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ACRONIMOS/SIMBOLOS

AHz2: notacion genérica del sustrato reductor en la reaccion catalizada por peroxidasa
4-AAP: 4-Aminoantipirina

APX: Ascorbato peroxidasa

BP1: Barley Peroxidase (Peroxidasa de cebada)

CcP: Citocromo c peroxidasa

CD: Circular Dichroism (Dicroismo circular)

CLEAs: Carrier-bound cross linked enzymes aggregates (Agregados enzimaticos
mediante entrecruzamiento)

CMP: Peroxidasa de escoba blanca (Cytisus multiflorus peroxidase)

Col, Coll y Colll: Intermedios del ciclo catalitico de una peroxidasa

CPO: Cloroperoxidasa

CRDO: Consejo Regulador de la Denominacion de Origen

CuZn-SOD: Cu-Zn superéxido dismutasa

DER: Desviacion Estandar Relativa

DSC: Differential Scaning Calorimetry (Calorimetria diferencial de barrido)

Ea: Energia de activacion

ELISA: Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay (ensayo por inmunoadsocion ligado a
enzimas)

EPR: Resonancia paramagnética electronica

FAD: Flavin adenin dinucle6tido o dinucledtido de flavina y adenina

FMN: Flavin mononucle6tido o riboflavina-5"-fosfato

GHS-Px: Glutatién peroxidasa

GuHCI: Clorhidrato de guanidina

HIC: Hydrophobic Interaction Chromatography (Cromatografia deinteraccion Hidrofébica)
HRGPs: Proteinas ricas en hidroxiprolina

HRP: Peroxidasa de rabano picante

IAA: Acido indol-3-acético

IEC: lonic Exchange Chromatography (Cromatografia de inercambio ionico)

IGP: Indicacion geografica protegida

LiP: Lignina peroxidasa

LPP: Lentil Plant Peroxidase (Peroxidasa de lenteja)



MnP: Manganeso peroxidasa

NADH: Nicotinamida adenina dinucle6tido en su forma reducida
NBD-CI: 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

OPA: O-ftaldehido

PEG: Polietilenglicol

pl: Punto isoeléctrico

PNCL: Plan Nacional para la calidad de las legumbres

PNP: Peanut Peroxidase (Peroxidasa de cacahuete)

POX: Peroxidasas

PPD: Dominio polifenolico

PSA: Prostate Specific Antigen (Antigeno prostatico especifico)
PVP: polivinilpirrolidona

Rz: Factor de Reinheitzahl o nimero de pureza

SBP: Soybean Peroxidase (Peroxidasa de soja)

SDS: Dodecilsulfato sodico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SEC: Size Exclusion Chromatography (Cromatografia de exclusion molecular)
SO: Sarcosina oxidasa

TBHBA: Acido 2,4,6-triiodo-3-hidroxibenzoico

TMB: 3, 3", 5,5 -Tetrametilbencidina

U: Unidades de actividad enzimatica

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
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CONTEXTO Y OBJETIVOS GENERALES

El presente trabajo forma parte de dos proyectos con titulos: “Screening,
extraccion y purificacion de peroxidasas de residuos agricolas verdes: caracterizaciony
evaluacion de algunas de sus aplicaciones biotecnoldgicas Yl y “Purificacion,
caracterizacion y aplicaciones biotecnoldgicas de una nueva y versatil peroxidasa de
escoba blanca (Cytisus multiflorus), un arbusto leguminoso abundante y endémico de
Castilla y Leon @ que se han llevado a cabo en los Departamentos de Quimica Fisica,
Bioquimica y Biologia Molecular y Quimica Analitica, Nutricion y Bromatologia de la
Universidad de Salamanca, con la financiacion de la Consejeria de Educacion de la Junta
de Castilla y Ledn y del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castillay Ledn (ITACYL).

Tal como reflejan los titulos mencionados, la finalidad esencial del proyecto
global ha sido la basqueda de nuevas fuentes de peroxidasas entre residuos vegetales de
origen agricola y el aislamiento, caracterizacion y aplicaciones de las peroxidasas
encontradas en las fuentes mas ricas en estas enzimas.

El interés de esta investigacion puede resumirse en dos aspectos fundamentales.
Por un lado, las nuevas peroxidasas pueden ser una alternativa a la peroxidasa de rabano
picante (HRP), producto practicamente exclusivo en el mercado de las aplicaciones
biotecnoldgicas con peroxidasas, a pesar de presentar algunos problemas de estabilidad e
inactivacion. Por otro lado, los residuos vegetales supondrian una fuente de peroxidasas
barata y sostenible que proporcionaria un valor afiadido a las préacticas agricolas.

Los trabajos preliminares de esta linea de investigacion se orientaron a medir y
comparar la actividad peroxidasa de diferentes residuos vegetales de origen agricola,
limitando el estudio a algunas zonas de la provincia de Salamanca, en la Comunidad
Auténoma de Castilla y Leon. Entre todos los residuos investigados, la mayor y mas
estable actividad peroxidasa se encontrd en las plantas de lenteja de la Armufia (Lens
Culinaris Medikus) y en las de escoba blanca (Cytisus multiflorus) F.

Los trabajos que constituyen la presente Tesis Doctoral tienen como objeto la
investigacion y estudio de diferentes aspectos de las peroxidasas de estas dos plantas que
se han denominado “peroxidasa de planta de lenteja” (LPP, por lentil plant peroxidase)

y “peroxidasa de Cytisus multiflorus” (CMP, por Cytisus multiflorus peroxidase).
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Asi, en el Capitulo | se demuestra la aplicabilidad de los extractos vegetales con
actividad peroxidasa (sin necesidad de aislar ni purificar la enzima) en analisis
bioquimico, concretamente para el desarrollo de métodos enzimaticos basados en
reacciones en las que se produce o consume perdxido de hidrégeno. En este sentido se
utiliza el extracto crudo de la planta de lenteja aplicado a la determinacion del nivel de
sarcosina en orina, pardmetro éste que ha generado cierta polémica en los Gltimos cinco

afios por su aparente relacion con el diagnostico precoz del cancer de prostata.

Dado que la mayoria de las aplicaciones conocidas de las peroxidasas se llevan
a cabo con enzimas puras, en el Capitulo Il se estudia y optimiza el proceso de
extraccion, aislamiento y purificacion de peroxidasas vegetales, concretamente de la

peroxidasa de la planta de escoba blanca.

Finalmente, puesto que las caracteristicas cinéticas y de estabilidad de las
peroxidasas pueden ser determinantes de sus potenciales aplicaciones biotecnoldgicas, en
el Capitulo 111 se lleva a cabo la caracterizacion de la peroxidasa de escoba blanca o
peroxidasa de Cytisus multiflorus (CMP), una vez aislada y purificada segun el
procedimiento propuesto en el Capitulo I1.

La mayor parte de los resultados expuestos en la presente Memoria han sido

publicados en los trabajos que se muestran en los Anexos.
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INTRODUCCION GENERAL: PEROXIDASAS
1. CARACTERISTICAS GENERALES Y CLASIFICACION

Las peroxidasas (POX, EC 1.11.1. ) son un tipo de enzimas oxidorreductasas
ampliamente distribuidas en los reinos animal y vegetal, en hongos, bacterias y algas. De
forma mas concreta, el término peroxidasa se refiere a enzimas que catalizan reacciones
de oxidacion-reduccion entre un peroxido (generalmente H20) y un agente reductor 41,

Las peroxidasas pueden ser clasificadas atendiendo a diferentes criterios. Uno
de los criterios es la presencia 0 ausencia de un metal en el centro activo. Aunque la mayor
parte de las peroxidasas contiene algun a&tomo metalico en su centro activo, existen
peroxidasas aisladas de bacterias que carecen de cationes metalicos en su estructura [°1,
Dentro de aquéllas con cationes metalicos, Smith y Veitch realizaron una clasificacién en
dos grandes grupos, dependiendo de si contienen 0 no un grupo hemo [

e Peroxidasas con grupo hemo: denominadas también hemoperoxidasas.
Dentro de ellas existen a su vez dos tipos de enzimas: unas con un solo grupo
hemo, encontradas en mamiferos y plantas, y otras con dos grupos hemo como
es el caso de la cloroperoxidasa (CPO, EC 1.11.1.10).

e Peroxidasas sin grupo hemo: destacan entre ellas las que contienen vanadio
como las haloperoxidasas, ampliamente distribuidas en algas y las que

contienen selenio como la glutation peroxidasa (GHS-Px, EC 1.11.1.9).

Por otro lado, existe una clasificacion mas amplia atendiendo a aspectos

estructurales y cataliticos. Segun este criterio, se tienen tres superfamilias de peroxidasas:

e Superfamilia de las peroxidasas animales ['l: todas ellas son enzimas
formadas por varias subunidades. Entre estas enzimas han sido caracterizadas
la eosinofilo peroxidasa 1y la prostaglandina sintetasa Hz (EC 1.14.99.1) [,
La glutatién peroxidasa (EC 1.11.1.9) ha sido incluida en la categoria de
peroxidasas animales, aunque su actividad se ha detectado también en

plantas®l,
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e Superfamilia de las catalasas (EC 1.11.1.6): consideradas dentro del grupo
de las peroxidasas debido a que poseen un grupo hemo y catalizan reacciones

similares a las peroxidasas. Todas ellas son tetraméricas.

e Superfamilia de las peroxidasas bacterianas, fungicas y de plantas: sus
componentes presentan el mismo plegamiento y estdn evolutivamente
relacionados 11, Esta Giltima familia se puede subdividir en tres clases en base
a su estructura primaria [2I:

- Clase I. Peroxidasas de origen procariota.

Son peroxidasas intracelulares en plantas y bacterias. Carecen en su
estructura de puentes disulfuro, carbohidratos e iones Ca?*. Ejemplos de este
tipo de peroxidasas son la ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) y la
citocromo ¢ peroxidasa (CcP, EC 1.11.1.5), una proteina soluble que participa
en la cadena de transporte de electrones mitocondrial cuando la citocromo ¢

oxidasa respiratoria esta inhibida [*3l,

- Clase Il. Peroxidasas fungicas.

Engloba proteinas de secrecion como la lignina peroxidasa (LiP, EC
1.11.1.14) y la manganeso peroxidasa (MnP, EC1.11.1.13) producidas por
hongos ligninoliticos ', Salvo alguna excepcion todas las peroxidasas de esta
clase presentan cuatro puentes disulfuro conservados que dotan de elevada
rigidez a la estructura. Ademas contienen dos iones Ca?* y un porcentaje medio

de carbohidratos en torno al 5%.

- Clase Il1. Peroxidasas de secrecidn en plantas.

Estas proteinas (EC 1.11.1.7) al igual que las de la Clase Il, son
glicoproteinas con dos iones Ca?* estructurales y cuatro puentes disulfuro
conservados. El porcentaje de glicosilacién es elevado (5-25 %). En esta clase
de peroxidasas se encuentra la mas utilizada comercialmente, la peroxidasa de
rabano picante (HRP). También se han aislado y estudiado peroxidasas de
plantas tales como tomate, soja, cebada, tabaco y varias especies de palmeras,
entre otras. Generalmente este tipo de peroxidasas son secretadas al medio

extracelular; por ello se denominan también peroxidasas de secrecion.
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2. REACCIONES CATALIZADAS POR PEROXIDASAS

La reaccion clésica catalizada por las peroxidasas es la deshidrogenacion
oxidativa [*%, Esta reaccion esta basada en una transferencia monoelectronica entre un
radical m oxo-hierro(IV)porfirina y una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos
con peroxido de hidrégeno, hidroperoxidos organicos, perécidos o incluso Oxidos
inorganicos. Un ejemplo de este tipo de reaccion es la polimerizacion de fenol o anilina

(RH) en un mecanismo a través de radicales libres [*1:

2RH+H:0, — X+ 2R +2H,0 —R-R [R-1]

La transferencia de oxigeno es otro tipo de reaccién catalizada por peroxidasas
y de gran interés desde el punto de su aplicacién en sintesis organica. Esta reaccion de
oxidacion es muy similar a la catalizada por enzimas monooxigenasas como la citocromo
P450, incluyendo ambas una oxidacion de heteroatomos, epoxidacion y oxidacion de
enlaces C-H [1"]:

RH + H20.— 2% ROH + H,0 [R-2]

La actividad catalasa se describe como la descomposicion del perdxido de
hidrégeno para formar H2O, pudiendo también expresarse de forma genérica para

cualquier peroxido:

H,0; 2%+ H,0+% 0, [R-3]
2ROOH-L2X . 2 ROH + 0> [R-4]

Dos tipos de enzimas pueden catalizar este tipo de reacciones de
descomposicion: las peroxidasas y las catalasas. De entre todas las peroxidasas estudiadas

hasta la fecha, la cloroperoxidasa (CPO) es la que exhibe una mayor actividad catalasa
[18]

Por dltimo, las haloperoxidasas catalizan la reaccion de halogenacion

peroxidativa de sustratos organicos:
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RH + H20z + H* + X ——RX + 2 H,0 [R-5]

Esta reaccion esta también catalizada por vanadio peroxidasas y otras enzimas que
carecen de grupo hemo %29 |_a cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago es la enzima

que posee una mayor actividad haloperoxidasa 2.

3. SUPERFAMILIA DE LAS PEROXIDASAS DE PLANTAS

3.1.  Localizacion tisular y celular. Polimorfismo

Las peroxidasas vegetales de Clase Il estan codificadas por una gran familia
multigénica ™!, mostrando un alto grado de polimorfismo. La totalidad de genes que
codifican las peroxidasas de Clase 11y 11l presentan secuencias en el extremo N-terminal
que codifican un péptido sefial. Las peroxidasas de Clase I, en cambio, carecen de péptido
sefial. Estos péptidos sefial dirigen a las peroxidasas hasta el espacio extracelular
siguiendo una ruta que comienza en el reticulo endoplasmatico donde se forman los
puentes disulfuro en un plegamiento cotraduccional 2 y se unen dos cationes calcio que
estabilizan la estructura de la apoperoxidasa resultante. Posteriormente, tiene lugar un
procesamiento adicional de los carbohidratos en el aparato de Golgi, después del cual las
peroxidasas en la mayor parte de los casos son secretadas. Se encuentran también
peroxidasas localizadas en tejidos meristematicos 231, en las células epidérmicas 241 y
vasculares %1, En todos estos tejidos las peroxidasas estan localizadas tanto en las paredes

celulares como en las vacuolas [2°,

La evolucion de una familia multigénica puede estar relacionada con el aumento
de complejidad en las plantas y con la diversificacion de biotopos y patoégenos 1. En
Arabidopsis thaliana se han usado 73 genes para determinar relaciones filogenéticas entre
las peroxidasas del reino vegetal 281,

De acuerdo con su punto isoeléctrico (pl), las isoenzimas de las peroxidasas se
clasifican en acidas (pl < 7), moderadamente bésicas (7.0 < pl < 9.0) o fuertemente
basicas (pl >9) [?° 30 Estas distintas isoenzimas muestran una diferente localizacion

celular, pero similar especificidad por sustrato. Todas ellas se encuentran en la pared
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celular, pero en las vacuolas solo se han encontrado peroxidasas fuertemente basicas 4.
Esto hace pensar que las peroxidasas bésicas estan relacionadas con procesos llevados a
cabo integramente en las vacuolas como la biosintesis de fenoles y alcaloides B!, mientras

que ambas, peroxidasas acidas y basicas, estan implicadas en la biosintesis de lignina.

3.2. Caracteristicas estructurales

La primera peroxidasa cuya estructura fue analizada mediante difraccion de
rayos-X fue la CcP 21 y se convirti6 en la base para el anélisis estructural asi como de
las propiedades y funciones del resto de peroxidasas que han sido aisladas y cristalizadas
posteriormente.

En las tres Clases de peroxidasas (bacterianas, fungicas y de plantas) se conserva
la organizacion de la estructura secundaria. En todas ellas existe un plegamiento
fundamentalmente helicoidal %, estando compuestas por 10-11 a-hélices unidas sin
apenas estructuras 3. Se conserva también en todas ellas la existencia de dos dominios
estructurales (distal y proximal) unidos por un puente de hidrégeno.

Los sitios de union de los dos iones calcio en las peroxidasas de Clase Il y Clase
I11 estan altamente conservados, encontrandose cada uno de ellos en un dominio y estando
el i6n calcio del dominio proximal méas fuertemente unido. Ambos iones parecen estar
intimamente relacionados con la actividad catalitica de la enzima. En algunas peroxidasas
como la peroxidasa cationica de cacahuete (CPRXx), al llevar a cabo la eliminacién de los
cationes calcio se produce una reduccion de la actividad catalitica de un 50% B4, En el
caso de la eliminacién de dichos cationes en la estructura de la MnP de P. chrysosporium

se produce la inhibicién total de la enzima.

El grupo prostético caracteristico y constituyente del centro activo de la enzima
es un grupo hemo (protoporfirina 1X) pentacoordinado denominado también grupo hemo
b (Figura 1). En dicho grupo, la sexta posicion de coordinacion esta vacia y es alli donde
tienen lugar las reacciones de la peroxidasa [*. La quinta posicion de coordinacion esta
ocupada por el imidazol de una histidina y las otras cuatro posiciones restantes estan
ocupadas por 4 nitrogenos pirrolicos.

La cavidad proximal del grupo hemo presenta dos residuos invariables en todas

las peroxidasas de plantas: una histidina axial y un aspartato, situados en la hélice Fy H
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respectivamente (%1, En el lado proximal se puede observar también un residuo aromatico
que varia en las tres clases de peroxidasa. En la Clase Il y Clase Il se trata de una
fenilalanina y en las peroxidasas de Clase | es un triptofano, susceptible de ser oxidado

por el radical cationico del grupo hemo.

Figura 1. Grupo hemo tipo b con Fe ligado a los nitrégenos pirrélicos.

En la cavidad distal aparecen residuos conservados de histidina y arginina 4.
Tanto los residuos de la cavidad distal como proximal estabilizan los diferentes estados
de oxidacion del hierro en el ciclo catalitico de las peroxidasas e intervienen directamente
en la interaccién con el H2O>. En la Figura 2 se representa la estructura tridimensional de
la HRP.

En el caso de la MnP de P. chrysosporium mencionada anteriormente, los iones
calcio se encuentran unidos a residuos pertenecientes a hélices contiguas a las histidinas
del centro activo %81, Estas hélices constituyen la cavidad distal y proximal del grupo
hemo, de tal forma que cuando se eliminan los iones Ca?* de la MnP, el entorno o dominio
distal del grupo hemo sufre un cambio estructural y la histidina que estaba unida a dicho
cation se une ahora al hierro del grupo hemo, impidiendo asi su union al H,0, 7. Este

cambio estructural explica la pérdida total de actividad enzimatica.
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Cavidad
Proximal

Figura 2. Estructura tridimensional de la peroxidasa de rabano picante (HRP).

Se representa en rojo el grupo hemo y en azul los dos iones Ca?* [38],

La glicosilacién de las peroxidasas de plantas varia entre el 5 y el 25% y
constituye uno de los factores determinantes de su estabilidad térmica. Los principales
azucares encontrados en las peroxidasas son la manosa, N-acetilglucosamina, fucosa y
xilosa 9. El porcentaje de glicosilacion influye también en la resistencia de estas enzimas
a proteasas y en sus propiedades inmunolégicas 1. El glicano se suele presentar hacia el

exterior de la molécula [38],

Otro elemento fundamental en la estructura de las peroxidasas son los puentes

disulfuro ligados a residuos invariables de cisteina, que estabilizan su estructura terciaria.
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3.3.  Mecanismo de catalisis

Las peroxidasas de Clase Il catalizan la reaccion clésica de oxidacion de gran
variedad de sustratos organicos e inorganicos en un ciclo catalitico consistente en tres

etapas B°:

POX + H202, — > Col +H0 [R-6]
Col+AH ——— > Coll +A® [R-7]
Coll + AH — > POX + A*+H20 [R-8]

Donde POX es la peroxidasa en su estado nativo, Col es el primer intermedio
enzimatico denominado Compuesto I, Coll es el segundo intermedio enzimatico
denominado Compuesto I, AH representa el sustrato reducido y A® el producto

radicalario de dicho sustrato.

Las etapas del ciclo y caracteristicas estructurales de cada uno de los intermedios

de la reaccidn son las siguientes:

o En primer lugar se establece un enlace entre el Fe del grupo hemo con el
oxigeno de la molécula de peroxido de hidrogeno en la posicion 6 de
coordinacion. Se genera asi el denominado Compuesto | (Figura 3),
generalmente representado como radical libre 1, segn estudios de resonancia
paramagnética electronica (EPR) Y. Este Compuesto | contiene el centro
activo de oxo-hierro (IV)porfirina.
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Estado nativo Compuesto |

Figura 3. Estructura del centro activo de la peroxidasa en estado nativo y el intermedio
enzimatico denominado Compuesto I.

e La presencia de un agente reductor, tal como un compuesto aromatico, puede
generar el Compuesto Il (Figura 4), una molécula similar a la anterior pero no
radicalaria. Como producto de la reaccion se obtiene un radical libre derivado

del compuesto aromatico que participa como reductor.

\/
/4 > Fe(IV)

Compuesto | Compuesto I

Figura 4. Estructura del intermedio enzimatico denominado Compuesto II.
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e El Compuesto Il oxida una segunda molécula del sustrato reductor para volver

de nuevo al estado inicial de hierro(ll1)-porfirina (Figura 5).

Compuesto Il Estado nativo

Figura 5. Transformacion del Compuesto Il en la enzima nativa.

3.4. Inactivacion por sustrato suicida

En ausencia de sustrato reductor o bajo una exposicién a elevadas
concentraciones de peroxido de hidrogeno, se muestra un comportamiento cinético de
inactivacion a partir de la conversion del Compuesto 1l en el Compuesto 111 (Figura 6).
Este Gltimo no es un compuesto que forme parte del ciclo de catalisis clasico de una
peroxidasa. Sin embargo su presencia ha sido demostrada mediante resonancia
paramagnética electronica (EPR) y andlisis espectrales en HRP [ citocromo ¢
peroxidasa I lignina peroxidasa 4 y manganeso peroxidasa [ entre otras

peroxidasas.

A J

Compuesto Il Compuesto llI

Figura 6. Generacién del Compuesto I11 en presencia de H20a.
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La reaccion entre el Compuesto Il con especies oxidantes como el H.O> parece
estar mediada por radicales superoxido y se obtienen cinéticas de inactivacion que llegan
a un estado de saturacién en estudios con HRP y APX. Este tipo de inactivacion generada
por la presencia del Compuesto Ill se conoce habitualmente como inactivacion por
sustrato suicida. La inactivacion por sustrato suicida es un tipo comun de inhibicién
irreversible en la cuél la enzima convierte al inhibidor en una sustancia reactiva en su
centro activo o bien, dicho de otro modo, un sustrato ocupa el centro activo de una enzima
0 compuesto enzimatico intermediario en una etapa del mecanismo catalitico que no es

la habitual.

La estequiometria de este tipo de reacciones de inhibicion por sustrato suicida es
variable, encontrandose diferencias con respecto a la afinidad de la molécula enzimatica
por el H20> en las diferentes peroxidasas estudiadas en este sentido. Se concluye, por
ejemplo, que son necesarias tan solo 2 moléculas de H2O, para inactivar la APX [l

mientras que para la inactivacion de HRP se requieren 265 moléculas de H20 (471,

El establecimiento de un mecanismo concertado para la ruta catalitica una vez
formado el Compuesto 111 no es algo trivial. De hecho, dicho Compuesto 111 puede seguir

tres posibles vias de descomposicion:

e Es posible que se formen especies reactivas de oxigeno que provocan la escision
de la estructura del tetrapirrol y oxidan el anillo de porfirina (via 1, Figura 7).
Esta suposicion estd avalada por el hecho de haberse encontrado especies
inactivas relacionadas con el Compuesto 11 después del tratamiento de algunas
peroxidasas como APX o HRP con un exceso de H20..

e En segundo lugar, el Compuesto Il puede volver al estado inicial después de
catalizar la oxidacion de otras proteinas que se encuentren en las proximidades

(via 2, Figura 7).

e Finalmente, puede producirse la liberacion espontanea de radicales libres ya que
el radical peroxilo no se encuentra unido de forma covalente al anillo de porfirina
(via 3, Figura 7). Dos moléculas de radicales superdxido pueden transformarse
espontaneamente en especies tetradxido de corta vida que se descomponen en
radicales hidroxilo, mas reactivos que los peroxilo y de elevada solubilidad,
produciendo éstos oxidaciones en los residuos de las cadenas proteicas, siendo

los aminoacidos mas susceptibles de sufrir esta oxidacion la metionina, cisteina,
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triptofano, tirosina e histidina. La oxidacion de proteinas esta relacionada con
los procesos de envejecimiento y se considera una causa de trastornos
relacionados con el plegamiento anémalo de las mismas tales como el Alzheimer

o la enfermedad de Refsum.

+Fe (IlN)

Destruccion del grupo hemo

Compuesto llI 3

Especies reactivas de oxigeno HOs, OOHe 4~

Figura 7. Vias de transformacion del Compuesto I1I.
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3.5. Funciones en las plantas

Las peroxidasas son catalizadores de reacciones que llevan a la defensa de las
plantas frente a diversos factores. Sin embargo, no es esta la Unica funcion que
desempefian. Por el contrario, el papel de las peroxidasas en las plantas lejos de ser claro
y concreto, resulta en ocasiones un dificil entramado de funciones muy estrechamente
relacionadas entre si. Para simplificar el concepto, se puede decir que las peroxidasas
pueden catalizar un conjunto de reacciones encaminadas a mantener un equilibrio en las
plantas. Asi, aunque una de las reacciones mas caracteristicas de estas enzimas es la
actividad catalasa (o descomposicion del H202), en ocasiones en algunas reacciones
catalizadas por peroxidasas se generan como subproductos especies reactivas de oxigeno
que pueden dar lugar a H>Oz. Por ello, las peroxidasas mantienen en equilibrio el H20-
enddgeno. Estando este ultimo relacionado con procesos de elongacion celular, no es
dificil suponer la relacion de estas enzimas con los procesos de crecimiento en las plantas.
A continuacion se exponen procesos mas concretos en los cuales las peroxidasas juegan

un rol importante, casi siempre en colaboracion estrecha con otras enzimas.

e Entrecruzamiento de proteinas y acido ferulico

Las peroxidasas desempefian un papel fundamental en diversos procesos
encaminados al refuerzo de la pared celular de las plantas. Dentro de dichos procesos, el
entrecruzamiento de proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) y del &cido ferdlico
constituyen mecanismos de defensa temporales. Mientras que otros tales como la
lignificacion y suberizacion son caracteristicos de las células altamente diferenciadas

capaces de formar paredes celulares secundarias 181,

Las proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPS) son un tipo de proteinas vegetales
secretadas en los apoplastos como monémeros solubles que, después en una reaccién
posterior mediada por H20,, forman redes insolubles 191, Esta reaccion esté catalizada
por peroxidasas y a partir de ella se pueden formar uniones de HRGPs con pectinas,
constituyéndose asi una pared celular mucho mas rigida y por tanto dificil de penetrar.

Por otro lado, los residuos de acido feralico unidos a los polisacaridos existentes

en la pared celular vegetal pueden formar enlaces covalentes con otros. Se producen de
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esta forma entrecruzamientos entre dichos residuos, dotando también de mayor rigidez a
la pared celular. El entrecruzamiento de residuos de &cido feralico se produce por
acoplamiento oxidativo. Esta es también una reaccion mediada por peroxido de hidrogeno
y catalizada por peroxidasas °%. El residuo resultante (5,5 -deshidrodiferulato) a su vez
forma entrecruzamientos con polisacaridos proximos; se forma asi un entramado que

dificulta la penetracion de la pared celular.

e Lignificacion y suberizacion

El proceso de lignificacion esta asociado a la formacién de una estructura
vascular dentro de la planta.

La lignina representa el segundo compuesto m&s abundante de la tierra,
significando el 25% de la biomasa de una planta. Se trata de un heteropolimero formado
por tres tipos de alcoholes hidroxicinamilicos denominados monolignoles (alcohol p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico), diferenciados entre si en el grado de metoxilacion.
Las diferentes asociaciones entre los monolignoles anteriormente mencionados generan
distintos tipos de lignina con diferente complejidad quimica.

El entrecruzamiento de los tres monomeros fendlicos (monolignoles) es un
proceso de acoplamiento oxidativo que da lugar a las subunidades de lignina y esta
mediado por una peroxidasa 8. Las peroxidasas acidas y basicas son capaces de oxidar
el alcohol cumarilico y coniferilico. Sin embargo, la oxidacion del alcohol sinapilico esta
catalizada normalmente por peroxidasas acidas 3. En los procesos de lignificacion, el
H>02 necesario proviene de una difenileno iodo oxidasa sensible a NADPH que genera
0,*". Este O,* dismuta por accion de la Cu Zn superdxido dismutasa (CuZn-SOD) 2,

Por otro lado, la suberizacion consiste en el desarrollo de una pelicula
polialifatica caracteristica descrita como un poliéster. Dicho poliéster se forma por la
union de componentes alifaticos como los acidos a,m-dioicos con acidos p-
hidroxicinamicos, constituyendo asi el dominio polifenélico de la planta (PPD).

La suberizacion es un fenomeno mediado por peroxidasas, puesto que la
formacion del PPD es también un proceso de acoplamiento oxidativo. De forma similar
al caso de la lignificacion, el H202 necesario para la reaccion de oxidacion proviene de

una enzima sensible a NADPH [,
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e Catabolismo de auxinas

Las auxinas son hormonas vegetales que intervienen en el desarrollo de
fototropismo positivo en las plantas, entre otras funciones. Una de las auxinas mas
ampliamente conocidas es el &cido indol-3-acético (IAA). En 1999, Savitsky y
colaboradores descubrieron que una peroxidasa mediaba el catabolismo del IAA en
ausencia de perdxido de hidrégeno afiadido 4. En realidad, estas enzimas pueden mediar
en el proceso metabdlico tanto en presencia de perdxido afiadido como en ausencia de
éste. Cuando la planta presenta elevados niveles de H.O, aumenta de forma importante
la actividad peroxidasa, constituyendo este hecho un mecanismo de defensa frente al
estrés peroxidativo. Sin embargo, puesto que la degradacion de H20O, va asociada a una

degradacion de IAA, existe una repercusion negativa en el crecimiento de la planta 81,

En el catabolismo de IAA en ausencia de H202 externo es necesaria una etapa
de iniciacion en la que se genere un perdxido necesario para el proceso. EI mecanismo en

ausencia de H,0; fue establecido por Dunford y es el siguiente [°I:

IAA* > JAA®+ H* [R-9]
IAA—+R* +CO> [R-10]

R*®* + Op——— ROO* + IA A— ROOH + IAA® [R-11]

POX +ROOH ————— Col + ROH [R-12]
Col + IAA— Coll + IAA** [R-13]
Coll + IAA———POX + IAA** [R-14]

Donde IAA™ es el radical catidnico del acido indol-3-acético, IAA® es el radical
inddlico, R*® el radical escatoilo, ROQO?® el radical indol-3-metilhidroperéxido, ROOH el
indol-3-metilhidroperéxido, ROH el indol-3-metanol, POX la peroxidasa en su forma

nativa y Col y Coll los intermedios enzimaticos de la reaccion catalizada por peroxidasa.

Tal como se observa en la R-11, el peréxido necesario se forma a partir de R®,
generado por descarboxilacion del radical catiénico IAA*® [R-10], que proviene a su vez

de la oxidacién monoelectrénica de IAA.
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e POXen otras respuestas defensivas de la planta

Uno de los mecanismos mas extendidos de defensa frente a agentes patdgenos
en las plantas es la oxidacion. Las especies reactivas de oxigeno (ROS: reactive oxygen
species) son intermedios tdxicos en cuya produccion y destrucciéon intervienen las

peroxidasas, entre otras enzimas.

En la reduccion de O, a H2O, se generan como subproductos ROS, destacando
entre los mas toxicos 02* y H.0, 8. Ya se ha visto en otros apartados como las
peroxidasas son capaces de regular niveles enddgenos de H>O». Es también conocido que
determinadas especies reactivas de nitrogeno como NO* se unen reversiblemente al grupo
hemo de peroxidasas de plantas 61, Esta union y la formacion de un complejo debido a
la transferencia electrénica de NO® al grupo prostético de la peroxidasa quedan
comprobadas mediante estudios Gpticos y de resonancia paramagnética electronica 71,
Sin embargo, el papel de las peroxidasas en el metabolismo de estas especies reactivas de

nitrégeno no esta muy claro adn.

Por otro lado, ha sido propuesta también la participacion de las peroxidasas en
la sintesis de fitoalexinas, compuestos antimicrobianos que se acumulan en las plantas
después de una infeccion flngica o bacteriana. Se cree también que las peroxidasas estan
de alguna manera involucradas en la biosintesis de metabolitos secundarios de
reconocidas propiedades medicinales y terapéuticas. Es el caso de la peroxidasa basica
aislada de la planta vinca de Madagascar (Catharanthus roseus), capaz de producir una
reaccion de dimerizacion entre la catarantina y vindolina para producir a-3",4"-
anhidrovinblastina 8. Este compuesto es uno de los alcaloides mayoritarios en esta
planta y es precursor de productos antitumorales como la vinblastina y vincristina,

utilizadas en el tratamiento de la leucemia.
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4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Las peroxidasas son biocatalizadores utilizados en la produccién de una gran
variedad de compuestos en biomedicina, como biosensores y en tratamientos de residuos.
Ademaés, las peroxidasas pueden sustituir a algunos catalizadores quimicos que son
toxicos para el medio ambiente. Es el caso del cloro en el proceso de blanqueo del papel
durante su reciclaje y de agentes cancerigenos como el formaldehido, utilizado en la

fabricacién de resinas fenodlicas.

