se observa un pico de elucion cuyo maximo
corresponde a F2 (Fig 3.).
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Fig. 2. Perfil electroforético del proceso de purificacion de la peroxidasa
recombinante. Carriles: 1, cuerpos de inclusion solubilizados; 2, primer
lavado de la columna; 3-6, fracciones (F1-F4) eluidas de la columna de
afinidad.

El analisis densitométrico de la proteina purificada indicé
una pureza del 94% obtenido en un solo paso de
purificacion y con un rendimiento de 29 mg/L de cultivo.
Este valor de rendimiento es 337 veces mayor que el
obtenido para la peroxidasa de rabano picante (HRP)
recombinante expresada en E. coli (3).
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Fig. 3. Grafica de absorbancia de las fracciones eluidas contra
volumen. F1-F4 corresponden a las fracciones del gel de la Fig 2.

Conclusiones. Se logré la expresion y purificacion de
una isoperoxidasa de nabo recombinante mediante IMAC
con una pureza aproximada del 94%.
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