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Introduccion. La mayoria de las peroxidasas de plantas son
glicoproteinas, donde la porcion glicosidica contribuye hasta
con un 26% del peso molecular total. Normamente los
oligosacaridos estan unidos por enlace N-glicosidico a la
cadena polipeptidica (1). Los carbohidratos en union covalente
con la proteina pueden tener un papel fundamental en la
modulacién de las propiedades fisicoquimicas y actividad
biolégica. Aun cuando la naturaleza glicoproteica de las
peroxidasas de plantas ya es conocida, muy poco se sabe de la
funcionalidad delos carbohidratos unidos aellas.

En este trabajo se investigd la posible funcion de las cadenas
de carbohidratos unidos covalentemente a una isoperoxidasa
de nabo.

Metodologia. La peroxidasa se purificé mediante precipitacion
con acetona, cromatografias de intercambio anidnico y de
hidrofobicidad (2). La actividad de peroxidasa se determiné
utilizando ABTS como cromogeno (3). Los carbohidratos
unidos a la cadena polipeptidica se eliminaron por oxidacion
con metaperyodato de sodio. El efecto de la eliminacion de
carbohidratos se determind evaluando los cambios en
estabilidad contra factores como temperatura, proteasas,
peroxido de hidrégeno y constantes cinéticas. El efecto en la
estructura secundaria se evalué usando un equipo Jasco J-715
dedicrosimo circular.

Resultados y Discusién. El tratamiento con peryodato redujo
sustancialmente la actividad de la enzima, acanzando un
maximo de pérdida de actividad de 40% a las 6 h. Esto sugiere
gue la cadena intacta de carbohidratos es necesaria para la
actividad enzimética. La peroxidasa nativa fue resistente al

ataque de proteasas después de 6 h de incubacion, mientras que
la enzima desglicosilada después de someterla a mismo
tratamiento, mostré una pérdida de la actividad retenida
después de la desglicosilacién del 70%. La velocidad de
inactivacién térmica fue mayor en la enzima desglicosilada que
en la enzima nativa (Fig. 1). La diminacion de los
carbohidratos resulté en una inhibicion por peroxido de
hidrégeno a concentraciones méas bagas en la enzima
desglicosilada que en la nativa, El valor de Km parala enzima
desglicosilada fue mas bagjo (50 i) que el de la enzima nativa
(76 mM), indicando que la remocion de los carbohidratos
facilita el acceso del sustrato a sitio activo de la enzima. La
eliminacién de los carbohidratos no produjo modificaciones en
la estructura secundaria determinada por dicroismo circular
(Fig. 2).

Conclusiones. Aparentemente |os carbohidratos unidos a
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Figura 1. Velocidad de inactivacién térmica de la peroxidasa de
nabo nativa y desglicosilada.
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Figura 2. Estructura secundaria de la peroxidasa de nabo
nativa y desglicosilada.

una isoperoxidasa de nabo tienen una funcién protectora,
debido a que incrementaron la estabilidad contra factores tales
como HO,, temperatura y proteasas, ademéas de afectar la
actividad catalitica interfiriendo el acceso del sustrato al sitio
activo.
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