4.1. Eliminacion de contaminantes fenolicos

Los compuestos aromaticos, especialmente fenoles y aminas aromaticas,
constituyen una de las clases de contaminantes mas abundantes en aguas residuales y
suelos. Estos compuestos se pueden encontrar en elevadas concentraciones en aguas
residuales industriales que resultan de procesos tales como la conversion del carbon,

refinado del petrdleo, revestimientos metalicos, industrias quimicas y textiles y mineria
[59]

En los Gltimos afios se han propuesto procedimientos enzimaticos para llevar a
cabo la detoxificacion de aguas y suelos contaminados por este tipo de sustancias
organicas en sustitucién a los métodos convencionales, convirtiéndose asi determinados
tipos de enzimas en firmes candidatas como base para el desarrollo de tecnologias de
biorremediacion 9. La utilizacion de enzimas en la detoxificacion de aguas y suelos
presenta ciertas ventajas con respecto a los tratamientos convencionales. La primera
ventaja es la elevada especificidad y selectividad que tienen las enzimas. En segundo
lugar, son menos susceptibles de ser inhibidas por compuestos que pueden resultar
toxicos para los microorganismos y sus costes pueden ser menores que otro tipo de
procedimientos, sobre todo porque es comun la utilizacion de enzimas que no estén
totalmente puras sino en forma de extractos vegetales y a veces es posible la reutilizacién
si la enzima esta convenientemente inmovilizada en soportes de diferente naturaleza.
Ademas, las enzimas pueden trabajar en un amplio margen de concentracion de

compuestos aromaticos [,

La eficacia de los procesos depende de parametros claves para la enzima como

el pH, temperatura o concentraciones de sustrato. En este sentido, existen en la literatura
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numerosos trabajos que tratan de optimizar estas condiciones para procesos concretos de
eliminacion de compuestos fendlicos. Las enzimas mas utilizadas en este campo han sido
las oxidorreductasas y el fundamento de la mayoria de dichos procesos es la eliminacion
de compuestos fendlicos mediante una reaccion de polimerizacidn oxidativa, generando
oligdbmeros insolubles que precipitan y pueden ser facilmente eliminados por filtracion o
sedimentacion Y. En la reaccion de oxidacion es necesaria una molécula aceptora de
electrones. El perdxido de hidrogeno puede ser la molécula aceptora y, de esta forma las
peroxidasas juegan un papel importante como catalizadores. La reaccién en forma

esquematica es la siguiente:

POX
H20z + 2AH; ———— 2H,0 + HAAH [R-15]

Donde HAAH es el producto de polimerizacién del sustrato organico donador

de electrones AH> (fenol 0 amina aromatica).

La HRP ha sido la enzima mas utilizada en aplicaciones de este tipo. Vasilevay
cols. desarrollaron en el afio 2009 membranas de etilendiamina con HRP inmovilizada
que aplicaron a la detoxificacion de aguas residuales contaminadas con elevadas
concentraciones de fenol (100 ppm). Estos mismos autores comparan la eficacia en el
proceso de soportes de la misma membrana modificados con NaOH y sin modificar. Con
las membranas modificadas y con HRP consiguen un 95.4% de rendimiento y el soporte
mantiene el 50% de la actividad peroxidasa inicial después de 20 dias de reutilizacion ©21,

Asimismo, se han utilizado otras peroxidasas extraidas de diferentes fuentes
vegetales y de pureza variada. Duarte-Vazquez y cols. % en 2002 estudiaron la eficacia
de la peroxidasa de nabo para la eliminacién de diferentes compuestos fenélicos mediante
polimerizacion oxidativa. Entre estos compuestos se encontraban el 2-clorofenol, 3-
clorofenol, o-cresol, m-cresol, 2,4-clorofenol y bisfenol. Consiguieron un rendimiento de
eliminacién del 85% en la mayoria de los fenoles en un rango de pH entre 4 y 8. Enzimas
fangicas como la LiP o MnP tienen también en la literatura numerosas aplicaciones en el
campo de la descontaminacion de suelos y aguas residuales industriales. La LiP fue
aislada en 1983 del hongo Phanerochaete chrysosporium y es capaz de oxidar un gran
numero de compuestos policiclicos aromaticos 4. En 1989, Aitken y cols. [®° habian

optimizado las condiciones de la eliminacién de fenoles, teniendo la maxima actividad de

24



INTRODUCCION GENERAL: PEROXIDASAS

polimerizacion a pH por encima de 4.0. Posteriormente, Cornwell y cols. [
inmovilizaron LiP en soportes de cerdmica porosos consiguiendo elevados rendimientos

de eliminacion de fenoles.

Como se ha mencionado anteriormente, existen factores determinantes de la
eficacia de todo proceso biotecnoldgico que utilice enzimas. Uno de ellos es la
concentracion de H20: en el caso de las peroxidasas. Son muchos por tanto, los estudios
realizados con el objetivo de comparar la relacion entre enzimay [H202] y el rendimiento
de eliminacidn de compuestos fenolicos. En el caso de la peroxidasa de soja, la relacion
[H202]/[POX] 6ptima fue de 1.2 71, En la peroxidasa de nabo %, concentraciones de
H20> por encima de 1.2 mM producen la inhibicion de la enzima. Dicha inhibicion puede
ser debida a una inactivacion por sustrato suicida y también a la adsorcion de la enzima
sobre el polimero que resulta en la reaccion, limitandose asi la difusion de las moléculas
del sustrato al centro activo de la enzima. Por eso, en algunos procesos se ha estudiado la
influencia de concentraciones afiadidas de PEG (polietilenglicol) o gelatina, aumentando
en todos los casos el rendimiento debido a que se limitan asi los procesos de adsorcion de
la enzima [®81. Humaira y Qayyum consiguieron un 94% de eliminacion de p-bromofenol
presente en aguas en concentraciones de 0.3 mM utilizando extractos de peroxidasa de

calabaza amarga y PEG como aditivo (0.1 mg mL?) [69],

Maés recientemente, se han focalizado las tecnologias que utilizan peroxidasas en
la eliminacion de contaminantes emergentes en aguas residuales. Este es el caso de los
disruptores endocrinos y antibioticos. Los disruptores endocrinos son compuestos
capaces de alterar el sistema hormonal tanto en animales como en seres humanos y por
tanto capaces de alterar funciones vitales como el crecimiento o el desarrollo sexual. En
2011 Taboada-Puig y cols. sintetizaron agregados enzimaticos insolubles o CLEAs
(Carrier-bound cross-linked enzyme aggregates) utilizando peroxidasa de Bjerkandera
adusta y glucosa oxidasa de Aspergillus niger. Posteriormente, estos autores utilizaron
los agregados anteriormente mencionados para la eliminacién de disruptores endocrinos
bisfenol A, nonilfenol, triclosano y las hormonas 17a-etinilestradiol y 17p-estradiol, en
disolucién acuosa. Consiguieron una total eliminacién de todos ellos, excepto del

triclosano, cuya eliminacion fue de 74% en las condiciones propuestas [/,

Zoheb Karim y Qayyum Husain "Y1 inmovilizaron 1113 U de peroxidasa de
calabaza amarga sobre cenizas volatiles que se obtienen de diversos tratamientos de

depuracion de efluentes gaseosos industriales. Este tipo de reactor enzimatico fue
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utilizado en batch y en continuo para el tratamiento de disoluciones acuosas que contenian
bisfenol A. La reaccion tiene lugar en presencia de guayacol como mediador redox y
H20>. Obtuvieron oxidaciones del Bisfenol A con elevados rendimientos a temperaturas
de 40 y 60°C. Ademas el producto de oxidacion, 4-isopropenilfenol no mostro

genotoxicidad.

Xianghua y cols. utilizaron un extracto de MnP de Phanerochaete
chrysosporium como catalizador para la degradacion oxidativa de tetraciclina y
oxitetraciclina, antibioticos de uso comun. Los porcentajes de degradacion en
disoluciones de 50 ppm de tetraciclina y oxitetraciclina fueron 72.5% y 84.3%
respectivamente, utilizando 40 U/L de peroxidasa. El rango de pH de maxima actividad
de oxidacion de ambos compuestos fue 2.9-4.8 1721,

4.2. Decoloracion de tintes industriales

El color es el primer contaminante que se reconoce en las aguas residuales. El
principal problema ambiental derivado del aporte de color a las aguas es la reduccion de
la transparencia de las mismas y la disminucion del oxigeno disuelto. Los colorantes son
sustancias capaces de conferir color a otras. Dentro de los colorantes se engloban tintes y

pigmentos.

Los tintes industriales tienen su mayor aplicacion en la industria textil '3 741,
aungue también se utilizan en la industria del papel y de la fotografia. Quimicamente, los
tintes son compuestos organicos, generalmente sintéticos que presentan en su estructura
molecular anillos aromaticos y se agrupan en diferentes familias de las cuales los tintes

azo, caracterizados por un enlace -N=N-, son los de mayor importancia industrial.

El desarrollo de la tecnologia adecuada para el tratamiento de efluentes textiles,
caracterizados por la presencia de elevadas concentraciones de estos tintes sintéticos, ha
sido objeto de gran interés en los Gltimos afios. Las principales técnicas utilizadas en la
decoloracion de este tipo de efluentes se pueden agrupar en tratamientos quimicos, fisicos

y bioldgicos %],

Los tratamientos quimicos estan basados en procesos oxidativos. Uno de los

métodos mas utilizados es la oxidacion utilizando el reactivo de Fenton, una mezcla de
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H202 y Fe(Il). El producto de la reaccion precipita con el ion férrico y otros compuestos
organicos [®1, Dentro de las técnicas quimicas se incluyen también otros tratamientos mas
modernos, como la ozonizacion '/, la oxidacion fotoquimica y la hidrdlisis del colorante
mediante un potencial a través de agentes generados electroliticamente. Los principales
inconvenientes de este tipo de procesos son el elevado coste, lentitud y dificultades de
implementacion a gran escala ["®1. En muchos casos, la generacion de lodos es un
problema afiadido y en ocasiones los compuestos generados tienen mayor caracter toxico

que los colorantes de partida [7°.

Entre los tratamientos fisicos mas utilizados cabe destacar la adsorcién, uso de
membranas de filtracion, intercambio idnico y coagulacién-floculacion. En muchos casos

se producen también residuos con mayor concentracion del contaminante (€1,

La eficacia de tratamientos anaerobios en la degradacion de tintes ha sido
ampliamente estudiada, tanto con cultivos mixtos como con cepas aisladas 4. La
identificacion quimica de los productos de degradacion de los tintes muestra que la
decoloracidn tiene lugar por via reductiva y este mecanismo de reduccion en los tintes
azo da lugar a aminas aromaticas Y que carecen de color, pero tienen un alto caracter
toxico, mutagénico y cancerigeno 2. Los tratamientos aerobios utilizan consorcios de
bacterias que provocan la eliminacion de tintes industriales por adsorcion sobre lodos 31,
En ocasiones se pueden combinar métodos aerobios y anaerobios.

Los hongos ligninoliticos han sido microorganismos muy estudiados en la
eliminacién de compuestos xenobi6ticos. Su capacidad para degradar un compuesto
complejo como la lignina ha hecho considerar a estos hongos una alternativa para la
eliminacién de otros compuestos de baja biodegradabilidad. Por otra parte, enzimas
ligninolitcas como las peroxidasas han sido propuestas también para la degradacion de
tintes o colorantes sintéticos. Entre las ventajas de la utilizacion de enzimas como las
peroxidasas frente a otro tipo de tratamiento bioldgico es necesario destacar que no
requieren de otros componentes celulares para el desarrollo de su funcion, ademas de su
elevada especificidad por sustrato. Enzimas como LiP o MnP han sido ampliamente
estudiadas en los ultimos afios como catalizadores en la degradacion de compuestos
recalcitrantes [, en concreto de tintes azo, como el Naranja Acido 11 ], La peroxidasa
de rébano picante HRP degrada ciertos compuestos recalcitrantes a través de un
mecanismo de polimerizacion mediante radicales libres . En 2002 Brunia y cols. 7

realizaron un estudio sobre la especificidad de HRP en la degradacién oxidativa de tintes
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sintéticos como el Azul Ramazol y Rojo Cibacron. Estos autores obtuvieron
degradaciones lentas de ambos colorantes en comparacion con el uso de fenol
directamente como sustrato y los rendimientos més elevados se encontraron a valores de
pH<6.0. A pesar de la baja velocidad de reaccion, las peroxidasas se presentan en la
actualidad como firmes candidatas para catalizar este tipo de reacciones de oxidacion, por

las ventajas ya mencionadas con respecto a otros tratamientos bioldgicos.

4.3. Sintesis organica

Las peroxidasas catalizan diferentes tipos de reacciones organicas [:

« Deshidrogenacion oxidativa:

POX
2SH + H,0, ——— 25" + 2H20 [R-16]
« Halogenacion oxidativa:
SH + Ho0z+ H* + X — 2% o 5%+ 2H,0 [R-17]
X =Cl,Br, |

« Dismutacion del peroxido de hidrégeno:

2H.0, — POX L oH,0+0, [R-18]

Reaccion de transferencia de oxigeno:

SH + H20,—_POX | SOH + H.0 [R-19]

Las reacciones anteriormente expuestas facilitan la sintesis de diferentes
compuestos organicos, permitiendo ademas la posibilidad de llevar a cabo reacciones
regio y enantioselectivas. Kimy cols. en 2003 utilizaron peroxidasa de soja para catalizar
la polimerizacion oxidativa de cardanol. Para ello utilizaron diferentes disolventes,

encontrando un 62% de rendimiento en el caso del 2-propanol @9,
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La produccion de polimeros conductores ha sido el foco de muchas
investigaciones recientes, dada la variedad de aplicaciones de dichos polimeros, entre las
que destacan los diodos emisores de luz y protectores anticorrosivos %, Uno de los
polimeros mas estudiados es la polianilina, cuya sintesis quimica se lleva a cabo por
polimerizacion del mondmero anilina utilizando persulfato amdnico como iniciador de la
polimerizacion y en condiciones de baja temperatura y pH &cido . En 2003 Sakharov
y cols. utilizaron una peroxidasa anionica purificada de palmera africana para llevar a

cabo la sintesis de polianilina 21,

4.4. Andlisis enziméatico

Las peroxidasas se utilizan en el andlisis de gran variedad de compuestos tanto

organicos como inorgéanicos [°3 94

De forma directa, la oxidacion con H20: catalizada por peroxidasa permite la
determinacion de los diferentes tipos de sustancias (cosustratos, activadores, inhibidores) que
intervienen o pueden intervenir en la reaccion catalizada. Por otro lado, las reacciones
catalizadas por peroxidasas se pueden acoplar a otras reacciones, tanto enzimaticas como no
enzimaticas, y esto permite la determinacion indirecta de cualquier tipo de sustancia que
participe en un proceso en el que globalmente se produzca o se consuma H2O. Las
posibilidades son enormes y de ahi deriva la extraordinaria difusion e interés de estas enzimas
en el andlisis quimico y bioquimico. Como en otras aplicaciones, la peroxidasa mas comdn en
los procedimientos analiticos es la HRP que se utiliza tanto en disolucion como inmovilizada
en diferentes dispositivos (biosensores y reactores enzimaticos de diferentes tipos).

Particularmente, para el diagnostico clinico se utilizan una amplia variedad de
métodos analiticos (en sangre, suero, orina y otros fluidos) basados en la accion catalitica de
la peroxidasa, normalmente acoplada a otras reacciones enzimaticas. Ese es el caso de la
determinacion de compuestos como glucosa, acido Urico, colesterol, triglicéridos o creatinina.
La peroxidasa se utiliza también como enzima marcadora en inmunoensayo enzimatico
(ELISA) [*31. Alrededor del 80 % de los ensayos inmunoenzimaticos utilizan esta enzima como

marcador. El test para la deteccion del VIH es uno de ellos.
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4.5. Otras aplicaciones

Recientemente las peroxidasas han pasado a formar parte de los detergentes.

Tienen como funcién potenciar la accion blanqueante o decolorante de los perdxidos [°¢
97]

La degradacion de lignina en la industria del reciclado del papel es un paso
importante para la eliminacion del color marrén del mismo. Para degradarla y conseguir

el blanqueo del papel se utilizan enzimas como la LiP, MnP y lacasas 81,

La HRP ha sido considerada como alternativa en la desodorizacion de estiércol
animal. Como consecuencia de la transformacion anaerobia de los residuos animales se
producen compuestos como fenoles, amonio, sulfuro de hidrogeno, &cidos grasos
volatiles y mercaptanos que provocan desagradables olores 9. La peroxidasa de rabano
en presencia de perdxido consigue reducir la concentracion de fenol en el estiércol en un

70% y un 45% en el caso de acidos grasos volatiles 9,

En la actualidad, la biomasa lignoceluldsica y en especial los subproductos
agroindustriales han dejado de ser productos de desecho, para convertirse en materia
prima potencial para diversos procesos tanto de tipo agricola como industrial, siendo la
produccién de etanol uno de los méas importantes. Sin embargo, son muchas las
limitaciones que se han presentado en torno a la obtencion de etanol a partir de este tipo
de materiales, debido a su estructura de compleja degradacién. Una de las etapas en la
obtencion de etanol a partir de residuos agricolas es la detoxificacion, en la cuél las
peroxidasas son buenas candidatas para llevar a cabo la degradacion oxidativa de fenoles

y aminas aromaticas [,

En los ultimos afios se presentan también las peroxidasas como enzimas con una
posible aplicacion en terapia cancerigena. Se ha comprobado que el acido indol-3-acético
y algunos derivados pueden ser oxidados a especies citotdxicas, en presencia de HRP

como catalizador [*°4. Este tltimo campo de aplicacion esta ain poco desarrollado.
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CAPITULO | 1. Objeto y Fundamento del trabajo

1. OBJETO Y FUNDAMENTO DEL TRABAJO

El objetivo del presente capitulo es demostrar la aplicabilidad de la peroxidasa
de la planta de lenteja Rubia de la Armufia (LPP) en los métodos enzimaticos de analisis.
Tomando como referencia otros procedimientos enziméticos basados en extractos
vegetales, se considera inicialmente la posibilidad de utilizar directamente el extracto de
la planta de lenteja, dejando como segunda opcion la separacion y purificacion de la LPP
de este extracto como paso previo a su aplicacion analitica. Como ejemplo de aplicacion
se propone la determinacion del nivel de sarcosina en orina, parametro con interés clinico
debido a su aparente relacion con el diagnostico precoz del cancer de prostata.

Las aplicaciones de las peroxidasas (POX) en analisis enzimatico se fundamentan

en la siguiente reaccion, catalizada por estas enzimas.

POX
H.0; + Sustrato(red) ——— 2H20 + Sustrato(ox) [R1-0]

Desde el punto de vista analitico, la oxidacion por H>O. con medida del
Sustrato(ox) producido permite la determinacion directa de los diferentes tipos de
sustancias que pueden intervenir en la reaccion catalizada (Sustratos(red), efectores de
POX).

Por otro lado, esta reaccion se puede también acoplar a otras en las que se forma
o0 consume H»05. La reaccion R 1-0 pasa a ser una reaccion indicadora y la medida de la
forma Sustrato(ox) permite la determinacion indirecta de cualquier tipo de sustancia que
participe en la reaccién acoplada produciendo o consumiendo una cantidad proporcional
de H2O2. La determinacion de sarcosina es un ejemplo de estos procedimientos indirectos.
En condiciones adecuadas, la oxidacion de sarcosina, catalizada por la enzima sarcosina

oxidasa (SO) origina, entre otros productos, una cantidad proporcional de H20a.

CH3NHCH2COOH + H20 + O2 L NH2CH.COOH + HCHO + H20> [RI-1]

Sarcosina Glicina

El acoplamiento de esta reaccion a la reaccion indicadora R 1-0 permite la

determinacion indirecta de sarcosina.
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2. ANTECEDENTES

2.1. PLANTA DE LENTEJA

La lenteja (Lens culinaris) es una planta herbacea de ciclo anual. Su aspecto
recuerda a un pequefio arbusto ya que presenta ramificaciones basales tan vigorosas como
el tallo del que parten 1292, En la Figura I-1 se muestra una ilustracion cléasica de la obra
de Thomé [ en la que se pueden apreciar algunas de las caracteristicas de la planta de
lenteja.

Su altura varia generalmente entre 15 y 50 cm. Es una planta con tallos y ramas
cuadrangulares con nervios en los angulos. Sus flores son tipicamente papilionaceas, de
4 a 8 mm de longitud y de coloracion azul palido, purpura, blanco o rosa 1%, Estas se

reparten por la planta en racimos formados por 1 a 4 flores (%],

Su sistema radicular esta formado por una delgada raiz principal de la que parten
finas raices secundarias. En dichas raices puede apreciarse la presencia de nddulos,
especialmente en la parte mas proxima a la superficie del suelo, lo cual permite la
simbiosis que establece con la bacteria Rhizobium leguminosarum biovar. vicieae 091,
Esta asociacion, al igual que en otras leguminosas, favorece la fijacién del nitrégeno

atmosférico.

El fruto es de tipo legumbre, conocido cominmente como vaina, de forma
romboidal y aplastado lateralmente, con una longitud de 6 a 20 mm. En su interior se
alojan una, dos o tres semillas con forma de lente mas o menos aplastada [1°7].
Tradicionalmente se han considerado dos tipos de lenteja, diferenciadas en el diametro de
la semilla: Macrosperma y Microsperma. El tipo Macrosperma se caracteriza por tener
semillas con un didmetro comprendido entre 6 y 8 mm, grandes flores casi siempre
blancas y altura de 25 a 75 cm %I, EI tipo Microsperma se distingue por presentar
semillas con un diametro maximo de 6 mm, flores pequefias blancas o violetas y una
altura que no sobrepasa los 35 cm %], Hasta hace poco tiempo, en Espafia la mayoria de

los tipos de lentejas cultivadas eran Macrosperma (1021,
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AT 2

Figura I-1. Planta de lenteja (Thomé, 1885).

Situacion actual del cultivo de lenteja en Castillay Ledn

El principal uso que se hace de la lenteja es en la alimentacion humana. En este
sentido, el tipo de lenteja y las formas de preparacién, varian segun las regiones. En
Espafia se consumen los tipos “Pardina”, “Verdina” y “Castellana” [*%], Sy composicion
nutritiva, al igual que la de otras leguminosas, hace de ellas un alimento adecuado para
incluirlo en la Dieta Mediterranea.

El grano seco ha sido utilizado también en alimentacion animal asi como la planta
completa como forraje, siendo este Gltimo el uso menos extendido por existir una
producciodn reducida en comparacion con otras forrajeras y porque el mayor valor que se
obtiene en su cultivo es comercializando el grano.

La lenteja esta considerado un cultivo tradicional en la region de Castilla'y Leon.
Sin embargo, de todo el territorio dedicado al cultivo herbaceo tan solo un 4,8% esta
dedicado al cultivo de leguminosas [*%°], Este hecho puede deberse principalmente a los
bajos e inestables rendimientos en comparacion con otros cultivos de la zona tales como
los cereales.

El 90% de la superficie de lenteja cultivada en Castilla'y Leon se encuentra bajo

alguna denominacién de calidad, siendo las mas importantes la 1.G.P. “Lenteja de la
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Armufia” en Salamanca y la I.G.P. “Lenteja Pardina de Tierra de Campos”, en Valladolid
y Palencia. Dichas denominaciones de calidad suponen ayudas para los cultivos y un
sobreprecio del producto. Ademas a partir del afio 2009, con la entrada en vigor del Plan
Nacional para la Calidad de las Legumbres (PNCL), estas zonas con denominacion de
calidad resultaron claramente beneficiadas.

Actualmente, se estan investigando otras posibles nuevas aplicaciones de este
cultivo con objeto de aumentar su valor afiadido. Ejemplo de ello son la utilizacion de la
lenteja en la produccion de extractos proteicos hidrolizados utilizados para mejorar las
propiedades funcionales en la formulacion de alimentos 2% o en la preparacion de
productos hipoalergénicos %, Han sido propuestas también aplicaciones alternativas
como absorbentes de metales pesados como el cobre 21 o como fuente de nitrogeno para
la produccion de acido lactico en fermentaciones anaerobias 1231,

En el presente trabajo se plantea la posibilidad de revalorizar este cultivo a partir

de su uso como potencial fuente de peroxidasa.

2.2. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS ENZIMATICOS CON EXTRACTOS VEGETALES

El uso de enzimas purificadas de origen vegetal como reactivos quimicos o
analiticos es un hecho habitual y ampliamente difundido.

Algo menos frecuente es la utilizacion de enzimas sin purificar, en forma de
extractos brutos o de tejidos procedentes de diversas especies vegetales. Esta forma de
aprovechamiento de la actividad catalitica de las enzimas esta cobrando en la actualidad
un considerable interés en numerosos campos ya que supone una simplificacion y
reduccion del coste de los procesos cataliticos y a veces una mayor estabilidad de las
enzimas en comparacion con los preparados de enzimas purificadas.

En el campo analitico, se han propuesto algunos procedimientos enzimaticos
basados en extractos o tejidos vegetales para la determinacion de analitos con interés
alimentario, ambiental, farmacéutico o industrial. En la Tabla I-1 se resumen los méas

significativos.

37



CAPITULO |

2. Antecedentes

Tabla I-1. Determinaciones enzimaticas con extractos vegetales.

Analito Enzima Fuente Ref.
Acido ascorbico ASO Pepino, repollo , 114, 115
alfalfa, uva
POX Calabacin 116
Acido oxalico 0XO0
Pulpa de banana, 114,117
AMO-Cu tejido de espinaca
Aminas AMO-FAD Avena, pepino, soja, 114
haba
Catecolaminas POX Calabacin 118
Remolacha ,espinaca, 114
patata, coco
Compuestos PPO Jackfruit 119
Fendlicos
Banana 95
Dopamina PPO Raiz de boniato 120
Aguacate 121
POX Calabacin 122
L-Dopa PPO Raiz de boniato 123
Carbidopa
Etanol ADH Tabaco, algoddn, 114
girasol, soja,
pimiento
Fluoruro PO (inhibicion) Esparrago 96
Glutamato L-GAD Calabaza 114
Hidroquinona POX Boniato 97
Jengibre 93
Metildopa PPO Raiz de boniato, 120
Paracetamol PPO Aguacate, calabacin 94, 124
Pectinas PME Tomate, naranja, 114
limén
Perdxido de POX Espérrago, tabaco, 114
hidrégeno uva 125
Calabacin
Sulfito SUO Malva 126
Urea UR Soja, judia 114

APX: Ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3); POX: Peroxidasa (EC 1.1.11.7): OXO: Oxalato oxidasa
(EC 1.2.3.4). ADH: Alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.2); PPO: Polifenol oxidasa (EC 1.14.18.1);
AMO-Cu: amina oxidasa con Cu (EC 1.4.3.6); AMO-FAD: Amina oxidasa con flavina (EC
1.5.3.3); L-GAD: L-glutamato descarboxilasa (EC 4.1.1.15); PME: Pectin metil esterasa (EC
3.1.1.11); SUO: Sulfito oxidasa (EC 1.8.3.1); UR: Ureasa (EC: 3.5.1.5).




CAPITULO | 2. Antecedentes

2.3. SARCOSINA

La sarcosina o N-metilglicina (CHsNHCH2COOH) es un aminoacido metilado
que procede de la degradacion de la acetilcolina. En el sistema nervioso, la accion de la
colinesterasa hidroliza el neurotransmisor, liberando un aminoalcohol que es la colina.
Esta se oxida con facilidad en una sucesion de reacciones pasando del aminoalcohol a un
aldehido y finalmente a un amino&cido trimetilado que es la betaina. La betaina es una
fuente de metilos y participa en la ruta de regeneracion, por ejemplo, de la metionina, a
partir de homocisteina.

La eliminacion desde la molécula de betaina de dos grupos metilos como
formaldehidos y ante la intervencion de las flavoproteinas, da lugar a la sarcosina y ésta
por transmetilacion produce el aminoacido glicina.

El nivel de sarcosina en orina de individuos sanos es 1-20 umol en orina de 24
h. La concentracion en sangre esta en torno a 0.5-2.5 umol L't 24, |a determinacion de
sarcosina endogena en fluidos como sangre, plasma u orina no es habitual ya que los
niveles de este compuesto son muy bajos, normalmente no detectables. Sin embargo,
parametros muy frecuentes como son los niveles de creatina y creatinina se evallan a

través de su transformacion en sarcosina segun las siguientes reacciones:

o Creatinina amidohidrolasa .
Creatinina + H20 » Creatina [R1-2]

(Creatininasa)

] Creatina amidohidrolasa )
Creatina + H20 > Sarcosina + urea [R1-3]
(Creatinasa)

La determinacion de creatinina es una prueba de rutina realizada diariamente en
los laboratorios de analisis clinicos. La creatinina es un compuesto generado a partir de
la degradacion de creatina, siendo esta Gltima un nutriente importante para los musculos.
La creatinina es por tanto un producto de desecho normal del metabolismo de los
masculos, que el cuerpo produce habitualmente en un nivel constante que depende de la
masa muscular y que es filtrada por los rifiones y excretada por la orina.

El incremento de la concentracion de sarcosina en sangre (sarcosinemia) y en
orina (sarcosinuria) parece estar relacionado con una rara malformacion congénita
asociada a retraso mental y a diversos trastornos neuroldgicos 1?51, De hecho, la sarcosina

se utiliza en el tratamiento de enfermedades mentales como la esquizofrenia.
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Sarcosinemia y sarcosinuria son aparentemente una condicion autosomica
recesiva producida en origen por una deficiencia de sarcosina deshidrogenasa ?¢1, una
enzima que se encuentra en la matriz mitocondrial y que cataliza la conversion de
sarcosina en glicina. Las concentraciones se elevan hasta 200-300 umol L™ en sangre y

se puede llegar a los 5420 pumol en la orina de 24 h [127:128],

2.3.1. Sarcosina y cancer de prostata

Aunque la relacion del nivel de sarcosina con las enfermedades mentales
presenta un considerable interés, la eleccion de este aminoacido como analito en el
presente trabajo ha tenido una motivacion basada en hechos mucho més recientes.
Trabajos publicados en 2009 [*?°1 describen una aparente relacion entre el metabolito
sarcosina y el cancer de prostata. En estos trabajos se pone de manifiesto la existencia de
un fuerte incremento de la concentracidn de sarcosina durante la progresion del cancer de
préstata hasta la metastasis. Este incremento es elevado en muestras de tejido y mas
modesto aunque significativo en muestras de orina (sedimento y sobrenadante).
Analizando 1126 metabolitos diferentes en 262 muestras clinicas (42 muestras de tejido
epitelial, 110 de orina y 110 de plasma) de pacientes diagnosticados con cancer de
préstata, se observa un aumento de la concentracion de algunos de ellos como la
sarcosina, uracilo, quinurenina, glicerol-3-fosfato, leucina y prolina. Mas aun, en los
trabajos se concluye que durante la progresion del cancer de prostata hacia el estado
metastatico hay un incremento en el metabolismo de ciertos aminoacidos, existiendo un
aumento en la actividad metiltransferasa en los tejidos con metéastasis.

En relacion con los niveles de sarcosina, se observa que el incremento de
concentracion esta en torno al 79% en el caso de muestras de pacientes con metastasis y
es del orden del 42% en pacientes con cancer de prostata en estadio temprano.

De todo lo expuesto, se deduce que los niveles de sarcosina no solo parecen estar
relacionados con la presencia del cancer sino que ademas pueden servir para monitorizar
su progresion y diagnosticar su agresividad.

Sin embargo, publicaciones mas actuales 20 13 1321 ponen en duda, e incluso
rebaten la validez de la sarcosina como indicador del cancer de préstata. En trabajos
realizados con 106 individuos enfermos y 33 sanos, los autores de estos trabajos no

aprecian diferencias significativas en el nivel de sarcosina de ambos grupos, encontrando
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incluso un valor medio menor en los enfermos (6.5 x10® mol L) que en los sanos
(9.6x10°mol LD).

La polémica acerca de la validez de la sarcosina como biomarcador del cancer
de proéstata estd aun en el aire. Mas alla de entrar a valorar estas discusiones de tipo
médico, parece interesante disponer de un metodo rapido y de bajo coste que permita
cuantificar el contenido de sarcosina de forma no invasiva para el paciente, que resultaria
de gran utilidad si se demuestra la validez de la sarcosina como marcador tumoral y se

propone en sustitucion del actual marcador PSA (Prostate Specific Antigen).

2.3.2. Meétodos de determinacion

La determinacidon de sarcosina enddgena en fluidos como sangre, plasma u orina
no es habitual ya que los niveles de este compuesto son muy bajos, normalmente no
detectables. En la evaluacion de los niveles de creatina y creatinina mediante su
transformacion en sarcosina se alcanzan concentraciones de ésta en torno a 1x10° M.

La mayor parte de los métodos de determinacidn de sarcosina se basan en la
reaccion de oxidacion de la sarcosina, catalizada por la enzima sarcosina oxidasa (SO,
EC 1.5.3.1) (RI-1).

CH3NHCH2COOH + H20 + O2 ——p  NH2CH2COOH + HCHO + H20:2 [RI-1]
Sarcosina Glicina

La enzima SO cataliza la oxidacidn de sarcosina con oxigeno, formandose glicina,
formaldehido y perdxido de hidrdgeno.
Una parte de los métodos se basan en la reduccion y medida amperométrica del
H»02 generado. Los procedimientos mas recientes 133 1341 ytilizan SO inmovilizada en
diferentes electrodos de trabajo (biosensores amperomeétricos). También se utiliza la
medida del formaldehido producido. Este se hace reaccionar con acetilacetona o
compuestos similares en presencia de amonio (reaccion de Hantzsch) y se miden los
productos resultantes por espectrofotometria o fluorimetria 351,
Finalmente, en el grupo de métodos mas utilizados, la reaccién RI-1 se acopla
con otras catalizadas por una peroxidasa de forma que el H>O> formado se hace reaccionar
con un sustrato adecuado midiéndose el color o la intensidad de fluorescencia de los

productos de reaccion (RI-0).
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H202 + Sustrato(red) — 3  2H»0 + Sustrato(ox) [R1-0]

Se utilizan una gran variedad de sustratos, algunos de ellos mezclados con
potenciadores del color. En la Tabla I-2 se muestran los més habituales.
En los Gltimos afios se pueden encontrar en la bibliografia nuevos métodos de

determinacion de sarcosina. Entre ellos puede destacarse la utilizacion de cromatografia

[136] [137]

ionica “**, nuevos biosensores amperométricos de sarcosina oxidasa inmovilizada
y alguna aplicacion de nanotecnologia que persigue el objetivo de imitar la catélisis
enzimatica de las peroxidasas 38 y que utiliza deteccion colorimétrica.

Las determinaciones de sarcosina no enzimticas son escasas. Puede
determinarse por cromatografia, segin los métodos habituales para el anélisis de
aminoacidos, lo que incluye diferentes procesos de derivatizacion pre-columna con o-
ftaldehido (OPA) o post-columna con ninhidrina y deteccion colorimétrica, fluorimétrica
0 por espectrometria de masas [**l. Bellon y Lundy > han determinado sarcosina en
orinay suero mediante cromatografia en capa fina previa derivatizacion con OPA 'y NBD-
Cl (7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol). Struys et al. 9 determinan sarcosina
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas utilizando sarcosina
marcada con isdtopos estables como patron interno. Finalmente, el contenido de sarcosina
en orina ha sido evaluado mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas, previa separacion por extraccion en fase solida y derivatizacion [12% 141, 142],
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Tabla I-2. Sustratos habituales para la determinacion de sarcosina a
través de la reaccion con H20: catalizada por peroxidasas.

