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Introduccién. Las peroxigenasas inespecificas (UPO)
son proteinas hemo-tiolato exclusivas de hongos,
capaces de catalizar la transferencia de oxigeno del
peréxido de hidrégeno a una gran diversidad de
moléculas organicas (1), incluyendo los hidrocarburos
policiclicos aroméaticos (PAH) (2). Estas enzimas tienen
un gran potencial biotecnoloégico, ya que tienen
requerimientos simples —y ambientalmente amigables—
de reaccion. Las UPO tienen un canal de acceso del
sustrato desde el seno de la solucién hasta el grupo
hemo, donde ocurre la transferencia de oxigeno (Figura
1). Uno de los factores moleculares que determinan la
capacidad oxidante de las UPO es la forma, tamafio y
composicion de este canal (3,4).

En este trabajo, combinamos herramientas tedrico-
computacionales con mutagénesis sitio-dirigida para
estudiar el papel de residuos especificos en la
modulacién de la actividad de una UPO con PAH.
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Figura 1. Canal de acceso de la UPO (variante PaDa-). El grupo hemo
se sefiala en rojo y los residuos Phe76 y Phel191 —seleccionados para
la mutagénesis sitio-dirigida— se marcan en naranja.

Metodologia. Se realizaron estudios de dindmica
molecular (MD) de la variante PaDa-l de la UPO de
Agrocybe aegerita (5) y de las mutantes F76A, F76L y
F191A, asi como acoplamientos moleculares (Mdock)
con los PAH naftaleno, antraceno y fenantreno. Las
variantes se expresaron heter6logamente en S.
cerevisiae, se purificaron y caracterizaron cinéticamente
con sustratos estandar de actividad peroxigenasa y se
determind el nimero de recambio total (TTN) con los
PAH mencionados.

Resultados. Mediante una inspeccion visual de la
estructura de la UPO (PaDa-l) se identificaron dos
residuos de Phe que estan orientados hacia el interior del
canal de acceso del sustrato. En la MD, la Phe76 tiene
poco movimiento y podria participar Unicamente
confiriéndole forma al canal, mientras que la Phel91
tiene una naturaleza mas dindmica y podria modular el
acceso de los sustratos. Los MDock indican que la
variante F76L tiene una mejor interaccion con los
sustratos, ya que tiene una cadena lateral menos
voluminosa en esa posicién pero no tan pequefia como la
variante F76A, en la que se observa una nueva cavidad
gue podria ser un sitio de interaccion que compite con la
cavidad donde se encuentra el hemo.

Las variantes mostraron una eficiencia catalitica entre 3-4
veces mayor que la enzima parental con naftaleno. De
acuerdo con los TTN para naftaleno, antraceno y
fenantreno, la eficiencia esta relacionada con el tamafio y
complejidad de los sustratos. Asi, a mayor tamafio de
sustrato el TTN disminuye y solo se observaron
diferencias significativas entre las variantes en el caso
del antraceno, donde la variante F76L presenté una
mejoria de ~150% con respecto a la enzima parental.

Conclusiones. Mediante una estrategia de ingenieria de
proteinas, combinando herramientas computacionales y
experimentales, fue posible obtener variantes mejoradas
de un biocatalizador capaz de hidroxilar compuestos de
naturaleza poliaromatica.
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