Sustrato Deteccion
Fenol (+ 4-AAP) Colorimétrica (480 nm)
Pirogalol Colorimétrica (420 nm)
Guayacol Colorimétrica ( 436-470 nm)
ABTS Colorimétrica (420 nm)
OPD Colorimétrica (492 nm)
TMB Colorimétrica (450 nm)
5-ASA (+ 4-AAP) Colorimétrica (450 nm)

2,4-DCP (+ 4-AAP) Colorimétrica (510 nm)

Colorimétrica (565 nm)

DMA (+ 4-AAP)

DMT (+ 4-AAP) Colorimétrica (545 nm)
ESPMT (4-AAP) Colorimétrica (545 nm)
TBHBA (+ 4-AAP) Colorimétrica (515 - 630 nm)
TIHBA (+ 4-AAP 0 4-APH) Colorimétrica (515 - 630 nm)

HMMPS (+ 4-AAP) Colorimétrica (600-700 nm)

DDF Fluorimétrica (Aex: 337; Aem: 517)

4-AAP: 4-aminoantipirina; ABTS: sal aménica del 4cido 2,2’-azino-bis(3- etilbenzotiazolina-
6-sulfénico); 5-ASA: &cido 5-aminosalicilico; 2,4-DCP: 2,4- diclorofenol; DDF:
diacetildiclorofluoresceina; DMA: N,N-dimetilanilina; DMT: N,Ndietil- m-toluidina; ESPMT:
N-etil-N-sulfopropil-m-toluidina; HMMPS: N-(3- sulfopropil)-3-metoxi-5-metilanilina; OPD:
1,2-fenilendiamina; TBHBA: 4cido 2,4,6- tribromo-3-hidroxibenzoico; TIHBA: 4cido 2,4,6-
triiodo-3-hidroxibenzoico; TMB:

3,3,5,5 -tetrametilbenzidina.
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2.4. SARCOSINA OXIDASA

La sarcosina oxidasa (SO, EC 1.5.3.1) es una flavoproteina que, como se ha
visto, cataliza la oxidacién de sarcosina para dar glicina, formaldehido y peroxido de
hidrégeno 1431, Se purifico por primera vez a partir de Corynebacterium sp. U-96,
obteniéndose una enzima heterotetramérica, con cuatro subunidades diferentes: a, B, v y
& con masas de 110.000, 44.000, 21.000 y 10.000 Da, respectivamente [1441,

También se han obtenido enzimas tetrameras a partir de Corynebacterium sp.
P-1 431 Arthrobacter urefaciens [*461'y Arthrobacter sp. 1-IN [471,

En la Figura I-2 se muestra la estructura de la SO-U96. La subunidad  contiene
flavin cofactores (un FAD no covalente y un FMN covalente) y una dimetilglicina. La
subunidad 6 contiene un &omo de Zn. Se cree que el centro activo de la enzima se
encuentra en la subunidad B y que se establece un flujo de electrones desde la sarcosina

hasta el oxigeno siguiendo la siguiente secuencia:

Sarcosina — FAD 6 FMN — oxigeno

Figura I-2. Vista en tres dimensiones de la estructura de la SO-U96.
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La SO en disolucion presenta méaxima actividad catalitica en el intervalo de pH
de 8 a 9 81 E| comportamiento frente a la temperatura es normal: la actividad aumenta
con la temperatura y es maxima en torno a los 37-39 °C, disminuyendo rapidamente a

temperaturas superiores debido a la desnaturalizacion de la enzima [2481,
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REACTIVOS, APARATOS Y MATERIAL
3.1.1. Reactivos

« Acido borico, H3BOs, 99,5 %, P.A (Panreac).

« Dihidrogeno fosfato sédico monohidratado, NaH2PO4-H-0, P.A., 98%, (Panreac).

« Acido acético glacial, CHsCOOH, P.A., 99,5-100,5 % (Panreac).

« Guayacol, 2-metoxifenol (CH3OC¢H4OH), 98 %, PRS (Panreac).

« Polietileglicol (PEG)10000, HO(C2H4O)n H, reactivo para sintesis (Merck).

« Sulfato amonico, (NH4)2 SO4, 98,5 %, PRS, (Panreac).

« Hidroxido sodico, NaOH, 98,0-100,5 %, PRS, (Panreac).

« 4-aminoantipirina (4-AAP), C11H13N3O, (Sigma-Aldrich).

« Sarcosina, C3H7NO2, (Sigma-Ultra).

« Acido 2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzoico (TBHBA), C7H3Br303, 97 % (Sigma-
Aldrich).

« Sarcosina oxidasa (SO), EC 1.5.3.1), de Bacillus sp., 49 U mg™* (Sigma-Aldrich).

« Peroxido de hidrégeno (H20.), 30 % p/v, P.A, (Panreac).

« Acido clorhidrico (HCI), 35 % p/v, P.A., (Panreac).

¢ 3,3,5,5"-Tetrametilbencidina (TMB ), [CeH2(CH3)2NH2]2, >90 %. (Sigma- Aldrich).

3.1.2. Aparatos y material

« Espectrofotometro Beckman UV/VIS Dn-7 con cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
optico (Hellma). Intervalo 190-800nm, con precision de 0,2 nm.

« Espectrofotdmetro de doble haz Hitachi 15C-20 con cubeta de cuarzo de 1 cm de paso
optico (Hellma).

« Lector de placas Biorad Model 680 con agitacion, control de temperatura y filtros de
longitudes de onda de 405, 415, 475, 490 y 655 nm. Placas Biorad de 96 pocillos
(12x8). La adquisicion de datos se hizo con ordenador a través de la aplicacion
Microplate Manager Software (Bio-Rad) y el posterior tratamiento con Microsoft

Excel y Simfit (http://www.simfit.man.ac.uk).
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e pH-metros Crison micro 2001 y Mettler Toledo SevenEasy.

« Trituradora-picadora Moulinette (Moulinex)

« Frigorificos (4 °C) y congeladores (-20 ° C y -80 °C)

« Agitador orbital Rotabit (Selecta) con controlador electronico de velocidad.
« Micropipetas electronicas Proline® (Biohit) 50-1000 y 500-5000 pL.

« Micropipeta Biopette E® (Labnet) de 10 a 200 pL, 8 puntas.

« Centrifuga 8000 rpm (Selecta).

« Centrifuga 20000 rpm (Sorvall).

« Bafo termostatico con recirculacion (Selecta).

« Material de uso frecuente en el laboratorio.
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3.2. PLAN EXPERIMENTAL

Los diferentes experimentos realizados se desarrollaron siguiendo el plan que se
muestra a continuacion (los detalles de las diferentes etapas que se mencionan se

describen en los apartados subsiguientes):

Plantas de Rabano
lenteja prcante
Extraccion
Extracto de Comparacian Extracto de
planta de lenteja Actividad rabano picante
Estabilidad
Reaccian Determnacion de
indicadora perocado de ndrogeno

Oiptimizacion

|

Reaccion Determinacion de
global sarcosing

Tras la toma de muestra, las plantas de lenteja trituradas se someten a uno de los
procesos de extraccion de peroxidasas descritos en bibliografia %1 y ya utilizado en
trabajos anteriores. Con fines comparativos, se aplica el mismo proceso de extraccion a
muestras trituradas de rabano picante y se mide y compara la actividad peroxidasa de los
extractos de ambos vegetales y su estabilidad con el tiempo, utilizando guayacol como

sustrato.

A continuacion, utilizando directamente el extracto de lenteja como disolucion de
peroxidasa, se procede a elegir una reaccion indicadora (reaccion R 1-0) adecuada y a la
optimizacion de las condiciones de esta reaccion, teniendo como fin la cuantificacion de
peréxido de hidrdégeno para su posterior aplicacion a la cuantificacion indirecta de

sarcosina. Se ensayan diferentes sustratos y se estudia el efecto de algunas variables
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importantes (pH, temperatura, concentraciones de sustrato y enzima) en la reaccion
indicadora. Como resultado de estos estudios se propone un procedimiento para la
cuantificacion de perdxido de hidrégeno que es aplicado a la determinaciéon de este

compuesto en muestras de orina.

Finalmente, se estudia y optimiza la reaccién global (reaccion indicadora elegida
acoplada a la oxidacion de sarcosina). Como resultado de los estudios se propone un
procedimiento para la cuantificacion de sarcosina que es aplicado a la determinacion de

este compuesto en muestras de orina.

3.3. TOMA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Con el asesoramiento de agricultores y del Consejo Regulador de la I.G.P. lenteja
de la Armufa se tomaron muestras de planta de lenteja antes, durante y después de la

recoleccion de las cosechas.

La toma de muestra se realizd personalmente por miembros del equipo de
trabajo. Para ello se tomaron de 100 a 500 g de cada muestra en bolsas etiquetadas y
precintadas que se transportaron en neveras portatiles a 4 °C hasta el laboratorio donde
se almacenaron a -80°C. En la Tabla I-3 se detallan los datos de muestreo y conservacion
de las muestras de lenteja utilizadas. En la Figura 1-3 se muestra la planta de lenteja, en
flor y tras la cosecha. La Figura I-4 permite apreciar la dimension de los residuos que se
generan en una plantacion de lenteja tras la recoleccién. El rdbano picante fue importado
(22/11/09) desde Kartmp (Palau, Austria) y conservado a -80 °C.
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Tabla 1-3. Muestreo y conservacion de la planta de lenteja Rubia de la

Armufia.
Muestra Descripcion Fecha Origen Conservacion
. Planta verde 05/07/09 I.G.P. La o
Lenteja Planta en flor 30/04/09 Armufia -80°C
Trillada 05/07/09

FIGURA I-3

Plantas de lenteja en flor y trillada.

FIGURA 1-4

Residuos generados tras la cosecha de la lenteja Rubia de La Armuiia.
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3.4. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Considerando los resultados de trabajos anteriores, se ha utilizado un
procedimiento de extraccion con agua y polietilenglicol (PEG) 12491,

La materia vegetal (planta de lenteja o raiz de rabano picante) se corta en trozos
de 2-3 cm de longitud y se tritura. Partiendo de 25.0 g de muestra triturada, se llevan a
cabo dos etapas. En la primera, se extraen las proteinas solubles en agua. Para ello, a la
muestra triturada se le afiade 125 mL de agua destilada, se incuba durante 24 h, se filtra
y se centrifuga (10 min a 10000 rpm), recogiéndose el sobrenadante. A esta disolucion se
le denomina Crudo 1.

En la segunda etapa, se separan los compuestos fendlicos que se han extraido
junto con las proteinas. Para ello, al Crudo I se le afiade primero PEG, poco a poco y con
agitacion continua hasta alcanzar una concentracion del 14 % p/v. A continuacion y de la
misma forma se afiade (NHa)2SO4 hasta concentracion del 10 % p/v y se deja decantar en
embudo de decantacidn durante 24 h. Al cabo de este tiempo se observan dos fases: la
fase superior contiene el PEG y la mayor parte de los compuestos fendlicos, mientras que
la fase inferior es acuosa y en ella se encuentra la peroxidasa. Una vez efectuada la
decantacion, la fase acuosa se centrifuga a 10000 rpm durante 10 min y se recoge el
sobrenadante. A esta disolucion se le denomina Crudo 11.

3.5. COMPARACION CON LA PEROXIDASA DE RABANO PICANTE

Para la medida de la actividad peroxidasa de los extractos de planta de lenteja 'y
raiz de rabano picante se utilizaron H.0. y guayacol como cosustratos, y se siguio el
procedimiento de trabajos anteriores 4% %0 en la cubeta de un espectrofotometro se
colocan 2.0 mL de reactivo (H202 5.0x10° M y guayacol 1.8x102 M en tampdn fosfato
0.020 M a pH 6.0) junto con 20 pL del extracto, diluido adecuadamente si es necesario.
Se agita suavemente para favorecer la mezcla y se mide el incremento de absorbancia a
470 nm durante 2 min (AA). Se efectua un ensayo en blanco con 2.0 mL de reactivo y 20
uL de agua destilada. La temperatura se mantiene a 25 °C. La actividad en unidades por
mL de extracto (U mL™) se calcula segln se indica a continuacion, a partir del AA neto,

una vez descontado el valor del blanco.
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AA 2.02x103L 106 umol mol? 1

Actividad (UmL?1) =
ividad (U mL7) 2min  1cm5200Lmoltcm?  0.020 mL

Unidad de actividad peroxidasa, U: oxidacion de 1 x mol de guayacol por minuto
Para guayacol, es70: 5200 L molt cmt 1461
Volumen total en cubeta: 2,020x103 L

Se comparo la actividad peroxidasa de los extractos frescos de lenteja y rabano
picante asi como el mantenimiento de la actividad con el tiempo de almacenamiento. De
forma preliminar y para establecer si la comparacion de actividad (medidas a pH 6.0, con
guayacol como sustrato) era o no significativa, se estudio el efecto del pH en la actividad
de los diferentes extractos. En la Figura I-5, se observa que ambos extractos presentan un
pH de méxima actividad comudn y préximo a 6.0. La comparacion de actividades, medidas
segun se ha indicado anteriormente si es, por tanto significativa. En la Tabla I-4 se
detallan las actividades en U mL* de los extractos Crudo | y Crudo 1 de las diferentes
muestras de lenteja recolectadas y del rdbano picante. El extracto obtenido a partir de
planta de lenteja verde y en flor presenta una actividad muy superior a la del extracto de
rabano picante obtenido en las mismas condiciones. El extracto obtenido a partir de planta
de lenteja trillada, residuo generado en la cosecha de la lenteja, es similar al del extracto
de rébano picante.

Por otro lado, se estudio la estabilidad de los extractos, es decir la evolucion de su
actividad con el tiempo. Para ello, se midio la actividad de los extractos tras diferentes
periodos de almacenamiento en frigorifico a 4°C. Después de 6 meses, el Crudo Il de
lenteja conserva un 90% de su actividad inicial, tanto para la planta verde como para la
trillada. En el caso del extracto de radbano picante, tras 6 meses de almacenamiento la
actividad del Crudo Il es solo del 68 %. Al cabo de 15 meses, la actividad del Crudo 11
de lenteja disminuye hasta el 86 % de la inicial. Por tanto, el extracto obtenido a partir de
la planta verde de lenteja Rubia de la Armufia presenta no sélo una mayor actividad
peroxidasa que el obtenido a partir de rabano picante, sino también una mayor estabilidad
en las condiciones de almacenamiento. El extracto de planta de lenteja trillada, a pesar de
no observarse diferencias significativas en la actividad enzimatica, si presenta una mayor
estabilidad con el tiempo en comparacién con el extracto obtenido a partir de la raiz del
rabano picante. En el resto de experimentos de este capitulo, se decidio trabajar con el

extracto de la planta verde por presentar la mayor actividad peroxidasa.
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FIGURA I-5

Variacion de la actividad peroxidasa con el pH en el extracto Crudo I1I.

Tabla I-4. Actividad en los extractos de lenteja y rédbano.

Actividad”, U mL™*

Muestra Descripcion crudo | Crudo 11
Planta verde 53 113
Lenteja Planta en flor 60 132
Trillada 22 52
R&bano picante Raiz 29 60

*: Media de tres determinaciones
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3.6. REACCION INDICADORA

En el estudio de la reaccion indicadora se considerd la eleccién de un sustrato
adecuado Yy el efecto de variables significativas.

3.6.1. Eleccion de sustrato y efecto del pH

Por su rapidez y sensibilidad, el procedimiento descrito para la medida de la
actividad peroxidasa utilizando guayacol y H>O> como cosustratos, es uno de los
utilizados habitualmente para la medida de la actividad peroxidasa o para cuantificaciones
indirectas basadas en la medida del H202 generado en otras reacciones enzimaticas
acopladas.

Sin embargo, la elevada volatilidad del guayacol y su olor penetrante hacen que
la aplicacion continuada de la reaccion resulte una actividad molesta y potencialmente no
exenta de riesgo. Por esta razon, para la determinacién de H2O. y para su posterior
acoplamiento a la determinacion de sarcosina se decidié sustituir el guayacol por otro
sustrato mas inocuo.

Se realizaron pruebas con sustratos habituales de peroxidasa aparte del guayacol.
El estudio se centr6 en establecer el perfil de actividad de la peroxidasa de lenteja en
funcion del pH. Uno de los criterios de mayor peso para llevar a cabo la eleccion del
sustrato de la reaccion indicadora fue la proximidad del pH 6ptimo con cada uno de los
sustratos estudiados y el pH dptimo de actividad de la sarcosina oxidasa.

Como posibles sustratos de la reaccion indicadora se evaluaron el TMB
(3,3,5,5 -tetrametilbenzidina) y la mezcla de 4-AAP (4-aminoantipirina) y TBHBA
(2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzoico).

Segln trabajos publicados 5% 152 1531 ] TMB en presencia de H20 y de
peroxidasa origina un compuesto azul con maximos de absorbancia a 655 y 370 nm que
permiten el seguimiento espectrofotométrico de la reaccion enzimatica.

A pH>2, la magnitud y posicion de estos maximos es independiente del pH, pero
en medios fuertemente acidos (pH<1) las disoluciones azules se vuelven amarillas y sus
espectros de absorcidn presentan un Unico maximo a 450 nm, con mayor coeficiente de

absortividad que los anteriores. Este comportamiento se aprovecha para mejorar la
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sensibilidad en determinaciones basadas en medidas a tiempo prefijado. Primero se
desarrolla la reaccion enzimatica a un pH adecuado. Después, a un tiempo prefijado, se
afiade un exceso de acido que provoca la parada de la reaccion y el cambio de color de
azul a amarillo, efectudndose entonces las medidas a 450 nm.

En una serie de tubos de ensayo se colocaron 4 mL de tampon universal con pH
comprendido entre 2.2 y 9.3. En cada tubo se afiadieron 2 ml de TMB 5x10° M (en
etanol), 2 mL de H,02 8.8 x 10* My 2 mL de una disolucion preparada por dilucién 1:10
del extracto Crudo II.

Con cada uno de los tubos, la disolucion recién preparada se pasoé a la cubeta de
un espectrofotometro y se registrd el espectro de absorcion entre 700 y 300 nm, repitiendo
el espectro a intervalos de 5 minutos durante una hora. El aumento de absorbancia a 370
0 a 655nm con el tiempo se tomd como medida de la actividad peroxidasa.

La maxima actividad se observo en los tubos con pH en torno a 4, mientras que
a pH 2.2 y superiores a 8, no se aprecié evolucion alguna de la reaccion. EI hecho de que
la méxima actividad se observara a valores de pH relativamente acidos, podria deberse a
la baja solubilidad y a la inestabilidad del TMB en medios acuosos poco &cidos %4, En
cualquier caso, el pH de maxima actividad estaba demasiado alejado del pH 6ptimo
descrito para la actividad catalitica de la sarcosina oxidasa (pH 8), y esto llevo a descartar
el TMB como sustrato de la reaccion indicadora.

Descartado el TMB, se pasé a considerar la posible utilizacién de la mezcla de
4-aminoantipirina (4-AAP) con un derivado fendlico, en este caso el acido 2, 4, 6-
tribromo-3-hidroxibenzoico (TBHBA), mezcla que es también uno de los reactivos
frecuentes en los ensayos con peroxidasas (Tabla 1-2).

TBHBA y 4-AAP originan un compuesto de condensacion que en presencia de
H>0> y de peroxidasa se oxida dando lugar a un compuesto coloreado, una quinonaimina,
con un maximo de absorbancia en torno a 510 nm (reaccion R 1-4). Las medidas a esta
longitud de onda hacen posible el seguimiento espectrofotométrico de esta reaccion

enzimatica o de otras acopladas a ella.
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CeHs
CH, Ilf COOH Br
\N/ 0
H,0, + |_| + Br og _POX
NH, >
CHj,
Br
4-AAP TBHBA
CHs
cH, |
\.N/ /0
POX
— — + 2H,0 + HBr [R I-4]
N 0]
CH,
Br
Quinonaimina
H.0 + 4-AAP + TBHBA POX___, Quinonaimina + 2 H,O + HBr

Como en el caso del TMB, se estudid el pH de maxima actividad en la reaccion
de oxidacion. El estudio se llevé a cabo con el lector de placas Biorad 680, efectuando
las medidas con el filtro de 490 nm, el mas proximo a los 510 nm del maximo de
absorbancia del producto de reaccién. Se efectuaron experimentos en el intervalo de pH
de 3 a 9, aproximadamente, con tampoén universal 0.030 M. Para cada experimento se
utilizé un pocillo de la placa en el que se mezclaron en este orden: 200 pl de tampdn, 10
ul de una disolucion de 4-AAP 3.8x102 M, 25 ul de una disolucion de TBHBA 2.0x1072
M, 10 ul de una disolucion de H20; (1.3x102 0 1.3x10° M) y 10 ul del Crudo 1l diluido
1/10 0 1/2.

Las disoluciones de 4-AAP, TBHBA y H202 y la dilucion del Crudo Il se
prepararon en tampon universal al pH de cada experimento. Para cada valor de pH se
efectud un experimento en blanco sustituyendo la disolucién de Crudo Il por el mismo
volumen de tampodn. En todos los casos se efectuaron 8 réplicas, dispuestas segun las
columnas de la placa y realizando las adiciones simultdneamente mediante la micropipeta
multicanal de 8 puntas. La temperatura de la placa se ajustd a 37 °C. Tras un periodo de
agitacion/mezcla de 5 s, se midio la evolucion de la absorbancia durante 3 minutos, a

intervalos de 20 s. Una vez representados los valores de absorbancia frente al tiempo, se
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tomo6 como medida de la actividad enzimatica el valor medio de la pendiente (AA/tiempo)
de las rectas ajustadas.

Los resultados indicaron que la actividad catalitica de la peroxidasa de lenteja
Rubia de la Armufia en la oxidacion de 4-AAP/TBHBA con H20. es maxima a valores
de pH préximos a 6, tal como puede observarse en la Figura I-6. Teniendo en cuenta la
relativa proximidad de este pH con el de mé&xima actividad de la enzima sarcosina oxidasa
(pH 8.0) asi como la buena solubilidad de los reactivos utilizados y la estabilidad de sus
disoluciones, se decidio utilizar esta reaccion como reaccion indicadora en la
determinacion espectrofotométrica de perdxido de hidrogeno. Todos los posteriores

experimentos con esta reaccion se llevaron a cabo a pH 6.0.

-8~ 5.0x1073 M H,0,; crudo 1/2
-0~ 5.0x10™* M H,05; crudo 1/10

-
i [=2] =] (=1
(=] (=] (=] (=]

Actividad relativa, %

M
o

FIGURA I-6

Efecto del pH en la reaccion indicadora (R 1-4).
En pocillo: TBHBA: 2.0x10°% M; 4-AAP: 1.5x10°° M; T: 37 °C
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3.6.2. Efecto de otras variables en la reaccion indicadora

Una vez establecido el pH de maxima actividad, se paso a estudiar el efecto de las
siguientes variables:

- Temperatura

- Concentracion de TBHBA

- Concentracion de 4-AAP

- Concentracién de peroxidasa

- Concentracion de peroxido de hidrogeno

Todos los estudios se llevaron a cabo en el lector de placas Biorad 680, efectuando
las medidas a 490 nm y con la temperatura de las placas ajustada a 37 °C, excepto en el
caso del estudio variando la temperatura. Se utilizaron disoluciones independientes de
TBHBA, 4-AAP, peroxidasa y H202 de concentracion variable, todas ellas preparadas en
tampon universal 0.030 M de pH 6.0. Para cada experimento se utilizé un pocillo de la
placa en el que se mezclaron volumenes fijos de las diferentes disoluciones, segun la
siguiente secuencia:

- 200 pl de tampon

- 25 pl de disolucion de TBHBA

- 10 pl disolucion de 4-AAP

- 10 pl de disolucién de H.0»

- 10 pl disolucién de extracto con peroxidasa

En los experimentos en blanco se sustituyd la disolucion de la variable estudiada
por el mismo volumen de tampdn. En todos los casos se efectuaron 8 réplicas, dispuestas
segun las columnas de la placa y realizando las adiciones simultaneamente mediante la
micropipeta multicanal de 8 puntas. Tras un periodo de agitacion/mezcla de 5 s, se midid
la evolucion de la absorbancia durante 3 minutos, a intervalos de 20 s. Una vez
representados los valores de absorbancia frente al tiempo, se tom6 como medida de la
actividad enzimatica el valor medio de la pendiente (AA/tiempo) de las rectas ajustadas.

El efecto de la temperatura se estudié entre 25 y 45°C (Figura I-7). Al igual que
ocurre en otras muchas enzimas que se encuentran en vegetales o animales, la actividad

peroxidasa aumenta progresivamente hasta alcanzar un maximo a 37°C, y decae después
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debido probablemente a procesos de desnaturalizacion de la proteina. Se tomd por tanto
el valor de 37°C como Optimo para llevar a cabo la reaccion indicadora y sera el que se

utilice en los experimentos posteriores.

Para el estudio del efecto de la concentracion de TBHBA, el contenido de las
disoluciones de trabajo se ajust6 de forma que la concentracion de este compuesto tras la
mezcla se vario entre 1.0x10™%y 1.1x102 M. Se utilizo el extracto Crudo Il diluido 1/2 y
la concentracion de H2O; resultante en el pocillo fue 5.0x10° M. El estudio se realizo a
dos concentraciones diferentes de 4-AAP. En la Figura 1-8 se observa que la actividad
peroxidasa en la reaccion indicadora presenta un maximo a concentraciones de TBHBA
proximas a 2x10 M, cuando la concentracion de 4-AAP es de 1.5x10° M. En el caso de
concentraciones menores de 4-AAP, como es el caso de 7.5x10* M, el maximo en la
actividad peroxidasa se alcanza para valores de la concentracion de TBHBA préximos a
1x10° M. Por encima de estas concentraciones decrece gradualmente. El hecho de
obtener los mayores valores de actividad en concentraciones de TBHBA similares a la de
4-AAP puede explicarse si se tienen en cuenta procesos competitivos de dimerizacién de
TBHBA ['%°1 que adquieren mayor importancia cuanto mayor es el exceso de reactivo.

Se considerd 2x10° M como concentracion 6ptima de TBHBA.

A continuacion, el contenido de las disoluciones de trabajo se ajusté de forma
que la concentracion de 4-AAP en el pocillo se varié entre 1.0x10“y 3.5x103 M. En
todos los casos se utiliz6 igualmente el extracto Crudo Il diluido 1/2 y las concentraciones
resultantes de TBHBA y H,0> fueron 2.0x10° M y 5.0x10° M, respectivamente. En lugar
de sufrir una disminucion acusada como en el caso anterior, la actividad parece
estabilizarse cuando la concentracion de 4-AAP es igual o ligeramente superior a la del
TBHBA. ElI méximo en la actividad se presenta a concentraciones de 4-AAP entre 1.5 x
102 y 3.0x10° M, tal como se muestra en la Figura 1-9. Para todos los experimentos

posteriores, 1.5x103M fue elegida como concentracion 6ptima de 4-AAP.

El efecto de diferentes concentraciones del extracto de peroxidasa de lenteja se
estudio a partir del extracto Crudo Il sin diluir y con varias diluciones (1/2, 1/5, 1/10). En
todos los casos, las concentraciones de TBHBA, 4-AAP y H,O; resultantes tras la mezcla
fueron 2.0x10°3 M, 1.5 x 10° M y 5.0x10°° M, respectivamente. Los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla I-5. La actividad aumenta conforme aumenta la concentracion
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del extracto, como cabia esperar. Esto indica que no existen otros componentes en el
extracto que interfieran de manera significativa en la reacciéon indicadora. Aunque es
necesario remarcar que en las diluciones 1/5 la actividad no aumenta de forma notable
con respecto a la dilucion 1/10.

En el caso del extracto sin diluir, los cambios en la absorbancia son muy rapidos
e intensos, alcanzandose rapidamente valores de absorbancia superiores a 1. En
consecuencia con lo expuesto y como compromiso entre sensibilidad, precision y
consumo de extracto, para posteriores experimentos se opto por el extracto Crudo Il

diluido 1/2 como disolucién de peroxidasa de trabajo.

Para el estudio del efecto de la concentracion H>O2, el contenido de las
disoluciones de trabajo se ajustd de forma que la concentracion de este compuesto en el
pocillo se varié entre 1.0x10® y 1.1x10° M. En todos los casos se utilizé el extracto Crudo
I diluido 1/2 y las concentraciones resultantes de TBHBA y 4-AAP fueron 2.0x10° My
1.5x10° M respectivamente.

En la Figura 1-10 se observa como la actividad de la peroxidasa del extracto de
lenteja aumenta con la concentracion de H2O- hasta valores proximos a 1x10“M. Con
concentraciones mayores, la actividad disminuye debido seguramente al efecto de

inhibicion por sustrato ampliamente descrito para todas las peroxidasas [155 1%,
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FIGURA I-7

Influencia de la temperatura en la reaccion indicadora (R 1-4).
En pocillo: pH 6.0; TBHBA: 2.0x107% M; 4-AAP: 1.5x107% M; H,02:5.0x10°° M; Crudo 11 diluido 1/2.
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FIGURA I-8

Influencia de la concentracion de TBHBA en la reaccion indicadora (R 1-4).
En pocillo: pH 6.0; H202: 5.0x10°° M; Crudo |1 diluido 1/2; T: 37 °C.
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FIGURA I-9

Influencia de la concentracion de 4-AAP en la reaccion indicadora (R 1-4).
En pocillo: pH 6.0; TBHBA: 2.0x10% M; H,02: 5.0x10°° M; Crudo II diluido 1/2; T: 37 °C.

Tabla I-5. Influencia de la concentracion de peroxidasa en la reaccion
indicadora (R 1-4).

Disolucién de peroxidasa de lenteja Actividad relativa, %
Crudo 11 100
Crudo Il diluido 1/2 60.3
Crudo Il diluido 1/5 15.5
Crudo Il diluido 1/10 14.5
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FIGURA I-10

Influencia de la concentracion de H20:zen la reaccion indicadora (R 1-4).
En pocillo: pH 6.0; TBHBA: 2.0x10°% M; 4-AAP: 1.5x102 M; Crudo Il diluido 1/2; T: 37 °C.
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3.7. DETERMINACION DE H,0;

Considerando los resultados de los estudios precedentes, se propone el siguiente

procedimiento y condiciones experimentales para la determinacién de H2O..

Procedimiento

Con el lector de placas Biorad 680 provisto del filtro de 490 nm y la temperatura
de las placas ajustada a 37 °C, en cada pocillo de la placa se efectia la mezcla que se

indica en la siguiente secuencia:

- 200 pl de tampon universal 0,030 M de pH 6.0.

- 25 pl de TBHBA en tampon

- 10 pl de 4-AAP en tampon

- 25 pl de patron/muestra de H2O; en agua o de agua destilada (blanco)

- 10 pl de extracto Crudo Il diluido 1/2 en tampon.

Tras un periodo de agitacion/mezcla de 5 s, se miden los valores de absorbancia
durante 3 minutos, a intervalos de 20 s, tomandose como parametro analitico el valor de
la pendiente (AA/tiempo) de las rectas ajustadas. Para cada medida (patrén, muestra o
blanco) se efectlian 8 réplicas dispuestas segun las columnas de la placa y preparadas

simultaneamente mediante una micropipeta multicanal de 8 puntas.

Mediante el procedimiento descrito (cuyas condiciones aparecen resumidas en
la Tabla I-6) pueden detectarse concentraciones de H,0, en pocillo superiores a 5x107®
M (esta es la minima concentracion detectada, que proporciona un valor de pendiente de
Se + 308, siendo Sg y og el valor del blanco y la desviacion estandar del blanco,
respectivamente) y existe un margen lineal de cuantificacion entre 1x107 y 1x10“ M,
aproximadamente (AA mint = (2.20+0.08)x10° [H20;] + (1.0+0.5) x10°%; R? = 0.999).
Para H202 4x10° M se obtuvo una DER (n=8) de la pendiente del 3.9 %. Siendo el factor
de dilucién 270/25 aproximadamente, el limite de deteccion de H20: en la disolucion de
muestra es 5.4x10”7 M, con un margen de cuantificacion lineal entre 1.1x10° y 1.1x10°3
M.
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Tabla 1-6. Condiciones propuestas para la determinacion de H20z.

Variable Rango estudiado Valor propuesto
pH 3-8 6.0
Temperatura (°C) 25-45 37
TBHBA (M)* 1.0x10* - 1.1x107 2.0x10°3
4-AAP (M)* 1.0x10* - 3.5x10° 1.5x10°3

Peroxidasa de lenteja

(Crudo 11) Sin dilucién - Dilucién 1/10 Dilucién 1/2

H,0, (M)* 1.0x10% - 1.1x10°

*: concentraciones en pocillo
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3.7.1. Aplicacion a muestras de orina

El procedimiento descrito se aplicé al anélisis de 6 muestras de orina, cada una de
ellas dopada con 2 concentraciones distintas de H.O>. Como Unico tratamiento, las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 min, tomando los sobrenadantes. Una
parte del sobrenadante se mezcl6 con un pequefio volumen de disolucion acuosa de patron
de perdxido de hidrdgeno, obteniéndose asi una disolucion madre de cada muestra
dopada. Las muestras finalmente analizadas se prepararon por dilucion adecuada de la

madre con el resto de sobrenadante.

Los resultados, resumidos en la Tabla I-7 indican una coincidencia significativa
entre las concentraciones afiadidas y las encontradas segun el procedimiento propuesto,
por lo que se puede concluir que éste es adecuado para la determinacion de H2O> en
muestras de orina.

Es importante resaltar aqui el hecho de que no se haya observado ningun tipo de
interferencia en las muestras de orina, ya que éstas presentaron un comportamiento
similar al de las muestras patron de H.O, preparadas en agua destilada. Esto indica que
no existe interaccion aparente del resto de componentes del extracto Crudo Il con la
matriz de las muestras y que el extracto puede utilizarse directamente, sin purificar, como
disolucién de trabajo de peroxidasa. EI procedimiento propuesto presenta ademas la

ventaja de poder analizar un total de 96 muestras en un tiempo de 3 minutos.
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Tabla I-7. Determinacion de H202 en muestras de orina
dopadas. Concentraciones afadidas y encontradas

mediante el procedimiento propuesto.

H.O;en la muestra, M

Muestra
Anadida Encontrada*
HP-1 0 <5.4x107
1.00x10° (1.04 £ 0.08)x10°
5.10x10* (5.1 +0.1)x10%*
HP-2 0 <5.4x107
1.00x10°  (1.05 +0.08)x10°
5.10x10* (5.2 +0.1)x10™*
HP-3 0 <5.4x107
1.00x10° (0.94 £ 0.08)x10°
5.10x10* (5.0 +0.1)x10™
HP-4 0 <5.4x107
1.00x10° (1.07 + 0.08)x10°
5.10x10*  (5.1% 0.1)x10%
HP-5 0 <5.4x107
1.00x10° (1.05 + 0.08)x10°
5.10x10* (5.0 £ 0.1)x10*
HP-6 0 <5.4x107
1.00x10° (1.08 + 0.08)x10°
5.10x10* (5.2 % 0.1)x10%

*: media de 8 determinaciones con confianza del 95 %
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3.8. REACCION GLOBAL

Una vez establecida y estudiada la reaccion indicadora, se paso a estudiar el
proceso o reaccion global resultante del acoplamiento de esta reaccion con la reaccion de

oxidacion de la sarcosina catalizada por SO.

Sarcosina + H20 + O SO, Glicina+ HCHO + Hz0 [RI-1]
H20: + 4-AAP + TBHBA POX » Quinonaimina + 2 H20 + HBr [R1-4]

3.8.1. Efecto de variables en la reaccion global
Se estudiaron las diferentes variables:

- pH
- Concentracién de SO

- Concentracion de sarcosina

Para el estudio del pH se siguié un procedimiento similar al de los apartados
precedentes, manteniendo las condiciones experimentales propuestas para la
cuantificacion de H>O3, con la excepcion obvia del pH de trabajo que se vario entre 6.0
(pH de maxima actividad encontrado para la peroxidasa en la reaccion indicadora) y 8.0,
pH en torno al que segun fuentes bibliograficas, se produce la méaxima capacidad
catalitica de la sarcosina oxidasa [14% 157 1581,

En experimentos adicionales se midi6 el pH de las mezclas en los momentos
iniciales y al cabo de 5 y 30 min de reaccion, no observandose en ningln caso
desviaciones significativas respecto al valor del tampon.

En la Figura I-11 se muestran los perfiles de actividad relativa frente a pH para
una concentracion de sarcosina de 4.0x10° M y a dos concentraciones diferentes de SO
(0.45y 4.5 U mL™?). Para ambas concentraciones de SO estudiadas se obtiene una maxima
actividad de la reaccion indicadora acoplada a valores de pH en torno a 7.1, un valor
intermedio entre el Optimo pH para la reaccién indicadora y el de la reaccion de
transformacion de la sarcosina catalizada por la SO.

Tal y como era de esperar, se obtiene una mayor actividad cuanto mayor es la
concentracion de SO, para los tiempos de reaccion que se proponen. Sin embargo, se
decide elegir una concentracion de SO de 0.45 UmL™?, teniendo en cuenta sensibilidad y

consumo de SO, puesto que se trata del reactivo més caro de los utilizados. No obstante,
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si se desea dar prioridad a la sensibilidad en el método, podrian utilizarse mayores
concentraciones de SO.

Manteniendo las condiciones experimentales propuestas, la concentracion de
sarcosina en pocillo se vario entre 1.0x10® y 1.1x10° M. Como se observa en la Figura
I-12, la actividad global aumenta con la concentracion de sarcosina hasta valores
proximos a 1.5x10* M, estabilizandose por encima de esta concentracion.

A diferencia de la Figura 1-10 (P&g 63), aqui no se observa el efecto de inhibicién
por sustrato asociado a un exceso de H202. Esto parece indicar que la velocidad de
generacion de este compuesto en la oxidacion de sarcosina es equiparable a la de su
descomposicion en la reaccién indicadora o, lo que es lo mismo, que la reaccion
catalizada por SO es el paso limitante de la reaccion global. La estabilizacion observada
a concentraciones elevadas de sarcosina puede ser achacada al agotamiento del oxigeno

necesario para la oxidacién de sarcosina.
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FIGURA I-11

Influencia del pH en la reaccion global.
En pocillo: TBHBA: 2.0x107° M; 4-AAP: 1.5x107% M; Crudo Il diluido 1/2; sarc.: 4.0x107° M; T: 37 °C.
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FIGURA I-12

Influencia de la concentracion de sarcosina en la reaccion global.
En pocillo: pH 7.1; TBHBA: 2.0x10°% M; 4-AAP: 1.5x1073 M; Crudo Il diluido 1/2; SO: 0.45 U mL™%; T: 37°C.
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3.9. DETERMINACION DE SARCOSINA
Considerando los resultados de los estudios precedentes, se propone el siguiente

procedimiento y condiciones experimentales para la determinacion de sarcosina.

Procedimiento

Con el lector de placas Biorad 680 provisto del filtro de 490 nm y la temperatura
de las placas ajustada a 37 °C, en cada pocillo de la placa se efectia la mezcla que se

indica en la siguiente secuencia:

- 150 pl de tampdn universal 0,030 M de pH 7.0.

- 25 pl de TBHBA en tampon

- 10 pl de 4-AAP en tampon

- 25 pl de patron/muestra de sarcosina en agua o de agua destilada (blanco)
- 50 pl de SO disuelta en tampon

- 10 pl de extracto Crudo Il diluido 1/2 en tampon.

Tras un periodo de agitacion/mezcla de 5 s, se miden los valores de absorbancia
durante 3 minutos, a intervalos de 20 s, tomandose como parametro analitico el valor de
la pendiente (AA/tiempo) de las rectas ajustadas. Para cada medida (patrén, muestra o
blanco) se efectlan 8 réplicas dispuestas segun las columnas de la placa y preparadas

simultaneamente mediante una micropipeta multicanal de 8 puntas.

Las condiciones propuestas para la determinacion de sarcosina se resumen en la
Tabla 1-8. En dichas condiciones, se detectan concentraciones de sarcosina en pocillo
mayores 0 iguales a 5x 10 M.

La relacién entre la concentracion y la pendiente (Figura I-12) no es lineal, pero
en el intervalo de 1.0x107 a 1.5x10™*M, se ajusta a un polinomio de segundo grado (AA
min~= (-6.1 +£4.6) x108 [Sar]? + (2.3 £0.4) x10° [Sar] + (8.5 +5.9) x 10, n=8; R?=0.999).
El valor de la pendiente para una concentracion de sarcosina de 5.0x10° M presenta una
DER (n=8) de 4.2%.
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Con un factor de dilucion de 270/25 aproximadamente, el limite de deteccion de
sarcosina en las disoluciones de muestra es de 5.4x107 M, con un margen de

cuantificacion entre 1.1x10° y 1.6x10° M.
Ademas el procedimiento propuesto permite el andlisis de un gran namero de

muestras en poco tiempo. Segun la distribucion de pocillos en la placa se pueden llegar a

analizar un total de 96 muestras en un tiempo de tan solo 3 minutos.

Tabla 1-8. Condiciones propuestas para la determinacién de

sarcosina.
Variable Rango estudiado Valor propuesto
pH 3-8 71
Temperatura (°C) 25-45 37
TBHBA (M)* 1.0x10* - 1.1x107 2.0x10°3
4-AAP (M)* 1.0x10* - 3.5x10° 1.5x10°3

Peroxidasa de lenteja o L L
Sin dilucién - Dilucion 1/10 Dilucién 1/2

(Crudo I1)
SO (U mLY)* 0.45-45 0.45
Sarcosina (M)* 1.0x10® - 1.0x10°3

*: concentraciones en pocillo
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3.9.1. Aplicacion a muestras de orina

El procedimiento descrito se aplico al analisis de 6 muestras de orina de
individuos sanos (concentracion de sarcosina esperable <1 umol/ orina de 24 h), cada una
de ellas dopada con 2 concentraciones distintas de sarcosina. Como Unico tratamiento, las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 5 min, tomando los sobrenadantes. Una
parte del sobrenadante se mezcl6 con un pequefio volumen de disolucion acuosa de patron
de sarcosina, obteniéndose asi una disolucién madre de cada muestra dopada. Las
muestras finalmente analizadas se prepararon por dilucion adecuada de la madre con el

resto de sobrenadante.

En la Figura 1-13 se muestra un esquema de la placa en el analisis de las
diferentes muestras de orina. Los resultados, resumidos en la Tabla I-9, indicaron una
coincidencia significativa entre las concentraciones afiadidas y las encontradas segun el
procedimiento propuesto, por lo que se puede concluir que éste es adecuado para la

determinacién de sarcosina en muestras de orina.

4 5 6 7 8 9 10 11 12

jeoeoee ] | o e e
Jelelee] ] 1 Jeo Jelvie
HOOOO®@®@®O®O@®O

Blanco Patrones Muestras

FIGURA I-13

Esquema de la placa en el analisis de las muestras de orina dopadas.
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Tabla 1-9. Determinacion de sarcosina en muestras de
orina dopadas. Concentraciones afadidas y encontradas
mediante el procedimiento propuesto.

Muestras

Sarcosina en muestra, M

Anadida

Encontrada*

S-1

S-2

S-4

S-5

1.00x10°
1.00x10*
0
1.00x10°
1.00x10*
0
1.00x10°
1.00x10*
0
1.00x10°

1.00x10*

1.00x10°

1.00x10*
0

1.00x10°

1.00x10*

<5.4x107
(1.00 + 0.06)x10°
(1.07 + 0.08)x10™
<5.4x107
(1.00 +0.06)x10°
(1.02 + 0.08)x10™
<5.4x107
(1.00 + 0.06)x10°
(0.98 + 0.08)x10"*
<5.4x107
(1.00 + 0.06)x10°
(0.95 + 0.08)x10"*
<5.4x107
(1.01 + 0.06)x10°
(1.03 + 0.08)x10"*
<5.4x107
(1.05 + 0.06)x10°

(0.99 + 0.08)x10*

*: media de 8 determinaciones con confianza del 95 %
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4. CONCLUSIONES
Los resultados del trabajo realizado pueden resumirse en las siguientes

conclusiones:

< Se ha puesto de manifiesto la aplicabilidad de la peroxidasa de la planta de lenteja
Rubia de la Armufia en métodos analiticos, en sustitucion de la peroxidasa de rabano
picante. En este sentido, se propone un procedimiento para la determinacion de H.O>
a niveles de concentracion adecuados para numerosos procedimientos enzimaticos,
directos o indirectos, basados en la determinacion de este compuesto, entre ellos una
gran variedad de anélisis en suero utilizados para el diagndéstico clinico. El
procedimiento propuesto ha sido aplicado a la determinacion de H.O2 en muestras de
orina dopadas. Los resultados satisfactorios obtenidos indican que también seria

aplicable en cualquier proceso analitico basado en la cuantificacion de H20- en orina.

< Como ejemplo de aplicacion de lo indicado en el punto precedente, se propone
un procedimiento para la determinacion de sarcosina, un metabolito cuyo aumento
de concentracion en orina podria estar relacionado con la existencia y evolucion
inicial del cancer de préstata. Las concentraciones de sarcosina analizables son
adecuadas para el diagndstico de individuos enfermos (valores tipicos entre 2x10° y
3x10° M en orina de 24 h, en contraste con niveles no detectables o inferiores a 2x
10% M en individuos sanos). El procedimiento propuesto se ha aplicado

satisfactoriamente al analisis de muestras de orina dopadas con sarcosina.

< Finalmente, cabe destacar que en las aplicaciones analiticas descritas para la
peroxidasa de lenteja Rubia de la Armufia se ha utilizado directamente el extracto
vegetal, concretamente el denominado extracto Crudo Il diluido adecuadamente. Al
no haberse observado ningln tipo de interaccion entre el resto de componentes del
extracto y la matriz de las muestras de orina, no ha sido necesario llevar a cabo la
separacion y purificacion de la enzima, hecho que repercute de forma dréastica en la

simplicidad y en el coste de las aplicaciones analiticas.
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CAPITULO I 1. Objeto y Fundamento del trabajo

1. OBJETO Y FUNDAMENTO DEL TRABAJO

En el presente capitulo se pretende la puesta a punto y optimizacion de un
procedimiento para el aislamiento y purificacion de la peroxidasa de la planta de escoba
blanca (CMP).

Se ha tomado como referencia el proceso descrito por Sakharov et al. [+ 154 para
la purificacion de la peroxidasa de palma, proceso que se fundamenta en tres etapas

genéricas basadas en separaciones por extraccion y diferentes tipos de cromatografia:

1. Aislamiento y concentracion de la proteina deseada.

2. Eliminacion de sustancias interferentes, particularmente de los

compuestos fendlicos que son inhibidores de las peroxidasas.

3. Eliminacidn de otras proteinas y de trazas de impurezas para conseguir

un elevado grado de pureza de la enzima deseada.
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2. ANTECEDENTES
2.1. ESCOBA BLANCA: DESCRIPCION Y HABITAT

La especie Cytisus multiflorus es conocida como escoba blanca, retama o
marihuela, entre otros nombres. Es una leguminosa arbustiva de altura entre 1-3 m
(1591 E] nombre “multiflorus” se le otorga debido a que presenta un gran nimero de
flores %% tal como puede apreciarse en la Figura 11-1. Tiene numerosas ramas,
flexibles y de color ceniza [*** y sus frutos son legumbres vellosas de forma aplastada

y unos 2.5 cm de largo 611,

El area de distribucion de esta especie se reduce a la Peninsula Ibérica 621,
No obstante, existen algunas citas de apariciones esporadicas en Italia y Francia [*6],
Habita en terrenos siliceos (granitos, gnéises y cuarcitas), lugares pedregosos, claros
y linderos de los bosques. Su distribucion es amplia en el cuadrante central-oeste de

la Peninsula Ibérica 164,

Su crecimiento se ve favorecido por climas templados (Encinar lusitano,
Aurribes, robledal del sur y quejigal del centro). Aunque se trata de una especie muy

resistente que puede aparecer en climas subhtimedos e hiper-htimedos [*64,

El uso de esta especie de escoba es menos extendido que el de la escoba
amarilla (Cytisus scoparius). A diferencia de esta ultima, que incluso posee algunas
propiedades medicinales, la escoba blanca se utiliza principalmente como especie

ornamental.

Figura I1-1. Escoba Blanca en flor.
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2.2. PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION DE PEROXIDASAS VEGETALES

Las peroxidasas se encuentran formando parte de mezclas complejas en el
interior y exterior de células junto a otras enzimas. Ademas, en el interior de la célula
existe la posibilidad de que la enzima de interés se encuentre en disolucion en el
citoplasma o bien asociada a estructuras celulares. Para llevar a cabo el estudio de
una enzima en particular el primer paso necesario es el aislamiento de dicha enzima
del resto del contenido celular.

Existen en la literatura diferentes métodos de extraccion de peroxidasas.
Puesto que las peroxidasas de plantas son fundamentalmente proteinas de secrecion,
la gran mayoria de estos métodos se basan en la obtencion de un extracto homogéneo
de la peroxidasa en medio acuoso. Sin embargo, en la extraccion pueden afiadirse
aditivos tales como sales o surfactantes que ayudan a extraer y estabilizar fracciones
de proteina que puedan encontrarse unidas a membranas.

Junto con las proteinas se encuentran en los extractos vegetales otros
componentes no proteicos como es el caso de compuestos fendlicos que pueden
inhibir la actividad peroxidasa y que deben ser separados. Esta separacién puede
Ilevarse a cabo mediante intercambio idnico, por adicidn de reactivos secuestradores
de fenoles o por extraccion con polimeros organicos en presencia de sales.

Se describen a continuacion algunos de los procedimientos utilizados para la
extraccion de peroxidasas de especies vegetales.

2.2.1. Extraccion con disoluciones tampén

e  Extraccion con polivinilpirrolidona (PVP) [16°]

La muestra vegetal fresca se congela en nitrégeno liquido y después se
tritura. A continuacion se homogeniza utilizando un volumen doble de tampdn
acetico/acetato 0,050 M a pH 4.0 al que se ha afiadido 1/3 de la masa como NaCl
solido y una cantidad de polivinilpirrolidona (PVP) de tal forma que su composicion
final sea de un 1% (p/v). La mezcla se centrifuga durante 30 min (6000 rpm) y se
recoge el sobrenadante. Con el residuo de la centrifugacion se repite el mismo
procedimiento de extraccién un par de veces y se juntan los sobrenadantes. Es posible

liofilizar la muestra antes de su uso.
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e Procedimiento con acetato ¢l
La materia vegetal se homogeniza a 24 °C con tampdn acético/acetato 0,020
M a pH 6.0. Los extractos que se obtienen se centrifugan a 12000 rpm vy el

sobrenadante se concentra 10 veces mediante ultrafiltracion.

« Procedimiento con tampon fosfato [16¢]
La materia vegetal se incuba con 10 veces su volumen de tampon fosfato a
pH 6,0 durante 24h. Esta mezcla se centrifuga un par de veces a 725 x g durante 15
min y después a 13600 rpm durante 10 min. Al final, el sobrenadante se almacena a
4°C.

« Procedimiento Lopez-Molina [267]

La materia vegetal se somete a trituracién y homogenizacion en un medio
acuoso constituido por agua o solucion acuosa salina, opcionalmente tamponada, en
un intervalo de pH comprendido entre 3.0 y 10.0. Ademas, dicho medio acuoso puede
contener uno o0 mas aditivos seleccionados entre antioxidantes, secuestradores de
fenoles, agentes quelatantes de cationes, polimeros para el reparto de fases,
disolventes organicos y/o inhibidores o activadores de proteasas que pudieran estar
presentes en los tejidos. Tras la homogenizacién, la parte soluble se separa del
residuo sélido para obtener una primera fraccion soluble. El residuo sélido se somete
a uno o mas ciclos adicionales de lavado, homogenizacion en el medio acuoso
previamente mencionado y separacion solido-liquido para obtener un segundo

residuo sélido y diferentes fracciones solubles.

2.2.2. Extraccion con agua

« Procedimiento de precipitacion con metanol [16%]
La muestra triturada se extrae con agua. La enzima se precipita con metanol
y el precipitado se disuelve en agua. De esta disolucion, se obtiene el crudo de la
enzima, por precipitacion por efecto salino con sulfato de amonio. La enzima se

disuelve en agua. Se puede desalinizar y concentrar mediante ultramicrofiltracion.
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« Procedimiento con polietilenglicol (PEG) [1¢°]

La materia vegetal se tritura y se divide en dos porciones. A la primera
porcidn se le agrega agua en proporcion 1:4 y se deja en reposo durante una noche a
temperatura ambiente. Después se filtra a vacio con un embudo Biichner. El extracto
obtenido se afiade a la segunda porcion triturada, y se deja reposar otra noche.
Después se centrifuga durante 15 min a 25 °C y se separa. Al extracto se agrega PEG
y sulfato amonico solido dejando reposar unas 8 horas, a 4°C. Se forman dos capas;
la superior es oscura, organica y contiene compuestos polifenolicos; la inferior es

clara, acuosa y contiene la peroxidasa.

2.3. TECNICAS UTILIZADAS EN LA PURIFICACION DE PROTEINAS

Una vez llevada a cabo la etapa de aislamiento o extraccion de la enzima,
en la etapa de purificacion se pretende la separacion de la proteina de interés de otras
presentes en el extracto. En la purificacion se utilizan procesos cromatograficos que
explotan las diferencias en las propiedades quimicas, estructurales y funcionales de
las diferentes proteinas presentes en el extracto.

El término purificacién en su acepciéon mas general se refiere a la
eliminacion de impurezas o imperfecciones para que “algo” recupere su esencia. Si
se habla de purificacion de proteinas se refiere entonces a un proceso o conjunto de
procesos encaminados al aislamiento de una proteina en particular, separandola de
otros componentes presentes en una mezcla (de naturaleza proteica o no).

Una vez aislada la proteina de interés los procesos de separacion de
proteinas posteriores se encuentran dominados principalmente por la cromatografia
liguida (CL). La resolucién de mezclas proteicas por CL se basa en el principio de
que bajo un conjunto dado de condiciones, los solutos disueltos en una fase movil
liquida interactian en diferente forma y grado con las fases mavil y estacionaria,
estando esta Ultima generalmente contenida en una columna. El tipo de interaccion
depende de las propiedades fisicas y quimicas de los tres componentes: fase
estacionaria, fase mdvil y analito. La CL aplicada a la purificacion de proteinas
explota las diferencias en las caracteristicas inherentes de dichas biomoléculas como
son tamafio, hidrofobicidad o carga con el fin de lograr su separacion 17,

Dentro de la CL con aplicacion para la separacion de proteinas en una

mezcla se tienen diferentes técnicas clasificadas en: cromatografia de exclusion
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molecular o filtracion en gel (Size Exclusion Chromatography, SEC), intercambio
ionico (lon Exchange Chromatography, IEC), interaccion hidrofobica (Hydrophobic
Interaction Chromatography, HIC) y fase inversa (Reverse Phase Chromatography,
RPC).

A continuacion se describen los fundamentos de las técnicas
cromatograficas elegidas en el presente capitulo para la purificacion de la peroxidasa
de escoba blanca.

2.3.1. Cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC)

La HIC se basa en la interaccion reversible entre la superficie hidrofobica
de una proteina y una fase estacionaria formada por un ligando hidrofébico a
moderadas concentraciones de sal 171,

Las interacciones hidrofobicas son las fuerzas no covalentes mas
importantes relacionadas con la estructura y plegamiento de las proteinas y con la
unién de enzimas a un sustrato y aparecen cuando se colocan compuestos no polares
en un ambiente o entorno acuoso 172,

La fase estacionaria en HIC (grupos hidrofébicos) se encuentra unida a un
soporte de polimeros hidrofilicos. Las distintas columnas empleadas pueden diferir
en la naturaleza quimica del soporte, asi como en la naturaleza quimica o la

concentracion del ligando hidrofobico 17,

La union y la elucion de proteinas en HIC se logran normalmente con la
adicion y eliminacion de sales. Las sales son compuestos polares que se unen al agua
fuertemente. Este hecho induce la exclusién de las moléculas de agua sobre la
proteina y se traduce por tanto en el aumento de las interacciones hidrofébicas entre
la proteina y el ligando de la matriz (1'% 172 En la Figura 11-2 se muestran las series
de Hofmeister o liotropicas, las cuales organizan los iones desde los que promueven
las interacciones hidrofobicas (salting-out/efecto liotropico) hasta los que las
disminuyen (salting-in/ efecto caotropico). El sulfato de amonio es una de las sales
maés frecuentemente empledas en HIC debido a la combinacion entre su elevada

solubilidad y buenas propiedades liotropicas 731,

En general, la unién de la proteina a la fase estacionaria se logra en presencia

de determinadas concentraciones de sal que, como se ha dicho anteriormente

85



CAPITULO I I 2. Antecedentes

favorece las interacciones hidrofébicas. Posteriormente la reduccion en la
concentracion de sal posibilita la elucion de las proteinas, bien de forma brusca,
escalonada o bien en gradiente. En HIC la elucion en gradiente presenta problemas
que se traducen en una mala resolucion de los picos cromatograficos debido a
procesos de agregacion proteicos (salting-out). Este problema se solventa utilizando
una elucién escalonada o con la presencia de una pequefia cantidad de algun

disolvente organico en el tampodn de elucion, por ejemplo etanol 0,1-5% 1731,

Efecto liotrépico (salting out)

—

Aniones: PO,>, SO,%, CH,COO", CI, Br, NO, ClO,;, I, SCN-

Cationes: NH,*, Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Mg?*, Ca?!, Ba?*

—

Efecto caotrépico (salting in)

Figura I1-2. Series de Hofmeister.
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2.3.2. Cromatografia de intercambio iénico (IEC)

La cromatografia de intercambio ionico separa las moléculas atendiendo a
su carga ionica neta. Actualmente, la IEC es una de las técnicas mas utilizadas para
la separacion de una mezcla de proteinas. Las proteinas con diferentes grupos
cargados compiten por su uniodn con grupos de carga opuesta.

En IEC el pardmetro critico es el pH, puesto que una proteina que no tiene
carga neta no podra interactuar con la fase estacionaria. Esto ocurre a un valor de pH
igual o muy préximo al punto isoeléctrico de la proteina. Por el contrario, a un pH
por encima de su punto isoeléctrico, una proteina puede unirse a una fase estacionaria
cargada positivamente mientras que a un pH por debajo de su punto isoeléctrico la
proteina puede unirse a una fase estacionaria cargada negativamente.

En este sentido, en la cromatografia de intercambio anidnico se
intercambian grupos cargados negativamente mientras que en la cromatografia de
intercambio cationico se intercambian grupos funcionales cargados positivamente
(1701 a eleccion de una fase estacionaria adecuada ha de hacerse atendiendo a
distintos criterios:

e La fuerza del intercambiador de iones.

e Flujo o0 volumen de la muestra.

 Propiedades de la muestra tales como su conductividad, punto isoeléctrico

de la proteina de interés, etc.

Anteriormente se ha mencionado que existen dos tipos de cromatografias de
intercambio i6nico: intercambio aniénico o cationico. Existen por tanto matrices con
fases estacionarias formadas por grupos funcionales cargados positivamente como
dietilaminoetil (DEAE) y amonio cuaternario y por grupos funcionales cargados
negativamente como carboximetil o sulfometil. Ambos tipos de intercambiadores
pueden ademas ser clasificados como fuertes o débiles, refiriéndose en este caso a
los valores de pKa del grupo funcional en cuestion. De esta forma, los
intercambiadores idnicos fuertes estan totalmente ionizados en un amplio rango de
pH. Los intercambiadores debiles requieren unas condiciones de elucion mas suaves
que los fuertes, siendo por tanto la primera eleccién evaluada en la purificacion de

una nueva proteina y sobre todo en el caso de tratarse de proteinas labiles 7.
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2.3.3. Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

La cromatografia de exclusion molecular (SEC) es el nombre que describe
en general los procesos de separacion de biomoléculas de acuerdo a su tamafio
cuando la disolucion de mezcla de proteinas fluye a través de un soporte poroso 171,

El proceso de separacion depende por tanto del tamafio y volumen
hidrodinamico, que definen la capacidad de una determinada molécula de penetrar o
no en los poros del soporte. En el perfil cromatografico resultante, se observaran
primero picos correspondientes a moléculas de alto peso molecular que pasan
rapidamente por la columna empaquetada con el soporte poroso, puesto que son
excluidas de los poros debido a efectos estéricos. Sin embargo, las moléculas mas
pequefias tienen diferente accesibilidad a las cavidades del soporte y tardan méas en
ser eluidas. Con respecto a dicho soporte poroso, en SEC son frecuentes los
polimeros naturales como la agarosa o el dextrano, pudiendo estar compuestos

también por poliacrilamida 761,

En contraste con los otros tipos de cromatografias anteriormente expuestos,
la selectividad de una columna de SEC no se ajusta cambiando la composicion de la
fase mdvil. Parametros criticos en este tipo de separacion son por ejemplo el tamafio
de poro y el volumen de muestra a tratar. Dado que las moléculas no son adsorbidas,
las proteinas se eluyen en modo isocrético [1761. Este tipo de cromatografia suele
utilizarse frecuentemente como etapa de pulido en el proceso de purificacion

proteica.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REACTIVOS, APARATOS Y MATERIAL
3.1.1. Reactivos

« Acido borico, H3BOs, 99.5 %, P.A (Panreac).

« Dihidrogeno fosfato sédico monohidratado, NaH2PO4-H>0, P.A.,98 %, (Panreac).

« Acido acético glacial, CHsCOOH, P.A., 99.5-100.5 % (Panreac).

« Guayacol, 2-metoxifenol (CH3OCeH4OH), 98 %, PRS (Panreac).

« Polietileglicol (PEG)10000, HO(C2H4O)n H, reactivo para sintesis (Merck).

« Sulfato amonico, (NH4)2 SO, 98.5 %, PRS, (Panreac).

« Hidroxido sodico, NaOH, 98.0-100.5 %, PRS, (Panreac).

« Cloruro sodico, NaCl, PRS, (Panreac).

N, N, N’, N"-tetrametiletilendiamina (TEMED), (CH3)2NCH2CH2N(CHz3)2, > 99.5 %,
(Sigma).

« Persulfato amodnico (APS), (NH4)2S20s, ACS Reagent, > 98.0 %, (Sigma).

« Dodecilsulfato sodico (SDS), CH3(CH2)1:0SOsNa para biologia molecular, > 98.5 %
(Sigma).

« Azul de Coomassie R-2500 (Sigma).

« Acido acético glacial, CH;COOH, 99.5- 100.5 %, PA (Sigma).

« Etanol absoluto, CH3CH20H, > 99.8 % (Sigma).

e Solucion comercial Proteogel, 99 %: acrilamida/bisacrilamida 37, 5:1.
Laboratorios Conda, S.A. Pronadisa.

« Albumina de suero bovino (BSA), (Sigma).

« Carbonato de sodio anhidro (Na2COs), PA, (Panreac).

« Sulfato de cobre (CuSO4 -5 H20), PA, (Panreac).

« Kit de calibraciéon dual para electrophoresis SDS-PAGE (Fermentas UK Ltd.,
Cambridge, UK).

89



CAPITULO I I 3. Parte experimental

3.1.2. Aparatos y material

« Equipo de cromatografia liquida FLPC AKTA (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Suecia).

« Espectrofotometro de doble haz T80+ PG UV/Vis (Instruments LTD, Leicester,
UK). Cubetas de absorcién de cuarzo de 1 x 2cm (Hellma GMBH and Co. KG,
Milheim, Alemania).

o Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B Superspeed (E.l. du Pont Instruments
Canada Company, Ontario L5M2H3, Canada).

« Ultracentrifuga Optima XL-100K (Beckman Coulter, Madrid, Espafia).

« Centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 30000 (Millipore Corp., Billerica, MA,
USA).

« Cassettes de dialisis de MWCO 12000 (Pierce Biotechnology, INC., Rockford,
IL, USA).

« Filtros para jeringa 0.45 um (Interchim Inc, San Pedro, USA).

« Conductimetro ATC HI 9835 (PCE Group Ibérica S.L. 02500, Albacete, Espafia).

« Picadora (Moulinex, 92979, Paris, Francia).

e Columna de vidrio 50 mL (1,4 x 35 cm) (BioRad, Madrid, Espafia) empaquetada
con Fenil-Sefarosa CL-4B (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

« Columna cromatografica Superdex-200 10/30 HR (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Suecia).

« Columna cromatografica de intercambio aniénico TSK gel-DEAE (Tosoh Corp.,
Tokyo, Japan).

« Columna cromatografica de intercambio cationico HiTrap™ SP HP (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

« Material de uso corriente en laboratorio de quimica y bioquimica.
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3.2. PLAN EXPERIMENTAL
Los diferentes experimentos realizados se desarrollaron segun las etapas que
se muestran a continuacioén (los detalles de las diferentes etapas se describen en los

apartados subsiguientes):

Plantas de
escoba blanca

:

| EXTRACCION |

ffffffffff iCrudo I

ELIMINACION

compuestos fenolicos

|
|
|
|
:
: __________ iCrudo 11
|
|
|
|

<«——>» Optimizacion

Actividad PURIFICACION
peroxidasa
— .
Proteina total : HIC -
R A
I i
| IEC
Y
I PUREZA
| - SDS-PAGE
___________ -«—> | - Espectro UV-Vis
- Factor R,

Tras la toma de muestra, las plantas de escoba trituradas se someten a la
extraccion de la peroxidasa en medio acuoso tamponado y se estudian y optimizan
los efectos del pH, del tiempo de extraccion y de la presencia de sales y surfactantes
en el proceso.

A continuacién se procede a eliminar los compuestos fenolicos, extraidos
junto con las proteinas, del sobrenadante de la primera etapa o Crudo I. La
eliminacion se lleva a cabo afiadiendo PEG y sulfato aménico solidos, adicion que
conduce a la formacién de dos fases, una acuosa con la peroxidasa y otra con PEG y
los compuestos fendlicos. En esta etapa se estudia y optimiza el efecto de las
cantidades de PEG vy sulfato amonico afiadidas. En la Figura 11-3 se muestra un
esquema de las dos primeras etapas que conducen al extracto acuoso final o Crudo

I1, que contiene la peroxidasa en ausencia de compuestos fendlicos.
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Limpieza
Trituracion
Incubacion
Filtrado
Centrifugacion

3

e

Fase acuosa ‘ |

> Centrifugacién ~ x

Separacion de fases Crudo Il
Decantacion

FIGURA I11-3.

Proceso de extraccion y eliminacion de compuestos fenolicos.
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En la etapa de purificacion siguiente, la peroxidasa del Crudo Il es separada
de otras proteinas y compuestos extraidos utilizando de forma consecutiva las
modalidades cromatogréaficas de interaccion hidrofébica (HIC), intercambio idnico
(IEC) y exclusion molecular (SEC). En esta etapa se estudian y optimizan las
variables mas significativas de los diferentes procesos cromatograficos (pH, fuerza

ionica y tipo de intercambio i6nico).

El estudio, la optimizacion y la evaluacion de la eficacia de cada una de las
etapas de aislamiento y purificacion se basan en medidas de la actividad peroxidasa
y de la concentracion total de proteinas después de cada etapa y en la pureza de las
disoluciones o fracciones obtenidas, caracterizada mediante técnicas electroforéticas
(SDS-PAGE) y espectrofotométricas (morfologia del espectro de absorcién UV-

Visible y factor o numero de pureza, R;=Auo03/A2g0).

3.2.1. Medida de la actividad peroxidasa

El control de la actividad peroxidasa se realiz6 con H202 y guayacol como
cosustratos y medidas de absorbancia a pH 6.0 y 25 °C, tal y como se describe en el
apartado 3.5 del Capitulo | (Pag. 51) (Comparacion con la peroxidasa de rabano

picante).

3.2.2. Proteina total
La concentracidn total de proteinas se evalu6 siguiendo el método descrito
por Bradford [*"" basado en el reactivo azul de Coomassie y medidas de absorbancia

a 595 nm. Se utiliz6 albimina de suero bovino como patron.

3.2.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La evaluacion de la pureza de la proteina obtenida en las diferentes etapas
cromatograficas y la estimacion del su peso molecular se llevo a cabo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), de acuerdo al método descrito por Laemmli [78],

En el sistema electroforético se utilizaron dos geles de diferente porosidad

y pH: el superior, llamado concentrador y cuya funcion es compactar las muestras,
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con un pH de 6.8 y el inferior, denominado separador y cuya funcion es separar las
proteinas presentes en la muestra, con un pH de 8.3.

La disolucion-muestra de peroxidasa se preparé en tampon TRIS (Tris-
[hidroximetilJaminometano) 20 mM y pH 8.3 con un contenido de 10% de glicerol,
2 mM de AEDT, 0.2 % de dodecil-sulfato sddico (SDS), 4% de 2-mercaptoetanol y
0.001% de azul de bromofenol. El tampdn de electroforesis utilizado fue TRIS 25
mM con 250 mM de glicina y 0.1% SDS a pH 8.3. Se utiliz6 un Kit de calibracion
dual para electroforesis SDS-PAGE.

Después de la electroforesis, se realizo la tincion de las proteinas con una
solucidn de azul de Coomassie y un proceso de lavado durante toda la noche con una
disolucion de metanol (10 %) y &cido acético (7.5 %).

3.3. TOMA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Como parte de los objetivos del proyecto global (busqueda de nuevas
fuentes de peroxidasas) y ante una potencial fluctuacion del contenido de peroxidasa
en las plantas, para disponer de una muestra representativa, se tomaron muestras de
escoba blanca en diferentes zonas de la provincia de Salamanca y en diferentes
épocas del afio a lo largo del ciclo vegetativo. En la Tabla 11-3, (Pag. 102) pueden

observarse los detalles del muestreo.

La toma de muestra se realizé personalmente por miembros del equipo de
trabajo. Para ello se tomaron de 100 a 500 g de cada muestra en bolsas etiquetadas y

precintadas que se transportaron en neveras portatiles a 4 °C hasta el laboratorio.

3.4. EXTRACCION DE PEROXIDASA

Una vez limpias, las hojas y tallos de las plantas de escoba, fueron cortados,
triturados e incubados durante un tiempo determinado a temperatura ambiente en
medios tamponados a diferentes pH. El proceso de incubacion se llevé a cabo con
agitacion constante. Tras la incubacién, los homogenatos fueron filtrados vy
centrifugados a 10000 rpm durante 15 min a 4 °C, tomando los sobrenadantes o
extractos Crudo I en los que se midié la actividad peroxidasa y la concentracién total

de proteinas. Se estudio la influencia del tiempo de incubacion, del pH del medio y
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de la presencia de algunos aditivos en el medio de extraccidon, como sales (NaCl) y
surfactantes (Triton-XD). En todos los experimentos se partio de la misma cantidad
de material vegetal (100g) que se incubaron con 500 mL de tampdn universal 100
mM al pH elegido.

El pH del medio de extraccion se varid en el intervalo de 3 a 9 y no se
encontraron diferencias significativas en la actividad peroxidasa de los extractos
obtenidos a los diferentes pH estudiados. Para posteriores experimentos se eligio un
pH de extraccion/incubacion de 7.0.

El tiempo de incubacion se vario entre 1 y 24 h y se observo que la
actividad peroxidasa de los extractos era maxima tras 8-10 h de incubacion (Figura
11-4). El descenso de la actividad peroxidasa con tiempos de incubacion superiores a
10 h puede deberse, entre otras causas, a una inactivacion enzimatica por los
compuestos fendlicos extraidos junto a la peroxidasa 71, Se eligid, por tanto, un
tiempo de incubacién de 8 h para posteriores extracciones.

La concentracion de NaCl en el medio de extraccion se vario entre 0 y 5 M.
En la Figura 11-5 puede observarse que la mayor actividad peroxidasa de los extractos
se obtuvo con concentraciones de NaCl proximas a 250 mM.

Al afiadir 0.1% de Triton-XD al medio de extraccion no se observéd un
cambio significativo de la actividad del extracto en comparacion con la del obtenido

en ausencia del surfactante.
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FIGURA 11-4
Variacion de la actividad peroxidasa en el Crudo I con el tiempo de
incubacion.
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FIGURA 11-5
Variacion de la actividad peroxidasa del Crudo I con la concentracion de
NaCl.
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3.5. ELIMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Para la eliminacion de compuestos fendlicos se pueden usar mecanismos de
intercambio i6nico %, El método es eficiente, sin embargo las columnas son
materiales caros y si la concentracion de polifenoles es elevada se puede producir
una modificacion irreversible del soporte (81,

En este caso, para la eliminacion de compuestos fendlicos del primer
extracto o Crudo I, se propone la utilizacion de un sistema biféasico formado por un
polimero soluble (PEG 10000) y una sal (sulfato amonico). EI fundamento de este
sistema biféasico consiste en un ajuste estructural entre el agua y la macromolécula de
polimero, generandose asi un cambio en la polaridad del medio. Factores que
perturben la estructura del agua, tales como la presencia de urea o de sales
inorganicas, repercuten de forma directa en la separacion de fases. Esto, unido a un
efecto de salting-in sobre las proteinas, provoca la separacién y estabilizacion de las
mismas en la fase acuosa.

La adicion de PEG vy sulfato aménico solidos se realizé con agitacion
constante y la mezcla resultante se dejé reposar unas 8 horas, tiempo necesario hasta
la clara separacion de las fases. Tras la decantacion, la fase acuosa se centrifugo a
10000 rpm durante 20 min a 4 °C y se separ0 el sobrenadante (Crudo II) en el que
se midio la actividad peroxidasa y la proteina total. De forma similar, la fase superior
organica se sometié a centrifugacion en las mismas condiciones y se midié la
actividad peroxidasa y la proteina total en el sobrenadante.

Tomando como base el procedimiento de extraccion descrito por Sakharov
169 13 concentracion de sulfato amonico sélido afiadido se vario entre el 8 y el 20 %
p/v, manteniendo constante la concentracion de PEG en 14 % p/v. Una vez fijada la
concentracion éptima de sulfato amonico, la concentracion de PEG se varid entre el
10y el 25 % p/v.

La eleccion de un criterio de evaluacion del rendimiento de la separacion de
compuestos fenolicos resulta una tarea compleja. El extracto Crudo | de escoba
blanca presenta un color marron rojizo y su espectro se muestra en la Figura 11-6.

Los anillos bencénicos presentan un maximo de absorbancia a 280 nm. La

absorbancia a dicha longitud de onda puede considerarse como un indice valido del
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conjunto de compuestos fendlicos. Sin embargo, a esa longitud de onda absorben
también otras moléculas presentes en el extracto vegetal, tales como las proteinas.

Ademas, la obtencién de valores de absorbancia a esa longitud de onda
comprendidos en un intervalo entre 0.3 y 0.7 supondria una elevada dilucion del
extracto.

Tal como se observa en la Figura 11-6, el Crudo I de escoba blanca presenta
también un maximo cercano a 520 nm, asociado a determinados compuestos
fenolicos flavonoideos (antocianos) [¥2. Para la medida de la absorbancia a esta
longitud de onda no es necesaria una dilucion previa del extracto.

Finalmente, se decidio utilizar como criterio de evaluacion de compuestos
fendlicos las medidas de actividad peroxidasa, absorbancia a 280nm y absorbancia a
520 nm en los extractos Crudo I1.

En la Tabla II-1 se muestran los valores de actividad peroxidasa de los
extractos finales obtenidos con las diferentes concentraciones experimentadas, asi
como las absorbancias a 520 y 280 nm. Sulfato aménico al 12 % p/v junto con PEG
al 17 % p/v proporcionaron el mayor rendimiento de eliminacion de compuestos
fenolicos. Estos valores proporcionan la mayor recuperacion de actividad peroxidasa
correlacionada con el descenso mas significativo de la absorbancia a 520 nm. Valores
por encima de 12 % p/v de sulfato amonico proporcionan un descenso en la actividad
peroxidasa recuperada y no disminuyen significativamente la Aszo. Parece ser el PEG
el reactivo que mas influye en el descenso de la absorbancia a 520 nm. Porcentajes
de PEG inferiores al 10 % no se probaron puesto que se encontré en fuentes
bibliogréaficas que dichos porcentajes no daban lugar a una separacion de fases en
otros extractos vegetales [8%,

Relacionar estas conclusiones con los valores de absorbancia a 280 nm
resulta mucho méas complicado debido a la cantidad de compuestos que absorben a
esa longitud de onda. Es cierto sin embargo, que los valores de PEG vy sulfato
amonico que proporcionan una mayor actividad peroxidasa recuperada en el Crudo
I1 asi como una menor Aszo proporcionan también las menores Azgo, con la excepcién
de sulfato amonico 20 % p/v que a pesar de producir un descenso en la absorbancia
a 280 nm, no produce descenso significativo en la absorbancia a 520 nm y disminuye

la actividad peroxidasa.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores y como compromiso también
con el coste del proceso se decidié elegir como cantidades 6ptimas 17% p/v de PEG
10000 y 12 % p/v de sulfato amonico.

2.0

Absorbancia
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| | [ [
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A, nm

FIGURA 11-6
Espectro de absorcion UV-Vis del Crudo 1.
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Tabla I1-1. Actividad y absorbancias de los extractos finales (Crudo I1) con
diferentes concentraciones de sulfato aménico y PEG.

., Actividad A% A
Compuesto Concentracion - 520 -
% plv % %
%
8 63.5 45 63
10 79.0 38 51
Sulfato 12 99.5 29 40
amonico™ 15 90.2 31 40
20 87.0 30 22
10 51.3 87 57
13 69.0 73 55
15 91.3 56 42
17 98.5 33 39
PEG™
20 87.0 32 41
25 83.0 30 40

*: Referidas a los correspondientes valores en el Crudo 1.
**. Concentracién de PEG fija en 17 % plv.

“**. Concentracién de sulfato aménico fijaen 12% p/v.
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3.6. PROCEDIMIENTO PROPUESTO Y SELECCION DE MUESTRAS

En la Tabla 11-2 se resumen las condiciones propuestas para las dos primeras
etapas de extraccion de la peroxidasa y eliminacién de los compuestos fendlicos con
plantas de escoba blanca. Al aplicar estas condiciones a las diferentes muestras
almacenadas, se observaron notables diferencias en la actividad peroxidasa de los
extractos finales, dependiendo de la zona de origen de las plantas y de la época del
afio en la que fueron recogidas. En la Tabla I1-3 se resumen los valores de la actividad
peroxidasa en unidades (U) por gramo de material vegetal para los extractos finales
(Crudos I1) obtenidos de las diferentes muestras recolectadas en distintos lugares y
épocas del afo.

Los mayores valores de actividad se encontraron en las plantas recolectadas
en el area del embalse de la Almendra durante el periodo de floracion (de Febrero a
Marzo). Todos los experimentos posteriores, dirigidos a optimizar el proceso de
purificacion de la peroxidasa de escoba blanca se llevaron a cabo partiendo de los

extractos finales de estas muestras.

Tabla 11-2. Condiciones propuestas para la extraccion y eliminacion de
compuestos fenolicos.

Etapa/condiciones

Extraccion

Tampon universal: 100 mM, pH 7, 250 mM NaCl
Tiempo de incubacion: 8 h, temperatura ambiente.

Filtrado/Centrifugacion, 10000 rpm, 15 min, 4 °C.

Eliminacion de compuestos fenélicos

Sulfato amoénico: 12 % pl/v, PEG: 17 % p/v

8 h para separacion de fases

Centrifugacion fase acuosa, 10000 rpm, 20 min, 4 °C.
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Tabla 11-3. Actividad peroxidasa de los extractos (Crudo 11) de las diferentes

plantas recolectadas.

Area de muestreo Descripcion planta Fecha de Actividad
Muestra J: joven ; M: madura recoleccion Ugt
Barruecopardo
M1 J 28/05/2010 58
M2 J 13/11/2010 14
M3 M 28/05/2010 11
M4 M 13/11/2010 10
Almendra
Al J 27/02/2008 570
A2 J 13/11/2010 11
A3 J 12/03/2011 665
A4 M 13/11/2010 6
A5 M 12/03/2011 535
A6 M 10/05/2011 400
A7 M 25/02/2012 360
A8 M 01/07/2012 21
Saelices
S1 J 28/05/2010 92
S2 M 28/05/2010 27
Framontanos
Z1 J 07/03/2011 209
Z2 J 21/03/2011 224
Z3 M 03/05/2010 132
Z4 M 07/03/2011 288
Z5 M 21/03/2011 348
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3.7. PURIFICACION DE LA PEROXIDASA

La purificacion de la peroxidasa a partir de los extractos seleccionados se
llevd a cabo mediante cromatografia liquida, aplicando de forma consecutiva las

modalidades de interaccion hidrofobica, intercambio i6nico y exclusion molecular.

3.7.1. Cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC)

En esta primera etapa cromatogréafica, la muestra de extracto se hizo pasar
por gravedad a través de una columna de fenil-sefarosa. En todos los casos se partid
de 100 mL de los extractos obtenidos en la etapa previa de extraccion, efectuada al
pH de trabajo. La columna se equilibré con tampon universal 100 mM al pH de
trabajo y 1.7 M de sulfato amonico. La proteina retenida se eluyo reduciendo la
concentracion de sulfato amoénico hasta 200 mM en el mismo tampoén. Para el
seguimiento y valoracion del proceso se midio la actividad peroxidasa y la
concentracion de proteina total en las diferentes fracciones eluidas.

Se estudio la influencia del pH de las muestras de extracto y su contenido
salino en la retencion de la peroxidasa. El efecto del pH se estudi6 con extractos de
pH variable entre 6 y 9. Para cada pH, la fuerza ionica de las muestras se incrementd
con diferentes cantidades de sulfato aménico sélido de forma que la conductividad
resultante se varié en el intervalo de 150 hasta 250 mS cm™. La retencién de la
peroxidasa resulto ser optima para las muestras de extracto con pH 7 y 230 mS cm?
de conductividad. Con valores de pH inferiores a 7 se obtenia una baja retencion y
conductividades por encima de 230 mS cm™ producian turbidez y precipitacion de la
peroxidasa (efecto “salting out”). En la Figura 11-7 se muestra el perfil de elucion
obtenido al medir y comparar la actividad peroxidasa de las diferentes fracciones
eluidas tras efectuar la retencion en las condiciones propuestas. Para evaluar la
eficacia de la separacion, las fracciones con mayor actividad peroxidasa fueron
agrupadas y concentradas por centrifugacion (35 min, 3000 rpm, 4°C utilizando
centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 30000) y se realizd un analisis de la
disolucién resultante mediante electroforesis (SDS-PAGE). Efectuada la separacion,
se observd (Figura 11-8) la existencia de al menos cuatro bandas, lo que indica la

elucion de al menos otras tres proteinas junto con la peroxidasa de interés. La banda
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cercana a 55 kDa podria tratarse de una banda doble. Por los valores de masa

molecular una de ellas podia ser la peroxidasa de interés.
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FIGURA I11-7

Perfil actividad/elucion de la HIC.
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FIGURA I11-8

SDS-PAGE tras la etapa de HIC.
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3.7.2. Cromatografia de intercambio i6nico (IEC)

Una vez establecidas las condiciones méas adecuadas para la separacion por
HIC, se paso a evaluar la eficacia de la IEC como siguiente etapa de purificacion. En
esta etapa se considerd la posible retencion en una columna de intercambio cationico
(HiTrap™ SP HP) y otra de intercambio anionico (TSK gel-DEAE) de la
peroxidasa de las fracciones eluidas en la etapa HIC. Se estudi6 el efecto del pH en
la retencién y recuperacion en cada columna. Para ello, las fracciones de mayor
actividad eluidas en la etapa HIC bajo las condiciones propuestas se mezclaron
y homogeneizaron, dividiendo la disolucion resultante en alicuotas que fueron
dializadas durante 8 h frente a tampon universal 5 mM con pH variable entre
5 y 9, centrifugadas a 30000 rpm durante 15 min, filtradas utilizando una jeringa y
un filtro de 0.45 um y posteriormente concentradas (35 min, 3000 rpm, 4°C
utilizando centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 30000). Las alicuotas dializadas
a cada pH se introdujeron en la columna, previamente equilibrada con tampdn
universal 5 mM del mismo pH. En todos los casos, la elucion se realizé mediante
gradiente lineal de cloruro sédico (de 0 a1 M) en el mismo tampdn, con un caudal
de 1 mL min™. Para laevaluacion de la retencidn, las columnas se conectaron a un
equipo de purificacion FLPC-AKTA con detector UV-Vis mdltiple en el que se
registraron simultaneamente los cromatogramas a 403 nm (hemoproteinas) y 280
nm (proteinas). Los cromatogramas se complementaron con medidas de la actividad

peroxidasa y de la concentracion total de proteinas en las fracciones eluidas.

En experimentos preliminares se concluy6 que la peroxidasa era retenida en
la columna de intercambio cationico ya que, para algunos de los pH estudiados, se
observaba actividad peroxidasa en fracciones recogidas después de iniciado el

gradiente de elucion.

Por el contrario, en la columna de intercambio aniénico y a cualquiera de los
pH estudiados, la actividad peroxidasa se observaba en la fraccion recogida en
residuo antes de comenzar el gradiente de elucién, lo cuél indica que la proteina
pasaba por la columna sin quedar retenida. A diferencia de la peroxidasa, otros
compuestos presentes en las alicuotas dializadas si mostraron una elevada afinidad
por la fase estacionaria de esta columna a los valores de pH estudiados. Algunas

sustancias coloreadas quedaban inicialmente retenidas, siendo posteriormente
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eluidas en el tramo final del gradiente. Debido a la presencia de estas sustancias, las
alicuotas iniciales presentaban una coloracién marrén oscura. Tras el paso por la
columna y la retencion de las sustancias coloreadas, las fracciones con peroxidasa,
no retenida, presentaban un aspecto mucho mas limpio que las alicuotas iniciales. A
la vista de este comportamiento, se propone la utilizacion de la columna de
intercambio ani6nico como una etapa de limpieza de la muestra, previa a la

cromatografia de intercambio cationico.

Tras los experimentos preliminares, la optimizacion de la separacion de la
peroxidasa en esta etapa de purificacion se baso en los criterios de retencion y

recuperacion.

La retencion de la peroxidasa en la columna de intercambio cationico se
observo a valores de pH comprendidos entre 5y 7. A valores de pH superiores a 6,
la actividad de las fracciones con peroxidasa no alcanzaba el 100 % de la actividad
inicial y, ademas, el factor R, era muy bajo, todo lo cual indicaba una baja
recuperacion. A pH 5.0 (Figura 11-9), las fracciones con peroxidasa presentaban
practicamente el 100 % de la actividad inicial, lo que indicaba la recuperacion total
de la peroxidasa. Sin embargo, y como puede observarse por la relacién de
absorbancias a 403 y 280 nm, el valor del factor R, también era bajo, lo cual sugiere
que la peroxidasa era eluida acompafiada de otras impurezas, probablemente

proteinas.
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FIGURA 11-9

Cromatograma de intercambio cationico a pH 5.0.
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A pH 5.5 (Figura 11-10), la actividad de las fracciones con peroxidasa era del
100 % vy el valor de R; era proximo a 2. Teniendo en cuenta la retencion y
recuperacion de la peroxidasa se eligio un valor de pH de 5.5 como dptimo para esta

etapa cromatografica.

Como puede observarse en la Figura 11-10, la sefial de absorbancia a 280
nm presenta un pequefio hombro. Al tratarse de un proceso de cromatografia
preparativa, habria sido posible desechar la fraccion correspondiente a dicho hombro.
Sin embargo, se decidié agrupar todas las fracciones con actividad peroxidasa y
considerar la posibilidad de separar las pequefias impurezas presentes en la siguiente
etapa cromatogréfica. El perfil electroforético de dichas fracciones agrupadas se
muestra en la Figura I1-11, en la que puede observarse la presencia de otra proteina.
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Detalle del cromatograma de intercambio cationico a pH 5.5.
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FIGURA 11-11

SDS-PAGE tras la cromatografia de intercambio catiénico.
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3.7.3. Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

Las fracciones con elevada actividad peroxidasa obtenidas en la etapa IEC
bajo las condiciones propuestas (pH 5.5) se agruparon y mezclaron. La mezcla se
sometio a concentracion por centrifugacion (35 min, 3000 rpm, 4°C utilizando
centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 30000) y posteriormente a dialisis durante
8 h frente a tampon universal 5mM de pH 5.5, con el fin de eliminar las sales
incorporadas durante la elucion. La disolucion resultante se someti6 a la Gltima etapa

de purificacién mediante cromatografia de exclusion molecular.

El equilibrado y elucion en la columna (Superdex-200) se llevé a cabo con
NaCl 150 mM en tampdn universal 5 mM a pH 5.5, con un caudal de 0.5 mL min™.,
Como en la etapa anterior, y para evaluar la eficacia de la separacion, la columna se
conectd al equipo con detector UV-Vis multiple en el que se registraron
simultaneamente los cromatogramas a 403 y 280 nm. Los cromatogramas se

complementaron con medidas de la actividad peroxidasa y de proteina total.

En el cromatograma de la Figura 11-12 se muestran los perfiles de
absorbancia a 403 y 280 nm vy los valores comparativos de actividad peroxidasa de
las diferentes fracciones obtenidas. El solapamiento de los picos de Aso3 Y actividad
indica que, en las condiciones propuestas, la elucion de la peroxidasa tiene lugar a
volumenes proximos a los 10 mL. Los picos de Az2go que se observan a volimenes de
elucion en torno a 8 y 11 mL indican la presencia de otros componentes separados
en la muestra. Uno de dichos componentes podria ser de naturaleza proteica, en base
al perfil electroforético obtenido al final de la etapa anterior, con diferente peso
molecular, sin grupo hemo (Asos es despreciable) y sin actividad peroxidasa.

Las condiciones experimentales propuestas para las diferentes etapas

cromatograficas se resumen en la Tabla 11-4.
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Cromatogramas de absorbancia y actividad en la etapa SEC.
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Tabla 11-4. Condiciones propuestas para las etapas cromatograficas.

Etapa/condiciones

Cromatografia hidrofobica
Columna: Fenil-sefarosa CL-4B
- Equilibrada con 100 mM tampdn universal, pH 7, 1.7 M (NH4)2SO.
Retencion: muestras en 100 mM tampon universal, pH 7, (NH4)>SO4 (230 mS cm™)

Elucion: 100 mM tampdn universal, pH 7, 200 mM (NH.).SO4

Cromatografia de Intercambio Iénico
Columna: intercambio catiénico, HiTrap™ SP HP

- Equilibrada con 5 mM tampon universal, pH 5.5
Retencién: muestras en 5 mM tampon universal, pH 5.5
Elucion: 0-1 M NacCl, gradiente lineal

Columna de limpieza: intercambio aniénico TSKgel-DEAE
- Equilibrada con 5 mM tampoén universal, pH 5.5

Cromatografia de exclusién molecular

Columna: Superdex-200
- Equilibrada con 5 mM tampén universal, pH 5.5, 150 mM NaCl
Eluciéon: 5 mM tampén universal, pH 5.5, 150 mM NaCl, 0.5 mL min*
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3.8. EVALUACION DE LA PUREZA DE LA PEROXIDASA

Las fracciones con actividad peroxidasa obtenidas tras la Ultima etapa
cromatografica se agruparon y mezclaron. La mezcla se someti6 a concentracion por
centrifugacion (35 min, 3000 rpm, 4°C utilizando centricones Amicon Ultra 15 de
MWCO 30000) y posteriormente a didlisis durante 8 h frente a tampon universal 5
mM (pH 5.5). La disolucién de peroxidasa purificada se almaceno a 4°C.

En la Tabla 11-5 se muestran algunos parametros significativos de cada una
de las etapas del proceso de extraccion y purificacion. EI rendimiento obtenido en el
proceso global resulté ser del 38%.

La pureza de la peroxidasa obtenida tras las diferentes etapas de extraccion
y purificacion se evaluo a través del perfil electroforético (SDS-PAGE) y del espectro

de absorcion UV-Vis de la disolucion final obtenida.

En el desarrollo electroforético (Figura 11-13) se observa una sola banda, y
por tanto un Gnico componente, correspondiente a una masa molecular en torno a 55
kDa, valor que estd en concordancia con la masa molecular encontrada para otras

peroxidasas vegetales [,

El espectro de absorcion UV-Vis (Figura 11-14) se registr6 con una
disolucion de peroxidasa en tampon universal 5 mM a pH 5.5y 25 °C. Ademaés de
la banda a 280 nm, propia de las proteinas, en él se observa la banda de Soret (a 403
nm), caracteristica de las hemoproteinas y bandas a 507 y 648 nm que son tipicas de
las peroxidasas vegetales. El valor del factor Reinheitszhal o nimero de pureza,
calculado directamente del espectro mediante la relacion de absorbancias a 403 'y 280
nm, es 3.3 (Rz= As03/Aze0 =3.3).

A la vista del perfil SDS-PAGE vy teniendo en cuenta que los valores de R,
encontrados para las hemoproteinas puras estan entre 2.5 y 4.2 81 puede
considerarse que la separacion y purificacion de la peroxidasa de la planta de escoba
blanca mediante las etapas propuestas se ha llevado a cabo de forma satisfactoria y

con un elevado grado de pureza del producto final.

A lo largo del estudio realizado en el presente trabajo ha sido necasaria la
purificacion en otras épocas del afio diferentes al periodo de floracion de la escoba
blanca. En todas las purificaciones llevadas a cabo se ha comprobado la
reproducibilidad de los cromatogramas obtenidos en las diferentes etapas asi como

de los perfiles electroforéticos obtenidos y mostrados en este capitulo. Se encontraron
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diferencias sin embargo en la concentracion de proteina presente en las diferentes
etapas asi como en el rendimiento final del proceso, influenciado entre otras cosas,
por la temperatura ambiente del laboratorio durante las diferentes etapas del proceso
de extraccion y purificacion. El rendimiento final varié desde el 38-40 % obtenido
en la etapa de floracion (Febrero-Marzo), hasta un 23 % en Junio/Julio, pasando por

un 33 % en Diciembre/Enero.

Tabla 11-5. Parametros significativos en las etapas de extraccion y purificacion.

Proteina  Actividad  Actividad Factor de Rendimientod
Etapa total? total? especiﬁcab purificacién°

mg gt Ugt Umg* %
Extraccion 34.4 530 15 1 100
Eliminacioén de fenoles 2.71 332 123 8 63
C. hidrofébica 0.300 309 1029 67 58
C. de intercambio 0.054 229 4222 275 43
iénico
C. de exclusion 0.011 200 17962 1168 38

molecular

@ Por gramo de material vegetal

b Actividad especifica = Actividad total/ Proteina total

¢ Factor de purificacion = Actividad especifica de cada etapa/Actividad especifica tras la extraccion
d Rendimiento= Actividad total de cada etapa/Actividad total tras la extraccion
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SDS-PAGE tras la etapa de SEC.
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Espectro de absorcion UV-Vis de la peroxidasa de escoba blanca.
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4. CONCLUSIONES

Las conclusiones del trabajo realizado en el presente capitulo pueden resumirse en las

siguientes:

< La elevada actividad peroxidasa encontrada en plantas de escoba blanca
recolectadas en diferentes lugares y estaciones pone en evidencia que esta especie

representa una fuente rica en dicha enzima.

< Se ha propuesto un procedimiento para la extraccion y purificacién de la
peroxidasa de escoba blanca manteniendo el equilibrio entre rendimiento, tiempo

y coste de produccion.

< El perfil electroforético de la proteina una vez aplicado el procedimiento de
extraccion y purificacion propuesto, asi como el valor de R; encontrado (3.3)
ponen de manifiesto la elevada pureza de la peroxidasa obtenida.

< Como resultado de los estudios realizados, se propone la escoba blanca como
posible alternativa al rdbano picante como fuente de la peroxidasa (HRP) méas
comunmente utilizada en aplicaciones comerciales. Esta alternativa
proporcionaria un valor afiadido a las elevadas cantidades de residuos de esta

leguminosa obtenidos en la comunidad de Castillay Ledn.
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CAPITULO I 11 1. Objeto y Fundamento del trabajo

1. OBJETO Y FUNDAMENTO DEL TRABAJO

El objetivo ultimo del presente capitulo es caracterizar la nueva peroxidasa
extraida y purificada de la planta escoba blanca. Los objetivos concretos que se pretenden

alcanzar son los siguientes:

1. Adquirir un mayor conocimiento de la estructura de la nueva peroxidasa.

2. Llevar a cabo estudios de funcionalidad cuando la enzima es sometida a varias
manipulaciones fisicas o quimicas. En dichos estudios se pretende, por un lado
evaluar la estabilidad térmica y por otro la estabilidad frente al pH y las curvas de

titulacion proteica.

3. Caracterizar la nueva enzima desde un punto de vista cinético, de cara a sus

posibles aplicaciones biotecnoldgicas.

4. Comparar sus caracteristicas con otras peroxidasas vegetales aisladas y
purificadas y poder asi evaluar las ventajas e inconvenientes de su utilizacién en
nuevas aplicaciones biotecnoldgicas 0 como sustituta de otras peroxidasas

vegetales cominmente utilizadas.
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2. ANTECEDENTES
2.1. INTRODUCCION A LA ESTRUCTURA PROTEICA

La estructura tridimensional de una proteina es un factor clave del que depende
su funcionalidad. Una proteina aislada adopta una Unica estructura tridimensional o un
pequefio nimero de ellas. Las proteinas que se encuentran en cualquiera de sus
conformaciones funcionales y plegadas se denominan proteinas nativas o en estado
nativo. Es posible reconocer algunas estructuras de las mas comunes que ayudan en la
organizacion del conocimiento sobre la estructura proteica.

La conformacion unica o estado nativo de una proteina aparece cuando la
macromolécula se encuentra en unas condiciones termodindmicas similares a las del
medio fisioldgico en el que desempefia su funcion. Sin embargo, por cambios en su
entorno, las proteinas facilmente pueden perder su estructura tridimensional. Este
proceso, conocido con el nombre de desnaturalizacion, puede deberse a diversos factores
tales como una variacion de pH, temperatura o la adicién de agentes desnaturalizantes,
como son la urea o el GUHCI.

El proceso de desnaturalizacion puede ser reversible o irreversible. Cuando la
proteina recupera el estado nativo al eliminar la causa de la desnaturalizacion, se trata de
una desnaturalizacion reversible. La desnaturalizacion, en cambio es irreversible cuando
la proteina pierde su estructura tridimensional y no la vuelve a recuperar aun eliminando
la causa de la desnaturalizacion, perdiendo por tanto la capacidad de realizar su funcion
bioldgica.

Los factores desnaturalizantes no afectan de igual modo a todas las proteinas. El
estudio del efecto de dichos agentes desnaturalizantes en la estructura de una proteina en
cuestion puede ayudar a entender el proceso de su plegamiento. Para desempefiar bien su
funcion bioldgica, la estructura de una determinada proteina ha de ser ligeramente
flexible. De ahi la importancia de todas las fuerzas que contribuyen a mantener la

estabilidad proteica [*8],
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2.1.1. Fuerzas que intervienen en la estabilidad de las proteinas

Si bien es cierto que la estructura tridimensional de una proteina viene
determinada por su secuencia de aminoacidos, las fuerzas mas importantes que estabilizan
dicha estructura son de naturaleza no covalente. Uno de los tipos de tales fuerzas son las
interacciones electrostaticas. Dentro de ellas puede distinguirse entre pares i0nicos y
puentes salinos. Un par idnico se define como la interaccion entre dos residuos con carga
opuesta. El par ionico se considera un puente salino cuando los centroides de los grupos
cargados de los dos residuos se encuentran a una distancia de 4 A y cuando al menos un
atomo de oxigeno del grupo carboxilico de la cadena lateral de un aminoacido se
encuentra a una distancia de 4 A de un &tomo de nitrégeno de otro [8,

En ausencia de disolvente, las interacciones electrostaticas entre las cadenas
laterales de los residuos de los diferentes aminoéacidos que forman el puente salino y de
estos puentes con residuos vecinos son mas fuertes en el interior proteico 1861, Estas
interacciones pueden estabilizar o desestabilizar las proteinas. La mayor parte de ellas
estabilizan la proteina en estado nativo con una contribucion de aproximadamente 3.5-
4.0 kcal mol™* 1881 Por ejemplo, estudios de mutagénesis de puentes salinos (Glu34-
Lys38) en la proteina de union al ADN, HU de Bacillus stearothermophilus indican que
estas interacciones incrementan la estabilidad térmica y que este efecto es mas marcado
en proteinas termofilas 1871,

Los pares ionicos de la superficie proteica contribuyen en menor medida a la
estabilidad proteica (con menos de 1 kcal mol™) en comparacion con los puentes salinos
presentes en el interior proteico [81,

Otro tipo de interacciones relevantes en el mantenimiento de la estructura
proteica son las interacciones hidrofébicas. Se definen éstas como las que aparecen
entre dos residuos apolares que se encuentran en el interior proteico. Fueron propuestas
en un principio como las fuerzas dominantes de la estabilidad proteica. Sin embargo, en
estudios posteriores se comprob6 que los enlaces de hidrégeno e interacciones de van der
Waals de los grupos polares contribuyen casi del mismo modo %1, De cualquier modo
su contribucién al mantenimiento de la estabilidad de la estructura proteica ha sido
comprobada en numerosos estudios de mutagénesis dirigida. En dichos estudios, al
sustituir un residuo apolar por otro de la misma naturaleza pero de menor tamario y verse
reducida por tanto la interaccion hidrofobica, se produce una desestabilizacion de la
estructura proteica, debido probablemente a la presencia de huecos en el interior de dicha

estructura 189,
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Como se ha mencionado con anterioridad, los enlaces de hidrogeno e
interacciones entre los grupos polares de una proteina son también fuerzas que
contribuyen significativamente al establecimiento de una estructura proteica nativa y a su
estabilizacion. En una proteina desplegada, muchos grupos polares forman enlaces de
hidrogeno con moléculas de agua. En cambio, en una proteina plegada, la mayoria de los
grupos polares forman uno o mas enlaces de hidrégeno intramoleculares con otros grupos
del interior proteico. En las proteinas plegadas, suele existir un promedio de 1.1 enlaces
de hidrogeno por residuo [, Los enlaces de hidrégeno mas frecuentes son >C=0QeesH-
N< (68.1%) seguidos de >C=Qe<++Cadena lateral (10.9%), -H-Nes+Cadena lateral (10.4%)
y Cadena lateralss*Cadena lateral (10.6%) [*%,

La energia del enlace de hidrégeno depende de la constante dieléctrica y de su
geometria. Una gran parte de los estudios experimentales indican que cada enlace de
hidrégeno intramolecular contribuye entre 1 y 2 kcal mol™ a la estabilidad proteica 9,

La contribucién de un grupo concreto a la estabilidad depende, en gran medida,
del entorno. Los grupos apolares internos generalmente estabilizan la proteina en estado
nativo 1192, Sin embargo, los grupos polares internos estabilizan el estado nativo solo
cuando el sitio estd acomodado para albergar ese residuo %2, Normalmente, si estos
grupos forman enlaces de hidrégeno, contribuyen favorablemente a la estabilidad proteica
ya que aumenta la densidad de empaquetamiento en el interior proteico y se incrementa
asi la contribucion de las fuerzas de van der Waals.

En una proteina nativa, la densidad de empaquetamiento es muy alta y, como
consecuencia de ello, las fuerzas de van der Waals son mas grandes en el estado nativo
que en el estado desplegado. A estas fuerzas contribuyen en mayor medida los residuos
polares que los no polares. Por ello, los enlaces de hidrégeno, de manera indirecta,

incrementan la densidad de empaquetamiento (1%,
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2.2. ESTABILIDAD TERMICA Y FRENTE A CAMBIOS DE pH DE LAS PEROXIDASAS

Todas las peroxidasas presentan elevadas estabilidades térmicas y frente a los
cambios de pH, si bien las peroxidasas de plantas son las mas estables debido a elementos
presentes en su estructura tales como los iones Ca?*, glicanos, puentes disulfuro, enlaces
de hidrogeno y algunos residuos altamente conservados en el entorno del grupo hemo.
Todos estos elementos estructurales parecen proteger a la enzima de la desnaturalizacion
y éstos Nno se encuentran o se encuentran en menor proporcion en las peroxidasas de Clase
I'y Clase Il.

La cHRP es la peroxidasa hémica mas estudiada. Desde que se descubri6 su
elevada estabilidad, se comenz6 a utilizar en multiples aplicaciones biotecnoldgicas y
comenzo el estudio acerca de los componentes estructurales responsables de esta gran
estabilidad.

Se ha estudiado su desnaturalizacion térmica mediante calorimetria diferencial
de barrido al pH extremo de 3.0, donde la proteina aln mantiene su estructura y actividad
intactas. La cHRP tiene una T* (temperatura a la cual la constante cinética de primer
orden toma el valor de 1 min™) de 344.4 K y una Ea (energia de activacion) de 38.4 kcal
mol? [%1  Esta desnaturalizacion térmica es un proceso irreversible y controlado
cinéticamente %1, La enzima pierde actividad con el aumento de temperatura,
observandose cambios en su estructura secundaria y en el entorno del Trp117 mediante
medidas de dicroismo circular a 222 nm y fluorescencia (Aexc = 297 nm), respectivamente.

Otros estudios han demostrado la elevada estabilidad de la cHRP frente al pH,
manteniendo su estructura secundaria intacta en un intervalo de pH de 2.2-12.0.

Aunque la cHRP es la primera que se caracterizd y la mas empleada
industrialmente, en los Gltimos afios se han encontrado peroxidasas en otras especies
vegetales mucho mas estables que la cHRP.

La desnaturalizacion térmica de la peroxidasa de soja (SBP) también es un
proceso irreversible y ocurre a 90.5 °C (pH 8.0), a diferencia de cHRP cuya
desnaturalizacion en las mismas condiciones ocurre a 81.5 °C %I A pH neutro, por
medidas de dicroismo circular a 410 nm, se registra una transicién a 43 °C. En el caso de
CHRP se registra a 45 °C. Como consecuencia de dichas transiciones se genera una
reduccion de la elipticidad observada del 13% en SBP y del 30% en cHRP. Estos datos

indican una mayor estabilidad de la cavidad hémica en la SBP.
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El descenso de pH, tanto en SBP como en cHRP, reduce la estabilidad térmica
debido a la alteracion de los enlaces de hidrégeno, estabilizadores tanto de la estructura
secundaria como de la cavidad hémica %l Si se comparan los parametros
termodinamicos, se encuentra que AG°(H20) SBP es de ~43 kJ mol* y AG°(H20) cHRP
es de ~17 kJ mol™. La estabilidad conformacional es, por tanto 2.5 veces mayor en SBP
[196]_

La peroxidasa de cebada (BP1) ha sido también caracterizada estructural y
funcionalmente. BP1 es estable en un margen de pH 3.0-11.0, modificAndose su banda
Soret (méximo a 403 nm) en ese intervalo de pH. Es una enzima térmicamente muy
estable, con una temperatura de transicion de 75 °C (pH 6.6) y de 67 °C (pH’s 4.0y 8.3)
[197]_

Un grupo de peroxidasas con estabilidades muy altas son las que se encuentran
en las hojas de plantas tropicales como las palmeras [*%1. La primera peroxidasa de palma
caracterizada fue la peroxidasa de palma africana (Elaeis guineensis). Su
desnaturalizacion térmica a pH 3.0 es un proceso irreversible y controlado cinéticamente,
como ocurre en el caso de la cHRP 1971, La peroxidasa de palma africana tiene una T* de
347.5 K y una Ea de 99.7 kcal mol™ 1%y es estable en el margen de pH 2.2-12.0.

2.3. TECNICAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD PROTEICA

2.3.1. Espectroscopia de absorcidn electrénica

Las medidas de absorbancia en el UV-Vis se usan comUnmente para la
determinacion de concentraciones de macromoléculas bioldgicas, a través de la relacion
entre la absorbancia y la concentracion establecida en la ley de Beer-Lambert. La
absorcion por parte de cadenas polipeptidicas en la region de 220-300 nm esta
fundamentalmente determinada por los residuos aromaticos de aminoacidos. De entre los
residuos aromaticos presentes en las proteinas, el espectro UV-Vis estad dominado por los
residuos triptéfano y tirosina debido al mayor valor de los coeficientes de absortividad,
presentando una banda de absorcion electrénica centrada en torno a 280 nm 209,

En la Tabla 111-1 se resumen los coeficientes de absortividad molar de cada uno
de los tres amino&cidos aromaticos, asi como la longitud de onda en la que suelen
presentar un maximo de absorbancia. Aunque los aminoacidos aromaticos son los que
contribuyen al espectro de absorcion de una proteina en mayor medida, también los

puentes disulfuro pueden tener una absorcion débil alrededor de los 250 nm 201,
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Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el espectro de absorcion de los
diferentes aminoacidos depende del entorno en el cudl éstos se encuentren. Los cambios
en los espectros de absorcion pueden ser observados en funcion de cambios en el

disolvente utilizado.

Tabla I11-1. Propiedades de la absorbancia de aminoacidos aromaticos 2%,

Absorbancia*

Compuesto

Amax (M) €max (L Mol cm™)
Triptéfano 280 5600
Tirosina 274 1400
Fenilalanina 257 200

*: Valores en medio acuoso a pH 12

Son mas interesantes los cambios en el entorno de los diferentes aminoacidos
que tienen lugar durante el proceso de desnaturalizacion proteico. En la mayor parte de
las estructuras proteicas, los aminoacidos aromaticos estan dispuestos hacia el nucleo
hidrofobico en la estructura cuaternaria, quedando expuestos al disolvente durante el
proceso de desnaturalizacion. Esta exposicion a un entorno fundamentalmente hidroéfilo
da lugar a un descenso del valor de absorbancia en la region de 285-295 nm 2911,

Determinadas familias de proteinas tales como las hemoproteinas exhiben,
ademas de la banda de absorcién caracteristica de todas las proteinas centrada a 280 nm,
otra banda caracteristica en torno a 400 nm denominada banda Soret, debida a la union
del grupo hemo. En los procesos de desnaturalizacion se producen cambios en la

intensidad y posicion de la banda Soret asignados a la pérdida del grupo hemo.
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2.3.2. Espectroscopia de fluorescencia

En las estructuras proteicas, la fluorescencia esta casi siempre dominada por los
residuos de triptofano % En la Tabla 11I-2 se resumen las propiedades de la
fluorescencia de aminodcidos arométicos. En ella se observa un mayor rendimiento
cuantico para este aminoacido, lo que se traduce en una sensibilidad mucho mayor en el

caso del triptofano en comparacion con fenilalanina y tirosina.

El maximo de emision de una proteina se encuentra en general a longitudes de
onda menores o iguales a 350 nm, que corresponde al maximo de fluorescencia del
triptéfano en disolucion acuosa 2%, La emision por parte de la tirosina y el triptéfano se
observa con una excitacion cercana a 280 nm. La fluorescencia debida al triptéfano puede
ser investigada selectivamente excitando a longitudes de onda proximas a 295 nm [201,
Por lo tanto, una comparacion de los espectros de fluorescencia con excitacion a 280 y
295 nm puede darnos idea de la contribucion de ambos aminoacidos a la estructura

proteica.

La localizacion exacta de este maximo depende en gran medida del entorno del
aminoacido. En un entorno totalmente hidrofébico, como puede ser el interior de la
estructura proteica totalmente plegada, la emision debida a residuos de triptéfano se da a
longitudes de onda menores, teniendo en cuenta que una disolucién de triptofano en

hexano presenta un maximo de emision a 320 nm 2901,

Los cambios en la conformacion de una proteina en el proceso de
desnaturalizacion habitualmente se traducen en cambios importantes en el espectro de
fluorescencia. En el caso de las proteinas que no contienen triptéfano, los cambios en el
entorno de la tirosina son fundamentalmente cambios en la intensidad de fluorescencia.
En este sentido, la fluorescencia en el estado nativo puede ser mas 0 menos intensa que
en el estado desnaturalizado. Dependera de si existen otros residuos aromaticos cercanos
que puedan actuar como quenchers. En las proteinas que si contienen triptéfano ocurren
ademas de cambios en la intensidad, desplazamientos de los picos. En este caso es dificil
generalizar en cuanto al comportamiento. El desplazamiento puede ser hacia longitudes
de onda mayores o menores dependiendo del caso concreto y los cambios en las

intensidades pueden ser también para dar lugar a intensidades mayores 0 menores.
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Tabla 111-2. Propiedades de la fluorescencia de
aminoacidos aromaticos 2%,

Fluorescencia

Compuesto Amax Sensibilidad
(I)Fb*
(nm) (Emax DF°)
Triptofano 348 0.20 1100
Tirosina 303 0.14 200
Fenilalanina 282 0.04 8

*: Rendimiento cuantico de la fluorescencia

Modelo de los estados discretos del triptéfano

Un andlisis de deconvolucion del perfil de los espectros de fluorescencia del
triptéfano de un gran niamero de proteinas en varias condiciones, permitié a Burstein en
1976 %2 formular el modelo de los estados discretos del triptéfano en las proteinas.
Segun este modelo existen cinco posibles estados fisicos para los residuos triptéfano de
las proteinas, denominados A, S, I, I, Ill. Cada estado se caracteriza por su propio
espectro de fluorescencia (Figura I11-1):

« Estado A: El triptéfano se encuentra en un ambiente totalmente hidrofdbico. El
maximo de emision aparece entre 310-315 nm. Es un estado muy poco frecuente,

solo ha sido detectado en la azurina.

« Estado S: El triptéfano se encuentra en un ambiente apolar, pero formando un
complejo 1:1 con algin grupo polar vecino. Aparece un maximo entre 315-320
nm y hombros en 305-307 nm y 320-330 nm.

« Estado I: Corresponde a un entorno apolar alrededor del triptéfano. Dicho
amino&cido se encuentra formando un complejo 2:1 con algin grupo polar vecino.

El méaximo aparece a 330-332 nm y con una anchura de 48-50 nm.

« Estado Il: En este estado los residuos de triptdfano se encuentran en el exterior
de la proteina en contacto con moléculas de agua con movimientos limitados (agua

ligada). EI maximo aparece a 340-342 nm y con una anchura de 53-55 nm.
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« Estado I11: Se corresponde en este caso con triptofano superficial rodeado de
moléculas de agua. El espectro es igual al de emision de una disolucion de
triptéfano, con un méximo a 350-353 nm y una anchura de la banda entre 59 y 61

nm.

Estudiando las transiciones de un estado a otro de los triptéfanos se pueden
caracterizar cambios en el entorno de estos residuos, lo que permite obtener informacion

estructural y algunos parametros fisicoquimicos de la proteina objeto de estudio.
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Figura I11-1. Espectros de los distintos estados discretos del triptéfano.
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2.3.3. Espectroscopia de dicroismo circular

El dicroismo circular (CD: Circular dichroism) es una de las técnicas
espectroscopicas mas sensibles para obtener informacion estructural de una proteina 2931,
En este sentido, a partir de los espectros de CD se puede establecer el contenido de
estructuras secundarias de una proteina (porcentaje de a-hélice y de laminas-p),
pudiéndose determinar también cémo determinados tratamientos fisicos o quimicos
alteran la estructura secundaria 2041,

Cuando la luz circularmente polarizada atraviesa una muestra Opticamente
activa, sus componentes se absorben en distinta magnitud a derecha y a izquierda  (ep
# &1), lo que genera luz elipticamente polarizada.

Los espectros de CD miden la elipticidad molar (@) frente a la longitud de onda
(2051 E| croméforo méas importante presente en las proteinas en el UV-lejano (180-250
nm) es el grupo amida del enlace peptidico, que posee un C, asimétrico. EI CD es por
tanto, una técnica muy sensible a cambios en la estructura secundaria. Por otro lado, en
el UV-cercano (250-340 nm), se reflejan contribuciones de cadenas laterales, puentes
disulfuro, aminoéacidos aromaticos y grupos prostéticos. En la Tabla I11-3 se resumen los
maximos y minimos que aparecen en los espectros de CD de las proteinas en funcion de
su estructura secundaria.

La determinacioén de la estructura secundaria de una proteina por analisis de los
espectros de CD tiene diferentes grados de exactitud en funcién de la estructura que se
esté determinando. Este hecho es debido a la diferencia en la intensidad de las sefiales
caracteristicas de cada tipo de estructura secundaria. Si la estructura es de a-hélice se
tiene un 97% de exactitud, en el caso de laminas-p la exactitud es de un 75%
aproximadamente y para giros u otro tipo de estructura es del 50% y del 89%,
respectivamente 2061,

La determinacion de la estructura secundaria de una proteina a partir de su
espectro de CD se realiza mediante bases de datos de espectros de CD de proteinas de
referencia, compuestas de elementos de estructura secundaria conocida. La combinacion
de los resultados de ajustes procedentes de varios programas que utilizan diferentes

funciones matematicas permite construir el grupo de proteinas de referencia 207 2081,
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Tabla I11-3. Bandas que aparecen en los espectros de CD de proteinas.

Estructura secundaria ~ Maximos (nm) Minimos (nm)
Todo a 191-193 222y 208-210
Todo B 190-200 215-218
Mixta* (o + B) 190-195 222y 208-210
Giro desordenado 212 195
Proteina desnaturalizada 220-230 200

*: En la estructura mixta predominan las a- hélices

2.3.4. Otras técnicas de estudio de la estructura proteica

La presion hidrostatica es una herramienta para el estudio termodinamico del
plegamiento de proteinas y la interaccion entre ellas, asi como la dinamica y la estructura
de los intermedios plegados. Esta Gltima constituye una de las principales innovaciones
de la alta presion, puesto que la estabilizacién de estructuras de intermedios plegados
permite la caracterizacién de dichos intermedios y un mejor conocimiento del

plegamiento y de anomalias en el plegamiento proteico 2%,

La calorimetria diferencial de barrido (DSC: Differential Scanning
Calorimetry) es una de las técnicas experimentales mas reproducibles para estudiar los
cambios estructurales inducidos por el incremento de temperatura en proteinas 20,
acidos nucleicos 'y biomembranas 2 2131, Resulta ademas, una técnica adecuada para
la caracterizacion termodinamica de sistemas macromoleculares y para realizar estudios
de desnaturalizacion térmica de proteinas, determinando los factores que afectan a su
estabilidad 241,
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2.4. MEDIDA DE LA ESTABILIDAD CONFORMACIONAL DE UNA PROTEINA

La estabilidad de una determinada proteina, especialmente de las enzimas, es un
concepto interesante de conocer puesto que puede limitar su utilizacion en determinadas
aplicaciones biotecnoldgicas 211, Los estudios de estabilidad de diferentes proteinas
ayudan a comprender mejor las fuerzas que estabilizan dichas estructuras plegadas o
funcionales. Por un lado, se puede hablar de estabilidad quimica de la estructura
covalente, referida a cambios en la estructura primaria de la proteina y tratdndose
normalmente de procesos irreversibles. Por otro lado, se puede hablar de estabilidad
conformacional, entendiendo ésta como la estabilidad del estado plegado o nativo de la

proteina, en ausencia de cambios en su estructura primaria [261,

El primer punto a resolver en un estudio de la estabilidad proteica es la eleccién
de una o varias técnicas que permitan el seguimiento del proceso de cambio en su
conformacion. En la Figura I11-2 se muestra una curva de desnaturalizacion térmica
tipica. Dicha curva monitoriza una propiedad fisica determinada (rotacion Optica en este
ejemplo) frente al agente determinante de la estabilidad (en este caso la temperatura). Las
conformaciones ordenadas que las proteinas adoptan sufren cambios profundos cuando
se alteran las condiciones termodindmicas del sistema. Estos cambios profundos se
denominan transiciones. La transicion conformacional esta provocada, en general, por

variaciones pequefias en parametros tales como temperatura, pH, presion, disolvente, etc.
Una curva de desnaturalizacion esta dividida en tres zonas fundamentales:

 La region pre-transicion, que muestra la variacion de la propiedad seguida en la
proteina nativa.

 La region de transicion, qgue muestra como varia la propiedad que se monitoriza a
medida que va produciéndose la desnaturalizacion por accion de la temperatura.

e Y la region post-transicion, que muestra la variacion de la propiedad fisica
estudiada en la conformacién desnaturalizada. En la Figura 111-2 la curva en el
estado pre y post-transicional se ha ajustado a sendas rectas mediante regresion

lineal por minimos cuadrados 2%,

Para investigar la reversibilidad del proceso de desnaturalizacion, una vez
finalizado éste se invierte el proceso, es decir, si se ha calentado con el fin de estudiar la
desnaturalizacion térmica, se enfriara midiendo la propiedad correspondiente y

comparando con el estado inicial. Es adecuado también producir un nuevo calentamiento,

132



CAPITULO I 11 2. Antecedentes

registrando de nuevo la curva de desnaturalizacion, comprobandose si se obtiene una
curva similar a la anterior o por el contrario se obtiene una curva que carece de transicion,
lo cuél evidencia que la desnaturalizacion térmica ocurrié y no hubo posibilidad de
recuperar la conformacion inicial. Esta proteina muy probablemente habra perdido su

funcionalidad.

Para el estudio de una desnaturalizacion térmica reversible se utiliza un anélisis
termodindmico, considerando la existencia de un equilibrio quimico entre los estados de
la proteina significativamente poblados. El ajuste de los datos experimentales puede
Ilevarse a cabo con un modelo tedrico de dos estados o0 al modelo de equilibrio de varios
estados conocido también como modelo de multiestados. Cuando la transicion
conformacional es irreversible, dicha transicion se ve distorsionada por la cinetica del
proceso. Es por ello que, el estudio de transiciones irreversibles, se aborda desde un punto
de vista cinético. Dentro de los modelos tedricos a los cuales es posible ajustar los datos
correspondientes a una transicion conformacional irreversible, destaca el modelo de
Lumry-Eyring y su aproximacion al modelo de dos estados, ampliamente utilizado para

el ajuste y calculo de pardmetros de numerosas peroxidasas.

r= 7€ +24T
700 y=-797+24T

500~

-lal
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30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura I11-2. Ejemplo de una curva de desnaturalizacion térmica.
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2.5. CARACTERISTICAS CINETICAS DE REACCIONES ENZIMATICAS BISUSTRATO

2.5.1. Tipos de mecanismos

El 60% de las reacciones enzimaticas conocidas involucran mas de un reactivo
y generan también mas de un producto. Suelen tratarse de reacciones de transferencia, en
las cuales la enzima cataliza la transferencia de un grupo funcional de un reactivo o
sustrato a otro, o de reacciones de oxidacion-reduccion, en las cuales se transfieren
equivalentes de reduccion entre dos sustratos (217,

En principio, las reacciones bisustrato podrian Ilevarse a cabo por medio de una
gran variedad de mecanismos. Sin embargo, dos de ellos son los que se observan
comunmente. El primer tipo de mecanismo recibe el nombre de secuencial. Se consideran
reacciones secuenciales aquellas en las cuales todos los sustratos se combinan con la
enzima antes de la generacion de cualquier producto Y71, En algunos textos este tipo de
reacciones recibe también el nombre de reacciones de desplazamiento simple. Las

reacciones que siguen un mecanismo secuencial estan clasificadas en dos subcategorias:

« Reacciones que siguen un mecanismo secuencial ordenado: son aquellas en las
que la adicion de los sustratos a la enzima tiene un orden obligatorio. En este tipo
de reacciones la unién del primer sustrato a la enzima parece ser condicion
necesaria para que se produzca la union con el segundo sustrato ?*" probablemente

como consecuencia de cambios conformacionales en la estructura enzimatica.

e Reacciones que siguen un mecanismo secuencial al azar: son aquellas en las que
no existe un orden preferente en la unién de los sustratos al centro activo de la
enzima ?*"1. Dependiendo del orden de adicion de reactivos y salida de productos

se tienen diferentes intermedios de la enzima.

En las Figuras I11-3 y 1ll-4 aparecen representados esquematicamente los
mecanismos secuenciales ordenado y al azar respectivamente, siguiendo la nomenclatura
de Cleland 281, Segin dicha nomenclatura, los sustratos aparecen designados con las
letras Ay B en el orden en el cual se agregan a la enzima. Los productos se designan con
las letras P y Q y aparecen también en el orden en el cual dejan libre a la enzima. Por
ultimo, la enzima en su estado nativo (E), asi como otros estados intermedios (complejos

enzima-sustrato, etc.) se encuentran en una linea horizontal.
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-
E EA EAB=EPQ EQ E

Figura I11-3. Mecanismo secuencial ordenado segun la nomenclatura de Cleland.

E EAB E
EPQ

B A Q P

Figura I11-4. Mecanismo secuencial al azar segun la nomenclatura de Cleland.
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El segundo tipo de mecanismo habitual en las reacciones enzimaticas bisustrato
es el mecanismo ping-pong. En dicho mecanismo uno o varios productos se generan
antes de que se produzca la union de todos los sustratos a la enzima 211, El esquema de
este tipo de reacciones siguiendo la nomenclatura de Cleland 281 se muestra en la Figura
I11-5. En este caso un grupo funcional del primer sustrato es desplazado por la enzima
para generar el primer producto (P) y una forma intermedia estable de la enzima en la
cual el grupo funcional desplazado suele encontrarse covalentemente unido a la enzima
(ping). A continuacién, se produce el desplazamiento de dicho grupo funcional por un
segundo sustrato, generando el producto Q y recuperando la enzima en su forma nativa
(pong).

Los términos Uni, Bi, Ter, etc. indican reacciones enziméticas de uno, dos, tres,
etc. reactivos en un sentido determinado de la reaccion. Asi, una reaccion enzimatica de
dos sustratos y dos productos que sigue un mecanismo ping-pong, recibe el nombre de
reaccion ping-pong Bi-Bi.

Para elucidar el tipo de mecanismo que sigue una reaccion enzimatica bisustrato

se utilizan medidas cinéticas en el estado estacionario.

E EA=FP F FB =EQ E

Figura I11-5. Mecanismo ping-pong segun la nomenclatura de Cleland.
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2.5.2. Constantes cinéticas: nomenclatura

Se pretende en este apartado introducir la nomenclatura y significado de las
constantes cinéticas que aparecen a lo largo del presente capitulo.

La letra Km acompafiada de un superindice referido a un determinado reactivo
hace referencia a la constante de Michaelis-Menten para dicho sustrato o reactivo en
cuestion. Se define en términos generales como la concentracion de reactivo que produce
la mitad de la méaxima velocidad de reaccion, en condiciones saturantes del resto de
reactivos y suponiendo que no existe una concentracion significativa de producto 28, K,
tiene unidades de concentracion y da idea de la afinidad de la enzima por un determinado
sustrato. En este capitulo se evaltan diferentes sustratos reductores en presencia de un
sustrato fijo para peroxidasas, el peréxido de hidrégeno (H-0). Los diferentes sustratos
reductores se denotan con la expresion general AH.. Se tendran entonces las constantes
Km H202 y Km AHz,

El término K, se reserva para todas las constantes de inhibicion. De nuevo, en el
caso de tener la necesidad de distinguir entre constantes de inhibicion propias de un
determinado sustrato u otro, se indicard con un superindice (H202 0 AH>).

kcat €S conocida como namero de recambio y tiene habitualmente unidades de
tiempo™. Literalmente su significado es el tiempo necesario para cambiar de un mol de
sustrato a un mol de producto en condiciones Optimas. Constituye por tanto, una medida
directa de la produccion catalitica en dichas condiciones 8. No debe confundirse con el
naumero de recambio en un proceso de inhibicién (r) definido como la concentracién del
inhibidor que produce una inhibicion del 100%.

La relacion keat/ Km se denomina eficacia catalitica. Constituye una medida de
la eficiencia y especificidad de la enzima por un sustrato en concreto 281 permitiendo en
este sentido la comparacion entre diferentes sustratos.

Cada uno de los pasos individuales en un ciclo catalitico lleva asociada una
constante cinética. Se trata en este caso de las constantes microscépicas, cuya notacién
suele ser una k acomparfiada de un subindice numérico para indicar el paso concreto del
ciclo al que se refiere. Dependiendo de si la etapa concreta es de primer orden o de
segundo orden, las constantes tendran unidades de concentracion™ tiempo™ (segundo

orden) o simplemente tiempo™ (primer orden).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REACTIVOS, APARATOS Y MATERIAL

3.1.1. Reactivos

« Guayacol (2-metoxifenol), CH3OC¢H4OH, 98 %, PRS (Panreac).

e 2,2°-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) sal diamdnica (ABTS),
C18H24Ns06S4, >98 %, (Sigma).

 o-dianisidina, C14H16N20O, peroxidase substrate (Sigma).

« o-fenilendiamina, CsHgN2, > 99.5 % (Sigma).

« Catecol (1,2-bencenodiol). CsHs-1,2-(OH)2, > 99 %, (Sigma).

« Acido fertlico, HOCsH3(OCH3)CH=CHCO;H, (Sigma).

« Peroxido de hidrégeno, H202, 30 % p:v, PA (Panreac).

« Acico clorhidrico, HCI, 35 % p:v, PA, (Panreac).

o Hidroxido sédico, NaOH, 98.0-100.5 %, PRS (Panreac).

o Tampon HEPES, CgH1sN204S, > 99.5 % (Sigma).

« Kit de calibracion de baja masa molecular (LMW) GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Suecia (20-4038-41).

« Kit de calibracion de alta masa molecular (HMW) GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Suecia (28-4038-42).

« Acetato sédico anhidro, C2H3O2Na, Molecular Biology Grade, (CALBIOCHEM).

e Cloruro sddico, NaCl, P.A. (Panreac).

o Membrana de diélisis de celulosa, 12000 MW, (Sigma Chemical Co).

« Acido borico, HsBOs, 99.5 %, P.A. (Panreac).

 Dihidrégeno fosfato sédico monohidratado, NaH2PO4*H20, 98 %, P.A. (Panreac).

« Pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno), CsHs(OH)s, >98 %, (Sigma).

« Cloruro de zinc, ZnCl, 99.999 %, (Sigma).

« Cloruro de litio, LiCl, ACS Reag. Ph. Eur., (Merck Millipore).

 Cloruro de magnesio hexahidratado, MgCl2+6H20, Ph. Eur. (Merck Millipore).

e Cloruro de bario, BaCl,, P.A. (Panreac).

e Cloruro de manganeso, MnCly, P.A. (Panreac).

 Cloruro de cobre, CuClz, >98 % (Sigma).

 Cloruro de cadmio, CdCly, P.A. (Panreac).

e Cloruro de calcio, CaCl,, P.A. (Panreac).
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« Cloruro férrico, FeCls, P.A. (Panreac).
 Cloruro de aluminio, AICls, P.A. (Panreac).
 Cloruro potésico, KCI, P.A. (Panreac).
e Cloruro ferroso, FeCl», P.A. (Panreac).

e Cloruro de mercurio, HgCly, P.A. (Panreac).

3.1.2. Aparatos y material

o Espectrofluorimetro Perkin Elmer LS50B (Waltham, Massachusetts). Cubetas de
cuarzo para fluorescencia. 1 x 2 cm y 0.2 x 2 cm (Hellma GMBH and  Co. KG,
Milheim, Alemania).

» Espectropolarimetro Jasco J-715 (JASCO Inc. Easton, MD).

« Equipo FLPC AKTA (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

e Columna Superdex-200 10/300 GL. GE Healthcare Life Sciences.

e Columna Superdex-75 10/300 GL. GE Healthcare Life Sciences.

o Espectrofotometro de doble haz T80+ PG UV/Vis (Instruments LTD, Leicester, UK).
Cubetas de absorcion de cuarzo. 1 x 2 cm (Hellma GMBH Co. KG. Milheim,
Alemania).

« Conductimetro ATC HI 9835 (PCE Group Ibérica S.L. 02500, Albacete, Espafia).

e Microelectrodo de pH 6 mm (Crison Instruments, SA, E-08328, Alella, Barcelona,
Espafia).

e pHmetro digital Crison micropH 2001 (Crison Instruments, SA, E-08328, Alella,
Barcelona, Espafia).

« Aparato de electroforesis vertical en placa (BioRad Laboratories, Hercules, CA).

« Bafio Speed-Vac Savant (GMI, Inc. Minnesota 55303, USA).

« Bafio termorregulable Neslab RT-111 Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA).

« Material de uso comun en laboratorio de quimica y bioquimica.
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3.2. PLAN EXPERIMENTAL
Los diferentes experimentos realizados se desarrollaron segun las etapas que se

muestran a continuacion (los detalles de las diferentes etapas se describen en los apartados

subsiguientes):

Peroxidasa de

escoba blanca
CARACTERIZACION
A4 A4
Estructura Estabilidad m
- Masa molecular . -
_ ;. Actividad Mecanismo
- Estado de agregacion Termica PH B
. 1
- Estructura secundaria 1 1 - Guayacol l Pardmetros
L r-- 1 - Otros sustratos sl e inéti
| Inhibicion C'”f 1cos
Parametros - Competitiva | — =1
termodindmicos - Sustratosuicida

En primer lugar se determinan caracteristicas estructurales de la nueva
peroxidasa, tales como la masa molecular, el estado de agregacion y el tipo de estructura
secundaria.

A continuacion, se estudia la estabilidad de la molécula de enzima frente a
cambios de temperatura y de pH. Se utilizan para ello las técnicas de fluorescencia
intrinseca de proteinas, dicroismo circular y espectroscopia de absorcién UV-Vis,
obteniéndose y comparandose los pardmetros termodinamicos del proceso de
desnaturalizacion proteica.

Finalmente, se procede a la caracterizacion cinética de la nueva enzima. Por un
lado, se estudia la actividad catalitica y por otro, se establece el mecanismo de catélisis.
Respecto a la actividad, se estudia la especificidad por sustrato, considerando la influencia
del pH y la composicién del medio tamponante. Ademas, y dado que el guayacol es un
sustrato de referencia en las medidas de actividad peroxidasa, se estudia el efecto de
algunas variables significativas en la actividad con este sustrato. En cuanto al mecanismo,
se calculan los parametros cinéticos caracteristicos de la reaccion bisustrato y se estudian

los procesos de inhibicion competitiva por sustrato e inhibicion por sustrato suicida.
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3.2.1. Medida de la actividad peroxidasa
El control de la actividad peroxidasa se realiz6 con H>O, y guayacol como
cosustratos 'y medidas de absorbancia a pH 6.0 y 25 °C, tal y como se describe en el

apartado 3.5 del Capitulo I (Pag. 51) (Comparacion con la peroxidasa de rabano picante).

3.3. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR Y ESTADO DE AGREGACION

La masa molecular de la peroxidasa de escoba blanca se ha determinado
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
mediante SEC. Con el fin de establecer el estado de agregacion de la peroxidasa de escoba

blanca, ambos valores han sido comparados.

El protocolo experimental aplicado para llevar a cabo la electroforesis en gel de
poliacrilamida se describe en el Capitulo Il (Pag 93) (Electroforesis en gel de

poliacrilamida).

Para obtener la masa molecular mediante SEC, se ha hecho pasar un kit de
proteinas de GE Healthcare Life Science de masa molecular conocida a través de una
columna de exclusion molecular, registrando los correspondientes valores del volumen
de elucion. Se utilizaron dos tipos de columnas, Superdex-75 y Superdex-200 en un
equipo AKTAgrpLc. Ambas columnas se diferencian por el rango de masas moleculares
que son capaces de separar. Las columnas se equilibraron en tampdn acético/acetato 5
mM pH 5.5 y 150 mM de NaCl. La temperatura fue 20 °C, el volumen de inyeccion 100
ul y la velocidad de flujo 0.4 ml min™,

A partir de los volumenes de elucion frente a la masa molecular de las proteinas
utilizadas como patrén se construy6 la correspondiente recta de calibrado. Finalmente se
inyect6 la proteina de interés en las mismas condiciones obteniéndose su masa molecular
por interpolacion en la recta de calibrado. En la Tabla 111-4 se resumen las caracteristicas
de las proteinas que constituyen el kit de calibracién utilizado con la columna Superdex-
75. El kit utilizado para la columna Superdex-200 es similar, pero con una constitucion
de proteinas con pesos moleculares mayores, en un intervalo desde 43 kDa hasta 669 kDa.

La masa molecular de la peroxidasa de escoba blanca determinada mediante
SDS-PAGE resulté ser de 55 + 2 kDa (Figura 11-13, Pag 115).
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El calibrado en la columna Superdex-200 tiene como ecuacion lineal: Log MW=
6.44 — 0.17 V (R? = 0,991), mientras que el calibrado en la columna Superdex-75 tiene
como ecuacion: Log MW= 7,93 — 0,216 V (R?=0,993). En ambos casos MW (Molecular
Weight) es la masa molecular de la proteina y V es el volumen de elucion en las
condiciones propuestas. Se obtiene como resultado una masa molecular de 49 £ 4 kDa y
55 + 3 kDa en Superdex-75 y Superdex-200, respectivamente. Puesto que los valores de
masa molecular obtenidos en condiciones nativa y desnaturalizante no muestran

diferencias significativas, se concluye que la peroxidasa de escoba blanca es monomérica.

Tabla I11-4. Kit de calibracion de la columna Superdex-75.

Proteina M Origen Concentracion
(Da) (mg mL?)
Aprotinina 6500 Higado bovino 3
Ribonucleasa A 13700 Pancreas bovino 3
Anhidrasa carbonica 29000 Eritrocitos bovinos 3
Ovoalbimina 43000 Huevo de gallina 4
Conalbumina 75000 Clara de huevo de pollo 3
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3.4. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA MEDIANTE CD

Los espectros de CD en el UV lejano (190-250 nm) de la peroxidasa de escoba
blanca se han registrado en un espectropolarimetro JASCO, utilizando un paso de banda
de 2 nm y células de 1 mm de paso Optico. La concentracion proteica fue 0,05 mg mL™,
Cada espectro obtenido es un promedio de cuatro; registrados con una velocidad de
barrido de 50 nm min™ y corregidos mediante la sustraccion de la linea base. Las sefiales

se convierten en valores de elipticidad molar segun la siguiente ecuacion:

[0]=10M:s Obs ' p! (Ec. 111-1)

Mres: masa molar media por residuo calculada a partir de la secuencia primaria de la proteina. Tiene un
valor de 116 gmol™.

Oobs: Valor de la elipticidad en grados a una longitud de onda determinada (222 nm).

I : longitud de paso éptico en dm.

p: concentracion de la proteina en mg mL™2.

Los espectros de la proteina en el estado nativo se registraron a 20 °C y en
tampon HEPES 10 mM pH 7.0. La estimacion cuantitativa de la estructura secundaria de
la peroxidasa de escoba blanca se ha realizado con el Software CDPro con tres programas
diferentes: SELCON3, CDSSTR y CONTIN 2182201y ytjlizando como referencia la base
SDP42.

En la Tabla 111-5 se resumen los resultados de la estimacion de la estructura
secundaria de la peroxidasa de escoba blanca. Se observan algunas diferencias
significativas con otras peroxidasas de Clase Il en las cuéles el contenido de hélices a en
su estructura nativa suele estar en torno al 40 %, con una ausencia casi total de ldminas
B. Por el contrario, la estructura secundaria de la peroxidasa de escoba blanca en su estado

nativo esta caracterizada por una cantidad considerable de laminas B, en torno al 30 %.

Tabla I11-5. Elementos de la estructura secundaria de la peroxidasa de escoba
blanca.

Giros Estruc.

. - o . o
Proteina Hélice a, % Lamina B, % B.%  Desor. %

Regular Desordenada Total Regular Desordenada Total

Nativa 22 13 35 15 14 29 16 20
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3.5. ESTABILIDAD TERMICA
3.5.1. Andlisis de estabilidad térmica mediante CD

Ademas del registro del espectro de la proteina en estado nativo para determinar
su estructura secundaria, se ha llevado a cabo el registro del espectro en funcion de la
temperatura, con el fin de evaluar el proceso de desnaturalizacion térmica. El
calentamiento de la disolucion enzimatica se realizé con un bafio termorregulable, entre
20-80°C a una velocidad de calentamiento de 0.5 K min™,

El espectro de DC en el UV lejano de la peroxidasa de escoba blanca se muestra
en la Figura Ill-6 tanto para la proteina en estado nativo como térmicamente
desnaturalizada. Después de la desnaturalizacion térmica la forma del espectro cambia,
teniéndose entonces un aumento de la cantidad de ld&minas  a expensas de una reduccion
en la cantidad de hélices a. El aumento significativo de estructuras p laminares, indica
gue como consecuencia de la desnaturalizacién se produce agregacion proteica, lo cual
se justifica también por la observacién de un aumento de la turbidez en la disolucién de
proteina. El porcentaje de elementos estructurales en la proteina desnaturalizada
térmicamente se resume y compara con la estructura nativa en la Tabla 111-6. Al igual que
en el apartado anterior, la estimacion cuantitativa de la estructura secundaria de la
peroxidasa de escoba blanca se ha realizado con el Software CDPro con tres programas
diferentes: SELCON3, CDSSTR y CONTIN 2182201y ytjlizando como referencia la base
SDP42.

Finalmente, la muestra se enfrié de nuevo después del calentamiento y se registro
su espectro a 20 °C. El espectro obtenido en este caso es similar al de la proteina
desnaturalizada, no observandose transicion alguna por la temperatura al calentar de
nuevo de forma gradual. Se puede concluir por tanto, a la vista de los datos de CD que la
transicion conformacional al estado desnaturalizado de la proteina de escoba blanca es un

proceso irreversible.
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FIGURA 111-6

Espectro CD de la peroxidasa de escoba blanca.

Circulos blancos proteina nativa. Circulos negros proteina desnaturalizada térmicamente.
En el interior: fraccidn desnaturalizada frente a la Temperatura.

Tabla I11-6. Elementos de la estructura secundaria de la peroxidasa de escoba blanca.

. - _ Giros Estruc.
[0) [0)
Proteina Hélice a, % Lamina B, % B.%  Desor., %

Regular Desordenada Total Regular Desordenada Total

Nativa 22 13 35 15 14 29 16 20
Desnatu. 2 3 5 29 15 44 22 29
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3.5.2. Andlisis de estabilidad térmica mediante Fluorescencia Intrinseca

Los espectros de emision de fluorescencia de la peroxidasa de escoba blanca se
han registardo en un espectroflourimetro Perkin EImer LS50B, entre 300 y 400 nm, con
una velocidad de barrido de 240 nm min™’. La longitud de onda de excitacion se ha fijado
en 295 nmy la anchura de la rendija de los monocromadores de excitacion y emision fue
de 3 nm. Se trabajo con disoluciones proteicas con una absorbancia a 280 nm inferior a
0.2 en tampon HEPES 10 mM pH 7.0.

La intensidad de fluorescencia frente a la longitud de onda se ha registrado para
la proteina en estado nativo y desnaturalizada (después de haber sido calentada a 80 °C).
A continuacion se aplic el modelo de los estados discretos del triptofano 221 a ambos
espectros.

Por otro lado, se investigo la dependencia de las caracteristicas del espectro de
fluorescencia con la temperatura. Para ello, se utiliz6 un termostato con recirculacién de
agua alrededor del soporte de la célula dptica. La temperatura se monitoriz6 con un
termdmetro introducido en la muestra. La velocidad de calentamiento fue 1 K min™.

En el interior de la Figura I11-7 pueden observarse los espectros de fluorescencia
de la peroxidasa de escoba blanca en estado nativo (A) y térmicamente desnaturalizada
(B) asi como el anélisis de dichos espectros de acuerdo con el modelo de los estados
discretos del triptofano. Se observa un mayor rendimiento cuéntico en el espectro de la
peroxidasa nativa, lo cual revela que no existen gran cantidad de residuos de triptéfano
préximos al grupo hemo y por tanto no hay transferencia de energia significativa desde
dichos residuos al grupo hemo. Cuando se produce la desnaturalizacion térmica, la
intensidad de fluorescencia se reduce revelando que como consecuencia del proceso de
desnaturalizacion tiene lugar una reorientacion del grupo hemo. Los resultados
experimentales indican que en este estado desnaturalizado, el grupo hemo se acerca a los
residuos de triptéfano produciéndose el “quenching” o transferencia de energia. El
analisis del espectro de emisién de la peroxidasa de escoba blanca nativa en el marco del
modelo de los estados discretos del triptéfano revela una contribucién a dicho espectro
de las formas | y Il. EI mismo andlisis del espectro de la proteina térmicamente
desnaturalizada revela una contribucion significativa de las formas Il y Ill con la
desaparicion de la contribucion por parte de la forma | que se observaba en el espectro de

la proteina nativa. A partir del andlisis de los estados discretos del triptéfano se deduce
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que en su estado desnaturalizado térmicamente la peroxidasa de escoba blanca no se
encuentra totalmente desplegada.

Al enfriar de nuevo la muestra y registrar su espectro de fluorescencia se obtiene
un espectro idéntico al de la forma desnaturalizada (espectro B mostrado en el interior de
la Figura 111-7). A partir de los espectros de fluorescencia, se comprueba también que la
transicion conformacional al estado térmicamente desnaturalizado de la peroxidasa de

escoba blanca es un proceso irreversible y por lo tanto controlado cinéticamente.

0.8}

310 330 350 370 390
Longitud de onda (nm)
0.6+

AﬂUOI’

0.4}

0.2t

310330 350 370 390
Longitud de onda (nm)

30 40 50 80 70 80

Temperatura (°C)

FIGURA 111-7
Perfil de la desnaturalizacién térmica de la peroxidasa de escoba blanca.

En el interior: espectro de fluorescencia de la peroxidasa nativa (A) y desnaturalizada (B) y estados del
triptéfano que contribuyen a ambas estructuras.
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3.5.3. Tratamiento de las curvas de desnaturalizacion

Como se ha expuesto en apartados precedentes, la curva de desnaturalizacion se
obtiene realizando el seguimiento de una determinada propiedad en funcion del agente
desnaturalizante. En el presente trabajo se han obtenido las curvas de desnaturalizacion
térmicas de la peroxidasa de escoba blanca mediante CD y fluorescencia intrinseca de
proteinas. Las propiedades que se han monitorizado en funcién de la temperatura han sido

la elipticidad molar y el area bajo el maximo en el espectro de fluorescencia.

Una vez obtenidas las curvas de desnaturalizacion, los datos experimentales se

transformaron en ambos casos en fraccion de proteina desnaturalizada:

Fa =(y-yx)/ (Yo-yn) (Ec. 111-2)

y: propiedad seguida en funcién de la temperatura
yn: valor medio de dicha propiedad en la regidn pre-transicion de la curva de desnaturalizacion.
Obtenido mediante regresién lineal (yn = a; + azx).
yo: valor medio de la propiedad seguida en la zona post-transicion de la curva. Obtenido mediante

regresion lineal (yu = bs + byx).

En ambas curvas de desnaturalizacion se observa una unica transicion
conformacional a 45 °C.

A continuacién y asumiendo una transicion conformacional irreversible, tal
como se deduce en los apartados anteriores, se ha realizado el ajuste de los datos
experimentales a un modelo tedrico adecuado. En el presente trabajo se ha optado por
comenzar probando la adecuacion de los datos experimentales a un modelo de dos
estados, por tratarse del modelo tedrico mas simple en el estudio de transiciones
conformacionales irreversibles de proteinas.

Una curva de desnaturalizacién que muestre mas de una zona de transicion es
indicativa de un proceso de desnaturalizacion mas complejo que el correspondiente a un
modelo de dos estados. Este comportamiento se observa frecuentemente en proteinas
formadas por multidominios en las cuales durante el proceso de desnaturalizacién, los
diferentes dominios sufren un desplegamiento individual 2%, Sin embargo, una curva
con un solo paso de transicion por si misma no es indicativa de un proceso que se ajuste

al modelo de dos estados. Es necesario comprobarlo utilizando al menos dos técnicas
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experimentales diferentes y analizando la semejanza de los valores de Fq y parametros

termodinamicos caracteristicos obtenidos por ambas técnicas 2%,

e Modelo de dos estados
En el estudio de la desnaturalizacion térmica irreversible destaca como modelo
tedrico de ajuste el Modelo de Lumry-Eyring 2211, En la desnaturalizacion térmica en el
marco de dicho modelo estan implicados dos pasos: un desplegamiento reversible de la
proteina nativa (N) y una alteracion irreversible de la proteina desplegada (U) hasta
alcanzar el estado final (D). Esta alteracion irreversible puede ser causada por fenémenos

de agregacion, autolisis o alteracién quimica de los amino&cidos.

N &/ U——D

El modelo de dos estados es un caso limitante del modelo de Lumry-Eyring.
Considera fundamentalmente dos estados macroscépicos poblados, el estado nativo (N)

y el desnaturalizado (D):

N——D

La transicion entre ambos estados estd determinada por una constante de
velocidad de primer orden (k). Esta constante es dependiente de la temperatura, tal como

indica la ecuacién de Arrhenius:

conl5(h )

Ea: energia de activacion de la transicién.
R: constante de los gases

T": temperatura a la cual la constante cinética de primer orden toma el valor de 1 min.
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La fraccion de proteina desnaturalizada (Fq) se analizé con un ajuste no lineal

por minimos cuadrados:

Fd:l-exp{-% fTTeXp % (%%)] dT} (Ec. I11-4)

v =dT/ dt.
Ea: energia de activacion de la transicién.
R: constante de los gases

T": temperatura a la cual la constante cinética de primer orden toma el valor de 1 min.

En el interior de la Figura I11-6 (P4g. 145) se expone el ajuste de los datos de la
fraccion de proteina desnaturalizada obtenida a partir del espectro de CD frente a la
temperatura. Siguiendo el ajuste de la Ec. 111-4, se obtuvieron los pardmetros Ea =281.8
+6.7 kcal mol™! y T =337.0+0.8 K.

En la Figura I1lI-7 (P4g. 147) se representa la curva de desnaturalizacion
siguiendo el area normalizada bajo el espectro de fluorescencia frente a la temperatura.
Dichos datos se han ajustado también a un modelo de regresion no lineal por minimos
cuadrados segun la ecuacion Ec. 111-4. A partir del ajuste se han obtenido los valores Ea
=291.8+ 7.7 kcal molty T"=336.9 + 1 K.

Los valores obtenidos mediante CD y fluorescencia son semejantes. Estas dos
metodologias independientes (fluorescencia y CD), asi como las curvas de
desnaturalizacion consistentes en una sola transicion en el intervalo estudiado, apoyan la
idea de que la desnaturalizacion térmica de la peroxidasa de escoba blanca puede
interpretarse en terminos del modelo cinético de dos estados. Se trata por lo tanto, de un
proceso irreversible controlado cinéticamente y donde tan solo dos estados poblados han

de tenerse en cuenta: el estado nativo (N) y desnaturalizado (D).

La velocidad de inactivacion térmica depende de factores tales como pH, tiempo

de calentamiento, fuerza idnica y del estado fisico de la enzima.

La elevada estabilidad térmica de numerosas peroxidasas se atribuye a la

presencia de azlcares en la estructura proteica 2?21, El principal proceso que tiene lugar
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en la inactivacion térmica de las peroxidasas son cambios o degradacion del grupo
prostético 2221,

En la Figura I11-8 se pueden observar los cambios en la actividad de la
peroxidasa de escoba blanca en funcidn de la temperatura a tres valores de pH y un tiempo
de calentamiento prefijado (15 min). Para la medida de la actividad peroxidasa, se
tomaron alicuotas de las diferentes disoluciones de proteina (de la misma concentracion)
incubadas a las distintas temperaturas y se siguio el procedimiento general descrito en el
plan experimental. Tal como se observa, a pH 6 y 7 la actividad comienza a descender de
forma significativa cuando la enzima se incuba durante 15 min a temperaturas superiores
a los 40°C, coincidiendo con el comienzo de la zona de transicion en las curvas de
desnaturalizacion construidas a partir de medidas de CD vy fluorescencia. El descenso en
la actividad peroxidasa resulta ser mas gradual a valores de pH en torno a 6. A pH 9 no

se observa actividad peroxidasa significativa a ninguna de las temperaturas de incubacion.

La comparacion de la estabilidad térmica de diferentes peroxidasas y de sus
pardmetros termodinamicos ha de hacerse teniendo en cuenta esta dependencia del pH.
Asi a pH neutro, la temperatura de transicion para la peroxidasa de escoba blanca (45 °C)
es similar a la de HRP en las mismas condiciones y mas alta que la de SBP (43°C).

La desnaturalizacion de la peroxidasa de palma real a pH 7.0, es a diferencia de
la peroxidasa de escoba blanca, un proceso reversible. Este hecho es importante tenerlo
en cuenta para el desarrollo de aplicaciones biotecnoldgicas con esta peroxidasa. La
reversibilidad del proceso puede estar relacionada con la naturaleza dimérica de la
peroxidasa de palma real a ese pH.

El elevado valor de Ea de la peroxidasa de escoba blanca en comparacion con el
correspondiente valor para cHRP a pH 3.0 (159.9 + 2.1 kJ mol™) 1% demuestra un alto

grado de cooperatividad en el proceso de desnaturalizacidn a pH neutro.
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FIGURA 111-8

Influencia de la temperatura de incubacion en la actividad.
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3.6. ESTABILIDAD FRENTE AL pH
3.6.1. Espectros de absorcién

Para el registro de los espectros UV-Vis frente a cambios de pH se tomaron
alicuotas de una disolucion de la peroxidasa de escoba blanca en tampon universal 10
mM a valores de pH ajustados en el intervalo de 1 a 14. Los espectros se registraron en
un espectrofotometro de doble haz T80+ PG UV/Vis, entre 250 y 700 nm a 25°C y con
una velocidad de barrido de 400 nm min™,

En la Figura I11-9 se observan los cambios en el espectro de absorcion
electronica de la peroxidasa de escoba blanca en la zona bésica. EI espectro con menor
intensidad de la banda Soret corresponde a la peroxidasa en estado nativo a pH 6. El
aumento del pH hasta 7 provoca un aumento considerable en la intensidad, aunque no
cambia la posicién de la banda Soret. Entre pH 7 y 9 no se modifica significativamente
la posicidn de la banda Soret, pero si aumenta la absorbancia a 280 nm, disminuyendo
significativamente el factor R, de tal forma que a pH 8 el valor R; es 1,9. Por encima de
pH 9 comienza a desplazarse la banda Soret a valores mayores de longitud de onda,
disminuye su intensidad y a partir de pH 11 comienza a desaparecer, probablemente por
la pérdida del grupo hemo. En el espectro de absorcion aparecen ademas de la banda
Soret, dos bandas a 490-500 nm y a 635-640 nm denominadas banda o y
respectivamente. Las bandas a y 3 van convirtiéndose en dos pequefios hombros a valores
de pH elevados.

En la Figura I11-10 se observa el cambio de la banda Soret a pH acido. Conforme
desciende el pH, el desplazamiento de esta banda a valores mayores de longitud de onda
es muy poco significativo. Si se observa un cambio significativo en la intensidad de esta
banda. Conforme el pH disminuye aumenta la intensidad entre pH 6 y 2. A pH 2 desciende
bruscamente la intensidad de la banda Soret y a pH 1 la banda Soret se reduce a un
pequefio maximo.

En la Tabla I11-7 se resumen los principales picos en el espectro de absorcion
electronica de la peroxidasa de escoba blanca en funcion del pH.

La transicion alcalina en las peroxidasas, consiste en la sustraccion de un &tomo
de hidrégeno de una molécula de agua de la cavidad distal con la consiguiente unién del
grupo OH"al hierro hémico. La transicion acida consiste en la hexacoordinacion del grupo
hemo con una molécula de agua. Las localizaciones de la banda Soret en ambos valores
extremos de pH coinciden con las encontradas para la peroxidasa de soja [?% Ila

metmioglobina, cHRP 224 y palma real 2251,
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FIGURA I11-9

Variacion del espectro de absorcion de la peroxidasa de escoba blanca con el pH en la
zona basica.
La linea morada corresponde a la peroxidasa en estado nativo (pH=6,0), roja (pH=7), verde (pH= 8), azul
(pH=9,0), amarillo (pH= 10), naranja (pH=12) y marrén (pH=13).
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Cambio en la banda Soret de la peroxidasa de escoba blanca a pH &cido.
Morado (pH=5), azul (pH=4), amarillo (pH =3), rojo (pH=2) y verde (pH=1).

Tabla 111-7. Principales picos y hombros del espectro electronico de la
peroxidasa de escoba blanca a diferentes valores de pH.

Estado proteico Picos Hombros
) 403 nm (banda Soret)
Nativa (pH= 6) 490-500 nm
635-640 nm
) 540 nm
Basica (pH=11) 416 nm (banda Soret) 402 nm
360 nm
. 370 nm
Acida (pH=2) 405 nm (banda Soret) 490-510 nm
640 nm
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3.6.2. Titulacion proteica: desnaturalizacion inducida por el pH

La estabilidad estructural asi como la actividad enzimatica dependen del pH %4
2251 siendo mayor el aprovechamiento industrial de una determinada enzima cuanto
mayor sea su intervalo de estabilidad. Una titulacion por fluorescencia en las zonas acida
y bésica a partir de pH 7 permite observar cambios en la estructura terciaria de la proteina.
El pH puede afectar a la actividad enzimatica, no s6lo porque la enzima puede
desnaturalizarse sino también por cambios que pueden producirse en la forma i6nica de
aminodcidos del centro activo. La actividad enzimatica a distintos pH proporciona

informacidn adicional en la curva de titulacion proteica.

La dependencia de las caracteristicas del espectro de fluorescencia de la
peroxidasa de escoba blanca con el pH se investigé en el intervalo de pH 1-14 realizando
medidas aproximadamente cada 0.2 unidades de pH.

La proteina se dializo frente a tampon universal 10 mM. La concentracion de la
proteina en la disolucion resultante fue 5 uM. La variacion del pH se realizé empleando
una pipeta Pasteur de vidrio cerrada en su punta; se introdujo en el &cido o base, se retir6
el exceso de liquido y se introdujo en la muestra. A continuacién, se comprobd el pH en
un pHmetro micropH 2001. Durante la medida de la fluorescencia intrinseca la muestra
se mantuvo en todo momento en agitacion constante y a temperatura controlada de 20 °C.
El registro de los espectros se llevé a cabo en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer
LS50B, entre 300 y 400 nm con una velocidad de barrido de 240 nm min. La longitud
de onda de excitacion se fijo en 295 nm y la anchura de rendija de los monocromadores
de excitacion y emision fue de 3 nm.

Simultaneamente se realizaron medidas de actividad peroxidasa a los diferentes
valores de pH. Para ello, de disoluciones proteicas (distintas a la de la cubeta de
fluorescencia) y sometidas a los mismos cambios de pH de la misma manera que se ha
descrito en el parrafo anterior, se tomaron alicuotas y se ensay6 la actividad siguiéndose
el procedimiento general descrito en el plan experimental.

En la Figura 111-11 se muestra el efecto del pH sobre la actividad enzimética (A)
y sobre los parametros de fluorescencia (B). Dentro de los parametros de fluorescencia
se han considerado la relacion entre las intensidades de emision a 350 y 320 nm (R) y la
posicion del maximo (Amax), que refleja el grado de accesibilidad de las moléculas del

disolvente a los croméforos.
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Como se observa en la Figura I11-11 la peroxidasa de escoba blanca es estable
en el intervalo de pH de 3 a 11.5. Ademas, la posicion del maximo de emision permanece
constante en un rango de pH de 2 a 11, lo cual implica que la accesibilidad de las
moléculas de agua a los residuos triptéfano que se encuentran en el interior de la
estructura proteica permanece invariante en ese rango de pH. Este margen de estabilidad
del maximo de emision coincide con los cambios espectroscopicos observados en la
banda Soret que son especialmente significativos a partir de pH 2 en la zona &cida y pH
11 en la zona bésica. La intensidad de fluorescencia no cambia en el intervalo de pH de
4 a 11 indicando la ausencia de transferencias de carga o “quenching” en el entorno de
los residuos de triptéfano en ese intervalo de pH. Por tanto ese intervalo de 4 a 11 parece
ser el idéneo para llevar a cabo estudios de caracterizacion fisico quimica de la peroxidasa
de escoba blanca.

A un pH en torno a 2.2 se produce el desplazamiento del méaximo de
fluorescencia hacia el rojo, seguido a continuacién de un desplazamiento hacia el azul a
valores de pH inferiores a 1.8. Este fendmeno se debe probablemente, a procesos de
agregacion proteica, hecho que puede comprobarse por la aparicion de turbidez en la
celda de fluorescencia. EI aumento en la relacion de las intensidades a 350 y 320 nm
indica que el triptéfano en el proceso de desnaturalizacion acida se aleja ain mas del
grupo hemo.

Aumentando el pH por encima de 11 se produce un desplazamiento del méximo
de emision hacia el rojo, asociado a un aumento de la polaridad en el entorno de los
residuos triptéfano y seguido de un desplazamiento hacia el azul a pH mayores de 13,
relacionado este Ultimo con procesos de agregacién proteica que evitan la hidratacion de
los residuos de triptéfano. Se produce también a partir de pH 11 un aumento significativo
de la relacion entre la intensidad de emision a 350 y 320 nm.

La comparacion de los cambios en la actividad enzimatica y en los parametros
de fluorescencia inducidos por el pH indican que tanto la intensidad de fluorescencia
como la posicion del maximo que refleja la polaridad de los aminoécidos aromaticos,
influyen en la actividad enzimatica de la peroxidasa de escoba blanca. A la vista de los
valores de actividad peroxidasa se puede concluir que la peroxidasa de escoba blanca
mantiene su actividad practicamente intacta en el intervalo de pH de 4 a 12 (con sustrato
guayacol), siempre y cuando la temperatura permanezca constante a 20 °C.

La estabilidad de la peroxidasa de escoba blanca es menor que en el caso de

algunas peroxidasas de plantas tropicales, como es el caso de RPTP cuyo intervalo de
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estabilidad es de 2 a 13. En el caso de la desnaturalizacion &cida de la peroxidasa de Prx
y palmera real (RPTP) la polaridad de los aminoacidos no se ve alterada, debido a que no
se observan cambios en la posicion del maximo en el espectro de fluorescencia ?%1. La
desnaturalizacion basica de RPTP va acompafiada de cambios menos significativos en la
actividad enzimatica 1?1, De los cambios aparentes en la posicion del maximo
correlacionados con cambios en la actividad se pueden deducir valores de pKade 2y 12,

lo cuél indicaria que el pl de la proteina se encuentra en torno a 7.
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FIGURA I111-11
Dependencia de la actividad enzimatica (A) y los parametros de fluorescencia (B)

con respecto a los cambios de pH.

En (B) los circulos blancos se corresponden con cambios en la relacion entre la intensidad de
fluorescencia a 350 y 320 nm (R= Iaso/l320) Y l0s circulos negros se corresponden con los cambios en el
maximo del espectro de emision.
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3.7. CARACTERIZACION CINETICA

3.7.1. Estudios sobre la actividad con guayacol

Se ha estudiado el efecto de las siguientes variables en la actividad de la
peroxidasa de escoba blanca con guayacol como sustrato:

- pH

- Concentracion de guayacol y H.O>

- Fuerza ionica

- Temperatura

- Presencia de efectores

o Efecto del pH

El efecto del pH en la actividad enzimatica se determind con medidas de
actividad peroxidasa llevadas a cabo con sustrato guayacol y peroxido de hidrégeno. En
la cubeta del espectrofotometro se colocan 2.0 mL de reactivo (H202 5 mM y guayacol
18 mM en tampon universal 50 mM a los diferentes pH objeto de estudio), junto con 20
pL de la enzima convenientemente diluida disuelta en tampdn universal pH 7. Se agita
suavemente y se mide el incremento de absorbancia a 470 nm durante dos minutos. A
partir de los datos de las pendientes de las rectas de absorbancia frente a tiempo se
obtienen los valores de actividad (en U mL™), tal y como se ha expuesto en apartados
precedentes. La maxima actividad de la peroxidasa de escoba blanca se encontré para pH
6.0 (Figura 111-12, A). En este caso, los cambios en la actividad no solo se deben a
cambios en la proteina como ocurre en el experimento anterior sino también a cambios

en los propios sustratos H>O> y guayacol.

 Efecto de las concentraciones de sustratos

El efecto de la concentracion de los sustratos guayacol y H2O> en la actividad
peroxidasa se investigo siguiendo el procedimiento de medida de la actividad descrito
anteriormente. Se vario en este caso la concentracion de cada uno de ellos, mientras la
concentracion del otro cosustrato permanece constante en la de saturacion.

El efecto del guayacol sobre la actividad se muestra en la Figura 111-12 (B). La
concentracion de guayacol se varié desde 0 hasta 60 mM manteniendo fijo el H2O2en 4.9
mM. La actividad aumenta a medida que aumenta la concentracion de guayacol hasta un
valor de 18 mM. A concentraciones mas altas se observa una pérdida gradual de la

actividad. Este descenso en la actividad enzimatica puede deberse a procesos de
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inhibicién competitiva por sustrato. Sin embargo, dicha disminucion puede deberse
también a cambios en las propiedades oOpticas del producto medido, puesto que a
concentraciones elevadas de guayacol la oxidacion espontanea puede llevar a la
formacion de tetrdmeros y dimeros sin necesidad de una participacion enzimatica. La
polimerizacion espontanea del guayacol y precipitacion de dichos polimeros producen
turbidez en disoluciones con elevadas concentraciones de guayacol.

El efecto de la concentracion de H2O> se puede observar en la Figura 111-12 (C).
La concentracion de perdxido de hidrégeno se varion entre 0 y 20 mM manteniendo fija
la concentraciéon de guayacol en 18 mM. La actividad aumenta conforme aumenta la
concentracion de H2O- hasta valores de 5 mM. Concentraciones més elevadas causan una
pérdida de actividad enzimatica. Este hecho es debido a un proceso de inactivacion por

sustrato suicida ampliamente descrito para las peroxidasas de Clase Il1.

e Efecto de la fuerza i6nica

Para evaluar el efecto de la fuerza ionica en la actividad peroxidasa, se vario la
concentracion de NaCl en el medio de reaccion en el intervalo de 0 a 5 M mediante la
adicién de volimenes de disoluciones de NaCl (en tampén fosfato) lo suficientemente
concentradas como para no producir cambios significativos en la concentracion de los
distintos reactivos.

La actividad enzimética se registrO espectrofotométricamente utilizando
guayacol como sustrato en las condiciones descritas en apartados anteriores. Los
resultados se expresaron en términos de actividad relativa, definiéndose ésta como la
relacién entre la actividad peroxidasa de la enzima en ausencia de NaCl y la actividad
medida en presencia de las diferentes concentraciones de NaCl. En la Figura 111-12 (D)
se muestra el efecto de la fuerza idnica en la actividad de la peroxidasa de escoba blanca.
A medida que aumenta la concentracion de NaCl, la actividad aumenta fuertemente,
alcanzando un méaximo en concentraciones de NaCl de 0.5 M. Por encima de esta
concentracion la actividad decrece gradualmente manteniendo un valor estable en torno

al 65 % de la actividad inicial para concentraciones superiores a 3 M.
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e Efecto de la temperatura

Para estudiar como afecta la temperatura a la actividad de la peroxidasa de
escoba blanca, se varid dicha temperatura entre 20 y 90 °C en la celda de reaccion
utilizando para ello un bafio termostatico con recirculacion. La temperatura dentro de la
celda de reaccion se comprobd siempre con un termdémetro antes de iniciar la medida de

la actividad.

A temperaturas entre 20 y 37 °C no se observa ningin cambio significativo en
la actividad enzimatica (Figura I11-12 E). A temperaturas por encima de 37 °C la
actividad decrece drasticamente. Este hecho puede deberse a la desnaturalizacion de la
enzima aunque, dado que la temperatura se varia directamente en el medio de la reaccién
pueden también ocurrir procesos de descomposicion de H>O> a temperaturas por encima
de 40 °C.

o Efecto de efectores

El efecto de algunos iones metélicos y otros compuestos en la actividad
peroxidasa se investigé afiadiendo concentraciones de 10 mM. El tiempo de incubacion
con los diferentes compuestos fue de 30 min. Tras ese tiempo, se determind la actividad
peroxidasa utilizando guayacol como sustrato. Los resultados se expresaron en actividad
relativa, considerando la actividad peroxidasa en ausencia de efectores como el 100%.

En la Tabla 111-8 se comparan las actividades de la peroxidasa de escoba blanca
en presencia de algunos iones metalicos y compuestos organicos. Hg?* y Cu?* dan lugar
a un fuerte efecto inhibidor. Hg?" causa la inhibicion irreversible de muchas enzimas
debida a su unién con grupos tiol cercanos al centro activo 261, Por el contrario, tanto
Ca?* como Fe** provocan un aumento en la actividad peroxidasa de 120% y 156%,
respectivamente. Ca?* es un cofactor que sirve para mantener la estructura del centro
activo %1, Los resultados de actividad en presencia de iones metalicos son similares a
los encontrados en otras peroxidasas vegetales [2%6 2281 | a azida sodica, tiourea y acido
oxalico tienen un fuerte efecto inhibidor en la actividad.
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FIGURA 111-12
Efecto de algunas variables en la actividad de la peroxidasa de escoba blanca con
guayacol como sustrato: pH (A), guayacol (B), H202 (C); fuerza iénica (D) y
temperatura (E).
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Tabla 111-8. Efecto de algunos iones metalicos y compuestos
orgénicos en la actividad de la peroxidasa de escoba blanca con
guayacol como sustrato.

Compuesto Actividad Compuesto Actividad
10 mM % 10 mM %
100 100
ZnCl, 100 FeCls 156
LiCl 100 AICl3 91
MgCl, 97 KCI 87
BaCl; 99 FeCl 56
MnCl, 93 HgCl, 49
CuCl; 10 Azida sodica 5
CdCl; 89 Tiourea 10
CaCl, 120 Acido oxalico 22
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3.7.2. Especificidad por sustrato

Para comparar diferentes compuestos de naturaleza fendlica y no fendlica como
sustratos reductores de la peroxidasa de escoba blanca, se ha determinado la actividad
peroxidasa en presencia de dichos sustratos. La medida de la actividad se ha basado en el
seguimiento espectrofotométrico del producto de oxidacion de dichos sustratos
reductores. Para la eleccidn de las condiciones adecuadas en cada caso (longitud de onda
de medida, concentraciones de los sustratos, tiempos de reaccion, etc.), se ha tenido en
cuenta la bibliografia al respecto [2281,

Las condiciones variadas han sido pH y composicion del tampén utilizado. Para
ello se ha utilizado en todos los casos tampon universal de concentracion variable y el pH
se ha cambiado ajustando con disoluciones de HCl y NaOH concentradas. La temperatura
ha sido en todos los casos de 25 °C para realizar las medidas espectrofotométricas. La
actividad se ha medido en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico, adicionando
mezclas de reaccidn de 2 ml que contienen las concentraciones adecuadas de H20O2 y AH>
[228] | a reaccion se inicia con la adicion de 20 pl de una disolucion de la peroxidasa en
tampdn universal 50 mM y pH 7 y en todos los casos, los resultados son los valores
medios de tres determinaciones. Los resultados finales se expresan en términos de
actividad relativa, considerando el mayor valor de actividad encontrado para cada sustrato

estudiado como el 100%.

La peroxidasa de escoba blanca presenta actividad enzimatica con sustratos
como guayacol, o-dianisidina, pirogalol, acido ferulico, o-fenilendiamina, catecol y
ABTS. El efecto del pH en la actividad de la peroxidasa con estos sustratos se muestra en
la Tabla 111-9. Esta peroxidasa cataliza la oxidacion de la mayoria de los sustratos
mencionados anteriormente en un intervalo de pH 6ptimo de 4.5-6.0, con las excepciones
de ABTS y catecol que necesitan un medio mas acido (pH en torno a 3.5). La actividad
méaxima se observo para concentraciones de tampdn universal por debajo de 100 MM y
en la mayoria de los sustratos en torno a 50 mM (Tabla I11-10). Las diferencias de
actividad con respecto a la concentracién del tampdn sugieren que los sustratos
investigados se unen a la enzima por diferentes partes ['7°1. La dependencia mas fuerte
con respecto a la concentracion del tampdn se observa para el caso del ABTS. Un efecto
similar con este sustrato se encontro por ejemplo en el caso de la peroxidasa de palma

real (281 y la peroxidasa de boniato [,
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Tabla 111-9. Efecto del pH en la actividad de la peroxidasa de escoba blanca con
diferentes sustratos.

Actividad relativa*, %

PH Guayacol ABTS  Pirogalol o-Dia o-Fen Acido Catecol
ferdlico

2.5 2 65,1 5 0 2 19 6
3.0 22 80 27 4 5 41 59
3.5 24 100 25 20 16 63 100
4.0 40 90,5 31 40 43 100 84
4,5 38 87,7 38 60 54 100 58
5.0 59 83 62 89 86 96 36
5.5 80 78,9 62 100 100 76 19
6.0 100 66 100 90 95 61 12
6.5 90 7 93 70 76 38 6
7.0 56 0 86 42 53 21 0
7.5 50 0 79 10 39 9 0
8.0 28 0 75 0 21 3 0
9.0 3 0 0 0 12 0 0

ABTS: 2,2'-Azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) ; o-Dia: o-dianisidina ; 0-Fen: o-Fenilendiamina.
* Para cada sustrato independiente en tampdn universal 50 mM.
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Tabla I11-10. Efecto de la concentracion del tampon en la actividad de la peroxidasa
de escoba blanca con diferentes sustratos.

Concentracion Actividad relativa*, %
mM Guayacol  ABTS Pirogalol o-Dia o-Fen Acido Catecol
feralico
0 0 0 81 50 19 81 80
10 90 100 100 100 54 94 79
20 90 94 98 100 54 100 83
30 93 85 50 100 60 96 89
40 100 83 52 100 54 87 92
50 99 80 45 100 69 86 95
75 90 57 31 99 87 86 100
100 79 44 29 80 93 81 93
150 80 37 21 76 100 79 90
200 80 20 15 73 96 65 87
300 10 0 0 65 73 62 83
400 0 0 0 59 59 56 83
500 0 0 0 54 55 55 81

ABTS: 2,2’-Azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) ; o-Dia: o-dianisidina ; o-Fen: o-Fenilendiamina.
* Para cada sustrato independiente al maximo pH de actividad.
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3.7.3. Estudios sobre el mecanismo catalitico

e Medida de la velocidad inicial

En los apartados subsiguientes encaminados a la caracterizacion cinética de la
peroxidasa de escoba blanca, se necesita en numerosos casos la medida de la velocidad

inicial de la reaccion enzimatica.

La velocidad inicial se define como la pendiente de las rectas cinéticas en los
instantes iniciales de la reaccion catalitica. En este capitulo, se determina a partir de la
pendiente de las rectas de absorbancia frente a tiempo. Para cada uno de los sustratos
elegidos se tuvieron en cuenta las condiciones propuestas en bibliografia %81 el pH y
concentracion de tampon fueron los elegidos en el apartado de especificidad por sustrato.
Se tomaron en todos los casos las pendientes de las rectas antes de alcanzarse el 5% del
valor de la absorbancia correspondiente a la saturacion de la cinética.

e Determinacion del tipo de mecanismo

La comprobacion del tipo de mecanismo (secuencial o ping-pong) que sigue
una determinada enzima en reacciones bisustrato puede llevarse a cabo a partir de estudios
cinéticos en el estado estacionario.

Se fijo la concentracion del sustrato H.0. modificandose la concentracion del
sustrato reductor (AH>) y viceversa. Se obtuvieron asi los perfiles de velocidad inicial de
la reaccion frente a la concentracion del sustrato variable para cada uno de los sustratos
estudiados.

Una vez comprobado que dicho perfil de velocidad inicial frente a concentracion
del sustrato variable se ajusta a una cinética Michaeliana, se realizan las representaciones
de dobles inversos (1/v versus 1/C) para cada concentracién de sustrato constante.

En la Figura 111-13 se observa que la representacion de dobles inversos genera
un conjunto de lineas paralelas para la oxidacién de guayacol. La obtencion de rectas
paralelas es indicativa de un mecanismo de tipo ping-pong 2?1, Los resultados obtenidos
para el resto de los sustratos fueron similares.

Sin embargo, para comprobar que se cumple uno de los dos mecanismos y
descartar totalmente el otro deben realizarse estudios cinéticos complementarios.

Uno de estos estudios consiste en analizar el comportamiento cinético de una
serie de disoluciones en las cuales se mantenga constante la relacion [H202]/ [AH2]. En

este caso, la representacion de dobles inversos que presenta una tendencia lineal es
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indicativa de un mecanismo ping-pong, mientras que una tendencia parabdlica se
corresponde con un mecanismo secuencial 2251,

En la Figura 111-14 se muestra dicha representacion para los sustratos estudiados.
La obtencion de lineas con tendencia lineal descarta la existencia de un mecanismo
secuencial en la oxidacion de los diferentes sustratos reductores estudiados en presencia
de la peroxidasa de escoba blanca. La Figura I11-14 muestra los valores experimentales
encontrados cuando la relacion [H202]/[AH:] es aproximadamente 2. Se obtuvieron

también lineas rectas para todos los sustratos cuando la relacién fue 4 y 8.
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FIGURA 111-13

Representacion de dobles reciprocos para el sustrato Hz20:x.
En el interior: Representacion de dobles reciprocos para el sustrato Guayacol (A). Representacion del
inverso de la concentracion del sustrato guayacol frente al inverso de K (B).
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FIGURA IlI- 14

Representacion de dobles reciprocos manteniendo constante la relacion entre las
concentraciones de ambos sustratos, H202 (e) y AH2 ().

AH; = guayacol (A), ABTS (B), o-dianisidina (C) y &cido fertlico (D), o-fenilendiamina (E), catecol (F)
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La HRP hasido pionera en el estudio de las caracteristicas cinéticas de este grupo
de enzimas. Dicha peroxidasa oxida a compuestos de naturaleza fendlica siguiendo un
mecanismo ping-pong, al igual que otras peroxidasas estudiadas mas tarde, entre las que
se encuentran la peroxidasa de nabo 2% o CcP de levadura 221, Existen algunas
excepciones a este mecanismo ping-pong general que se han observado con sustratos

sulfito o ioduro.

¢ Constantes macroscopicas

Una vez establecido el tipo de mecanismo, se pasé a realizar el célculo de
algunos parametros cinéticos caracteristicos a partir de la ecuacién de velocidad general
para una reaccion enzimatica que sigue un mecanismo ping-pong con dos sustratos, en

ausencia de producto. Dicha ecuacion es la siguiente:

V[H,0,]AH, ]

- Ec. I11-5
V= K AR, ] K [H,0,]+ 4,0, JAH] (Fe ES)

La Ec. I11-5 puede transformarse en una hipérbola rectangular (Ec. I11-6), si la

concentracion del sustrato reductor permanece constante.

_ VIH,0,]

Ao (Ec. I11-6)

Donde los pardmetros V y K vienen dados, a su vez, por las siguientes ecuaciones:

V,

e e on
K:ZOZ )
ke &N

A partir de la pendiente y ordenada en el origen de las rectas que resultan de la
representacion de dobles inversos se obtienen los valores de los parametros Km™%,
K2, Vimax ¥ Keat. Las representaciones de los dobles inversos de las ecuaciones Ec. Il1-

7y Ec. 111-8 se muestran en el interior de la Figura I11-13 para el caso del guayacol (Pag
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168). Los valores de los parametros cineticos para los sustratos estudiados se resumen en
la Tabla I11-11.

El mayor nimero de recambio se obtiene para el &cido feralico seguido de
guayacol, ABTS, catecol, o-dianisidina y o-fenilendiamina. La afinidad por la enzima
viene dada por 1/Kmy en el caso de la peroxidasa de escoba blanca es maxima para la o-
dianisidina, mientras que la mayor eficacia catalitica (kea/Km) se observa para el acido
feralico. La elevada eficacia catalitica con &cido ferulico, sustrato natural de peroxidasas,
indica que la peroxidasa de escoba blanca puede participar en el entrecruzamiento de

acido ferulico y lignificacion.

Tabla I11-11. Pardmetros cinéticos de la oxidacion catalizada por la peroxidasa de
escoba blanca para diferentes sustratos.

SUStratO Km HzOz Km AHZ Vmax k*cat kcat/KmHZOZ kcat/ Km AHZ
x10° M x102 M x10° Ms? x102s1 x10° M-1st x10° M1s?
Guayacol 37+04 7.4+0.3 53+0.2 11+1 28+04 1.4+01
ABTS 25+05 0.8+0.1 05+0.2 9.1+05 3.6+03 11+4
Acido ferlico 21+02 042+009 53+0.2 126+ 0.4 59+0.7 26+7
o-Dianisidina 0.71+0.07 053+0.02 0.83+0.02 1.67+0.01 24+09 3.16 +0.07
o-Fenilendiamina 41402 3.2+0.3 0.61+0.04 1.23 +0.07 0.28 +0.08 0.38+0.06
Catecol 3.86+0.03 1.03+0.06 20+2 4.10 +0.03 1.06 +0.02 3.98 +0.01

*! Keat = Vimax [E]
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e Constantes microscépicas

Para calcular las constantes microscopicas (ki y ks), se representaron las
velocidades iniciales de oxidacién de los compuestos en funcién de diferentes
concentraciones de H202 y AH,. Cuando se vario la concentracién de uno de los dos
sustratos, la del otro se mantuvo constante.

Teniendo en cuenta la aproximacion del estado estacionario y suponiendo que
ko>ks (como ocurre en el mecanismo de reaccion generalmente aceptado para la mayoria
de las peroxidasas), la ecuacion de velocidad para el mecanismo cinético, segin Morales

y Ros-Barcel6 %2 seria la siguiente:

_ 2 [E] ks [AH2|[H20]
() AH:J+[H202]

1

(Ec. 111- 9)

De la ecuacion anterior, se puede determinar la dependencia de la velocidad con

las concentraciones de ambos sustratos:

A[H

v 21H:0a (Ec. IlI- 10)
B+[H20:]

= ATAH] (Ec. l1l- 11)
B* +[AH]

A =2 [E]ks[AH;]

B= (ka/k1) [AH]

A*=2 [E]ki[H20]

B*= (ka/ks) [H202]

[E]: concentracién de la enzima.

A partir de los valores de la pendiente y ordenada en el origen de la
representacion de dobles inversos (Ec. 111-12 y Ec. 111- 13), es posible calcular los valores
de los diferentes parametros A, B, A* y B*. Por otro lado, de la pendiente de la
representacion de A frente a B se deduce el valor de k1 (Ec. Il1- 14) y la pendiente de la

recta de A* frente a B* posibilita el calculo de la constante microscopica ks (Ec. 111- 15).
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I_1.B (Ec. 11I- 12)
v A A [H0:]
1_ 1. B* 1 (Ec. 111 13)
v A*  A* [AH:]
2 [E B (Ec. NlI- 14)
A* =2[E] ks B* (Ec. I11- 15)

En la Figura I11-15 puede observarse la representacion de los parametros A frente
a B para los sustratos H2O> y guayacol segun las ecuaciones Ec.111-14 y Ec. I11-15. Dichas
representaciones presentan un comportamiento lineal. Las rectas pasan por el origen de
coordenadas. Este comportamiento lineal de la representacion de A frente a B es
caracteristico de las reacciones bisustrato que siguen un mecanismo ping pong. Se trata,
por tanto, de un nuevo hecho que corrobora el mecanismo propuesto a raiz de los estudios
cinéticos anteriormente detallados. EI mismo comportamiento lineal se ha observado en
la representacion de A frente a B para el resto de los sustratos objeto de estudio.

Las constantes microscépicas pueden relacionarse con la eficacia catalitica

(keat/Km) a partir de las ecuaciones tedricas Ec. I11- 16 y Ec. I11- 17.

ke 2ks [AHD] (Ec. I1- 16)
K. (& o
v (R)IAH:]

kear  2ki [H202] r (Ec. 11- 17)
Kn (kDN v 0
(k—;) [H202]
En la Tabla I11-12 se resumen los valores de las constantes microscépicas
calculadas para los distintos sustratos. Dichas constantes han sido calculadas a partir de

las representaciones de A vs. B para H>O; y sustrato reductor.
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La reactividad de la enzima con el peroxido de hidrogeno viene determinada por
la constante ki1, mientras que la constante ks determina la reactividad de la enzima con el
sustrato reductor. La o-dianisidina tiene la mayor constante de reactividad de la
peroxidasa de escoba blanca con H202, mientras que la mayor reactividad con AH: se
observa en el caso del &cido feralico. Comparando con otras peroxidasas, la de soja (SBP)
y cacahuete (PNP) son mas reactivas con el guayacol que con las aminas. Las peroxidasas
de HRP y TcPx son igualmente reactivas con guayacol y o-dianisidina. La diferente
reactividad de estas enzimas se debe a las diferencias existentes en su secuencia de
aminoacidos, lo cual provoca modificaciones en el centro activo y modifica la

accesibilidad de los sustratos al mismo.
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FIGURA 111-15

1 n 1
07 08

Representacion de los parametros A (nmol s1) frente a B (mM).

(a): Representacion para el H,O; y seis concentraciones de guayacol (3, 5, 8,10, 12 y 18 mM). (b):
Representacion para el guayacol a seis concentraciones de H,0, (0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4 mM).

la

Tabla 111-12. Constantes microscopicas para
oxidacién de diferentes sustratos estudiados.
ki" ks"
Sustrato pM-t s pML st
Guayacol 0.54 £ 0.04 0.13+0.07
ABTS 0.25 £ 0.05 0.26 £0.01
Acido fertlico 0.35+0.09 1.4+0.2
o-Dianisidina 0.96 £0.01 0.52 £0.03
o-Fenilendiamina 0.15+£0.05 0.49 £0.09
Catecol 0.36 £0.12 0.19 £ 0.09

*: Determinadas a partir de las representaciones de A vs B.
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3.7.4.Estudios de inhibicién

¢ Inhibicion competitiva por sustrato

La comprobacion de la existencia de procesos de inhibicion competitiva por
sustrato constituye un estudio cinético complementario que ayuda a elucidar el tipo de
mecanismo que sigue la reaccion bisustrato.

Los estudios cinéticos de inhibicion competitiva por sustrato se basan en la
medida de la velocidad inicial de la reaccion catalitica cuando se varia la concentracion
de uno de los sustratos a concentraciones inhibitorias del otro. Una vez registrados los
datos de velocidad inicial frente a concentracion del sustrato inhibidor, se realiza la
representacion de dobles inversos (1/v versus 1/C).

Si la inhibicién competitiva por ambos sustratos H.O> y AH> tiene lugar, la

correspondiente ecuacion de velocidad seria la siguiente:

V[H,0, [AH, |

¥ 7 KIS AR, JL+ [AH, KA )+ K% [H,0, i+ [H,0, ) K J+ [H,0, JAH, | (e 11I-18)

Fijada una concentracion de AH>, los datos de la velocidad inicial frente a la
concentracion del otro sustrato H2O., pueden ajustarse a la siguiente ecuacion de

velocidad de inhibicion competitiva:

V= Vo, 10, (Ec. 111-19)
Ko+ (AR K™ )+ [H.0,]

Un ajuste similar podria hacerse manteniendo constante la concentracion de
H>0O> y variando la de AH>. El comportamiento cinético en la inhibicion competitiva por
sustrato consiste en la obtencion de rectas con la misma ordenada en el origen y diferente
pendiente 2331 cuando se representan los dobles inversos de la ecuacion Ec. 111-19. Este
comportamiento es el que se observa para el caso de la peroxidasa de escoba blanca en la
oxidacion de guayacol en las Figuras 111-16 y 111-17. Para el resto de los sustratos
investigados se obtiene un comportamiento similar.

Los resultados de dichas representaciones demuestran la existencia de un

proceso de inhibicién competitiva por sustrato en todos los sustratos reductores evaluados
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y confirman la existencia de un mecanismo ping-pong pudiéndose descartar por tanto el

mecanismo secuencial.
Para la inhibicién competitiva, los pardmetros K y V vienen definidos a partir de

las ecuaciones:

Vi (Ec. 111-20)

VoK [an,)

« - Koo+ [AH, )K"

Ll a0

Ademas la representacion de K/V frente a [AH2] o [H202] debe ser también
lineal, tal como indica la Ec. 111-22. Este comportamiento lineal se verifica en el caso de
la oxidacion de los sustratos reductores aqui estudiados en presencia de peroxidasa de
escoba blanca. En el interior de la Figura Ill1-16 y Figura Il1-17 se muestra la
representacion de K/V frente a [AHz] y [H20:] repectivamente, cuando se utiliza guayacol
como sustrato reductor.

Ko Ka A,
\% KtV

(Ec. I11-22)

K
Y,

A partir de la pendiente y ordenada en el origen de la Ec. 111-22, es posible el
calculo de la constante de inhibicion para los sustratos que participan en la reaccion de
oxidacion. Los datos de K;s calculados para los diferentes sustratos reductores que se han

investigado aparecen resumidos en la Tabla I11-13.
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FIGURA 111-16
Representacion de dobles reciprocos a diferentes concentraciones inhibitorias de

guayacol.

En el interior: K/V frente a dichas concentraciones de guayacol.
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FIGURA I11-17

Representacion de dobles reciprocos utilizando guayacol como sustrato reductor

a diferentes concentraciones inhibitorias de H20:.

En el interior: K/V frente a dichas concentraciones de H,0,.

Tabla 111-13. Constantes de inhibicion competitiva.

KlstOz KISAHz
Sustrato mM mM
Guayacol 53x£05 7.6+0.7
ABTS 1.1+04 0.005 £ 0.002
Acido fertlico 1.9+0.1 76+1.0
o-Dianisidina 0.86 £ 0.08 0.06 £ 0.02
o-Fenilendiamina 0.80 £ 0.04 0.0021 + 0.0003
Catecol 2704 19+0.6
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e Inactivacion por sustrato suicida

El estudio de la inactivacion por sustrato suicida de la peroxidasa de escoba
blanca llevado a cabo en el presente capitulo ha consistido, en primer lugar en la
evaluacion de la sensibilidad de dicha enzima al inhibidor suicida (H202), seguido en
segundo lugar del estudio de la cinética de inactivacion.

Para investigar la sensibilidad de la enzima al inhibidor H2O>, se ha calculado
el numero de recambio (r), definido como el exceso de inhibidor necesario para que la
inactivacion catalitica sea del 100%. Para calcular el nimero de recambio se ha
representado la actividad residual de la enzima incubada durante un tiempo determinado
en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor H2O», frente al valor de dichas
concentraciones de H20.. De acuerdo con la Ec. 111- 23, la interseccion en la zona lineal

de esa representacion con el eje de abscisas determina el valor del nmero de recambio.

R
A 1ot [E]

(Ec. I11- 23)

Ao: actividad peroxidasa sin incubacién con el inhibidor

A actividad peroxidasa a tiempo final en cada una de las incubaciones

El tiempo de incubacion utilizado en este experimento fue de 24 h. El medio fue
tampon universal 10 mM a pH 7 y la concentracién de la enzima fue de 130 nM en cada
uno de los experimentos.

Para la determinacién de la actividad peroxidasa se sigui6 el método
espectrofotométrico descrito en el plan experimental con las modificaciones evidentes de
pH y longitud de onda de medida, para cada sustrato reductor de estudio %1,

Tal como se observa en la Figura 111-18 para el caso de guayacol como sustrato
reductor, la representacion de Ar frente a la relacion de concentraciones ([H202]/[CMP];
siendo CMP la peroxidasa de escoba blanca) no es siempre lineal. En este caso se observa
una tendencia lineal por encima del 20% de la actividad residual, un valor que se
corresponde con lo encontrado en bibliografia para otras peroxidasas monoméricas, como
es el caso de la HRP 61, Asimismo, este valor difiere del observado en el caso de
peroxidasas de palma cuya linealidad se mantiene hasta el 45-50% de la actividad

residual, hecho que probablemente se relacione con su naturaleza dimérica.
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Los sustratos reductores investigados han sido guayacol, ABTS, &cido ferulico
y o-dianisidina. De las pendientes de las zonas lineales se calcularon los nimeros de

recambio para los diferentes sustratos. Dichos valores se resumen en la Tabla I11-14.

f . 1 % 1 ¥ T L T
1.0 e n
L b
é
081 .
|
Eod
0.6 —‘| -
|
< ]
04 b -
|
é
|
02 F ‘. 4
| ° 0
|
\ s % ° ° ° o °
0.0 L § I i 1 2 1 [ ] [ ]
0 20000 40000 60000 80000
[H.0,1/[CMP]

FIGURA 111-18

Sensibilidad a la inactivacion por sustrato suicida.

CMP: peroxidasa de escoba blanca (Cytisus multiflorus peroxidase).

Tabla I11-14. VValores del numero de recambio (r).

Sustrato r
ABTS 3790
Acido ferdlico 1610
Guayacol 3000
o-Dianisidina 980
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Para el sustrato ABTS a pH 3.0, la peroxidasa de escoba blanca presenta un
numero de recambio de 3790, mucho mayor que el correspondiente para HRP cuyo r es
tan solo 625 cuando se mide su actividad residual con ABTS a pH 4.5 7y similar a
los nGmeros encontrados para peroxidasas de algunas especies de palmeras [22% 2341 Este
numero de recambio elevado es interesante tenerlo en cuenta en aplicaciones

biotecnologicas que impliquen la presencia de elevadas concentraciones de H2O».

Para llevar a cabo la cinética de inactivacion, la disolucion de la enzima en una
concentracion 130 nM se incubd con diferentes concentraciones de perdxido de
hidrogeno (0-300 mM). El medio fue tampon universal 10 mM a pH 7.0. Se tomaron
alicuotas de la peroxidasa incubada a diferentes tiempos y se midid su actividad con
guayacol siguiendo el procedimiento descrito en en el plan experimental.

La cinética de inactivacion de la peroxidasa de escoba blanca en presencia de
diferentes concentraciones de H>O, y guayacol se representa en la Figura 111-19. Se
realizaron medidas de actividad con otros tres sustratos reductores de los estudiados en
apartados precedentes. El logaritmo de la actividad residual frente al tiempo se

corresponde con una recta cuya pendiente es la constante de inactivacion Kops:

¢ (Ec. 111-24)

La dependencia de la constante kobs fente a las diferentes concentraciones de

H>O> viene dada por la siguiente ecuacion:

_ _kae[H,0,]

inac

Ec. 111-25
Ki™ +[H,0,] ( )

obs

En la Figura 111-20 se muestra la curva de saturacion correspondiente a la Ec.
I11-25. A partir de la representacion de dobles reciprocos de kobs frente a [H202] es posible
el calculo de las constantes KPP y kinac®*® (datos mostrados en el interior de la Figura I11-
20). La kinac®™" es la constante de la fase de inactivacion rapida y K" es el valor de la
constante de disociacion del complejo enzima-inhibidor. Ademas existe una dependencia

del nimero de recambio con las constantes Kinac® y keat #P segln la Ec. 111-26. Dicha
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ecuacion posibilita el calculo de kea™®. Todos los parametros cinéticos de la inactivacion

por H202 se resumen en la Tabla 111-15.

r o Kar (Ec. 111-26)

T leanp
kinact

Con el fin de comprender con mas facilidad el significado de las diferentes
constantes calculadas, puede consultarse el esquema mostrado en la Figura I11-21. En
dicha Figura C-H20: es el complejo formado entre el Co | del ciclo catalitico y el H202 y
X es el intermedio o estado de transicién de dicho complejo. Este estado de transicion
tiene dos rutas evolutivas posibles cada una de ellas con sus correspondientes constantes:

hacia la catalisis o hacia la inactivacion.

La etapa de inactivacion esta regulada por la constante kinac, mientras que la etapa

de catélisis esta regulada por la constante Kcat.

La magnitud de ambas constantes condiciona a la enzima a una mayor o menor
susceptibilidad a la inhibicion por perdxido de hidrégeno. Dicha inactivacion es por tanto,
un proceso controlado cinéticamente y que depende del sustrato reductor presente, puesto
que en funcion de la naturaleza de dicho sustrato y de su afinidad por la enzima bajo unas
determinadas condiciones la ruta evolutiva hacia la catalisis estar& mads o menos

favorecida.
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FIGURA 111-19

Cinética de inactivacion por H202 de la peroxidasa de escoba blanca.

H20;: (m) 14 mM, (A) 10mM, (V) 15 mM, (o) 50 mM, (o) 100 mM, (¢) 150mM, (e) 300 mM. La
actividad residual se midi6 con guayacol.
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FIGURA 111-20

Curva de inactivacion por H20: de la peroxidasa de escoba blanca.

En el interior representacion de dobles reciprocos de kops (constante de velocidad de inactivacion
de primer orden) frente a la concentracién de H,0,.
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Tabla I11-15. Constantes cinéticas aparentes calculadas para la inactivacion de la
peroxidasa de escoba blanca.

e KD Km KZ KK KK
x10% (s) (MM)  %10%(s?)  x103 (s mM?)  x107(s*mMY)
ABTS 1.54 36 58 16 43
Acido feralico 1.48 34 24 7.06 44
Guayacol 1.11 18 33 18 62
o-Dianisidina 1.40 51 14 2.75 28

ko - constante de inactivacion; Ki®®: constante de disociacién del complejo [Compuesto I11- H20;]; ki

constante de velocidad catalitica; k2 /K™ : eficiencia de la catalisis; K2 /K™ : eficiencia de la
inactivacion.

K Kecat
1
Compuesto | + H,0, [C-H,0,] X ———— Catalisis

kinac

}

Inactivacion

FIGURA I11-21
Esquema de la inactivacién por sustrato suicida.
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La comparacidn de la estabilidad en presencia de peroxido de hidrégeno con
otras peroxidasas estudiadas es compleja y han de tenerse en cuenta casos muy concretos.
Si comparamos los valores encontrados en la peroxidasa de escoba blanca con los
calculados para la HRP, se observa un mayor valor de la kinac®? para la HRP (midiendo
la actividad con ABTS como cosustrato). EI hecho de que la kinac® sea mayor para HRP
[47] ‘indica que la fase de inactivacion es mas rapida para HRP y por tanto, la estabilidad
frente a H2O2 es menor. De todos los valores calculados se deduce que en las mismas
condiciones de medida de la actividad, la peroxidasa de escoba blanca presenta una mayor
estabilidad al H20..

A elevadas concentraciones de H>O, en ausencia de sustrato reductor o bajas
concentraciones del mismo, la inactivacién de la peroxidasa de escoba blanca es un
proceso dependiente del tiempo y de la concentracién del inhibidor (H20-). EI mecanismo
propuesto involucra la cooperacion entre dos etapas, una reversible y otra irreversible que
pueden también tener lugar de forma independiente. La contribucion individual de cada
una de las etapas al mecanismo de inactivacion global parace depender de la
concentracion de H2O. En la Figura 111-22 se muestra un esquema del mecanismo de

inactivacion propuesto.
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FIGURA 111-22

Esquema del proceso de inactivacion por sustrato suicida propuesto para la

peroxidasa de escoba blanca.
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3.7.5. Caracteristicas espectrales de los intermedios

Para conocer detalles sobre la estructura de los diferentes intermedios
enzimaticos que participan en el ciclo catalitico, se preparé una disolucion proteica de
concentracion 6 pM. La enzima purificada se encuentra disuelta en tampdn
acetico/acetato 5 mM pH 5.5. La proteina se dializ6 frente a tampon universal 10 mM pH

7.0 durante 8 horas.

El Col se detecta trabajando con una concentracion de peroxido de hidrdgeno 3
uM en 2 mL de la disolucion proteica anterior. El Coll se observa con un exceso de
perdxido de hidrogeno de cuatro veces superior a la concentracion enzimatica y el Colll

con excesos de ~ 500 de peroxido de hidrégeno.

Para el registro de los diferentes espectros de absorcion a diferentes tiempos y
en las diferentes condiciones mencionadas anteriormente, la temperatura se mantuvo a 25
°C. El registro se Ilevo a cabo en un espectrofotdmetro de doble haz T80+ PG UV/Vis a
longitudes de onda entre 300 y 700 nm, con una velocidad de barrido de 400 nm min™,
en una celda de cuarzo de 1 cm de paso oOptico.

Las caracteristicas espectrales de los compuestos Col, Coll y Colll se muestran

en la Figura 111-23.

En el espectro del Col se observa la banda Soret a 400 nm. Aparece un hombro
a 350 nm y no hay maximos significativos a partir de 500 nm. EI Col es muy poco estable
en el tiempo, se observan sus bandas caracteristicas en el primer minuto de reaccion y
posteriormente evoluciona al Coll. El Coll es por tanto, un intermedio mas estable que el
Col. Es de esperar que la velocidad con la que cambia de Col a Coll sea diferente
dependiendo de la relacion utilizada de H.O2, a menores concentraciones de perdxido con
respecto a la concentracion de la enzima, mas lentamente evolucionara Col hasta Coll.
Es por esto que al utilizar una relacion [E]/[H202] de 0,5 se obtiene el espectro de la
Figura I11-23. Sin embargo, al utilizar una relacion de 0,2 aparece un maximo claro a 650
nm. Este mismo comportamiento se ha observado en el caso de otras peroxidasas

vegetales, como es el caso de algunas peroxidasas de palmeras.
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En el espectro del Coll se observa la banda Soret a 414 nm y un hombro en torno
a 340 nm. Presenta también un maximo a 550 nm. Con el transcurso del tiempo, las
intensidades de la banda Soret y del hombro van aumentando. Después de una hora de

reaccion el proceso se invierte.

El espectro del Colll esta caracterizado por la presencia de la banda Soret a 413
nm y maximos a 541-576 nm. El Colll aparece a los 2 minutos de reaccion y, a medida
que transcurre el tiempo se reduce la intensidad de la banda Soret. El espectro a tiempo
infinito (después de 24 horas de reaccion) presenta una banda Soret mucho mas pequefia
que la inicial (Figura I11-23). Esto indica que el Colll no es un compuesto muy estable en
el tiempo, ya que parece que al cabo de 20 min de reaccion comienzan a desaparecer las
bandas caracteristicas de este compuesto. Comparando el espectro de Colll con la enzima
en su estado nativo, la absorbancia de la banda Soret se reduce aproximadamente un 20
% en el Colll. El espectro del Colll de la peroxidasa de escoba blanca es similar al
obtenido para peroxidasas de algunas especies de palmeras anteriormente estudiadas en
el grupo de investigacion, sin embargo cambia la estabilidad puesto que en algunas
especies como la palma real, el Colll se mantiene integro durante casi una hora y media
[225] en este caso ya a los 20 min de reaccion comienzan a desaparecer las bandas
caracteristicas, si bien es cierto que a las 24 horas de reaccion, el espectro del Colll de la
peroxidasa de escoba blanca es muy similar al de la peroxidasa de palma real después de

transcurrir el mismo tiempo de reaccion.
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FIGURA 111-23

Espectros de los compuestos Col, Coll y Colll.

La linea negra corresponde a la enzima en su estado nativo y el resto son en orden el Col (linea azul),
Coll (linea roja) y Colll (linea verde).
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CONCLUSIONES
Las principales conclusiones son las siguientes:
Se ha comprobado que la peroxidasa de escoba blanca es una enzima monomeérica
en su estado nativo. Los analisis de su estructura secundaria por CD revelan que
tiene un porcentaje elevado de laminas B en comparacion con otras peroxidasas
de Clase IlI estudiadas hasta la fecha.
Se ha estudiado la estabilidad térmica de la peroxidasa a pH 7.0. Su
desnaturalizacion térmica se ajusta a un modelo irreversible de desnaturalizacion
simple de dos estados controlado cinéticamente. Mediante fluorescencia y CD se
han determinado los parametros termodinamicos T* y Ea obteniéndose valores
similares mediante ambas técnicas experimentales.
La peroxidasa de escoba blanca es estable en el intervalo de pH de 3.0 a 11.5. Sus
parametros de fluorescencia permanecen sin cambios aparentes en el intervalo de
2 a 11. En este sentido dichos cambios se producen en la zona &cida a valores de
pH inferiores frente a los que se producen dichos cambios en la peroxidasa de
cacahuete (pH 3) 22% HRP (pH 3) [**l y Chamaerops excelsa (pH 2.5) 12351,
El estudio del comportamiento grafico de los datos cinéticos en el estado
estacionario, junto con la comprobacidn de la existencia de inhibicion competitiva
por sustrato, permiten concluir que la catélisis de la oxidacion de los diferentes
sustratos estudiados sigue un mecanismo ping pong.
La peroxidasa aislada de escoba blanca presenta ademas inactivacion por sustrato
suicida, un tipo de inhibicion clasica de este tipo de enzima.
El conocimiento de la enzima en relacion a su estructura, estabilidad y cinética
hace posible la comparacion con otras peroxidasas vegetales aisladas y
purificadas. Muchas de sus caracteristicas de estabilidad son similares a la
peroxidasa de HRP. Sin embargo, en algunos aspectos se tiene una mejora con
respecto a esta Gltima, como es el caso de su mayor estabilidad frente a elevadas
concentraciones de H>O> bajo determinadas condiciones. Todo ello permite
proponer a la peroxidasa de escoba blanca como enzima interesante en diferentes

aplicaciones biotecnoldgicas.
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Abstract Peroxidase-catalysed reactions are used in a
wide variety of analytical applications, most of them
based on the final quantification of hydrogen peroxide.
Clinical tests for glucose, cholesterol, creatine, creatinine
or uric acid in blood or urine and enzyme-linked immu-
nosorbent assays for pesticides, hepatitis or acquired im-
mune deficiency syndrome are good examples of such
applications. The most widely used and commercially
available peroxidase for biotechnological processes and
analytical applications is horseradish peroxidase followed,
although in much lower proportion, by soybean peroxi-
dase. The high commercial interest in peroxidases has led
to the search for new sources of these enzymes. This
work describes the analytical use of lentil plant peroxi-
dase (LPP), which is a new peroxidase extracted from
lentil plants (Lens culinaris Medikus); an abundant post-
harvest agricultural waste in the area of Castilla y Leon
(Spain). A procedure for the quantification of hydrogen
peroxide in urine is first proposed using crude extract of
lentil plant instead of the purified enzyme. This procedure
is then applied to the determination of sarcosine; a natural
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amino acid that has attracted considerable interest in clinical
diagnostics since urinary sarcosine was proposed and later
questioned as a biomarker for prostate cancer. Under the
action of sarcosine oxidase, sarcosine is oxidized by molec-
ular oxygen to give glycine, formaldehyde and hydrogen
peroxide that is quantified according to the previously pro-
posed procedure. The limit of detection for both hydrogen
peroxide and sarcosine is around 5x 1077 M. In the deter-
mination of sarcosine, the high selectivity of the overall
enzymatic reaction, the simple sample treatment and
instrumentation, the high-sample throughput and the
use of LPP in the plant extract instead of the purified
enzyme provide a rapid and inexpensive procedure with
characteristics very suitable for routine analysis in a clinical
laboratory.

Keywords Lentil plant peroxidase - Plantextract - Hydrogen
peroxide - Sarcosine - Urine - Prostate cancer

Introduction

Peroxidases (EC 1.11.1.x) are a large group of oxido-
reductases that catalyze the oxidation of different sub-
stances with peroxides, mainly hydrogen peroxide.
These peroxidase-catalysed reactions are the basis of a
wide variety of analytical applications [1-3]. On the one
hand, using only one of such reactions, hydrogen per-
oxide, organic hydroperoxides and substances reacting
with these compounds can be determined through the
formation of coloured, fluorescent or luminescent prod-
ucts or by amperometric biosensors where immobilized
peroxidase makes the reduction of hydrogen peroxide
easier with or without electron transfer mediators. On
the other hand, many analytical applications can be
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achieved by coupling a peroxidase-catalysed reaction
with one or more reactions where hydrogen peroxide
is finally produced. Such is the case of coupling with
reactions catalysed by some oxidases and their wide-
spread application in biochemical analysis (determina-
tion of substrates, enzyme activities, enzyme activators
and enzyme inhibitors). In addition, peroxidases are the
enzymes most commonly used to label antibodies in
enzyme immunoassay (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA). Tests for pesticides, mycotoxins, cystic
fibrosis, hepatitis or AIDS are significant examples of
such assays.

The peroxidase most widely used in analytical appli-
cations is horseradish peroxidase (HRP), which is
extracted from the root of this vegetable (Armoracia
rusticana). HRP is also the commonest peroxidase in
other biotechnological applications such as organic syn-
thesis, remediation of wastewater, decolourization of
synthetic dyes or paper pulp production. HRP is by
far the most commercially available peroxidase, fol-
lowed by soybean peroxidase. The high commercial

interest of peroxidases has led to the search for new
sources of these enzymes. In this line, our research
group is currently conducting a project [4] aimed to
check the peroxidase activity of some vegetable wastes
that are very abundant in the area of Castilla y Ledén
(Spain). One of the most active residues found to date
is the plant of lentil (Lens culinaris Medikus).

The aim of this work is to demonstrate the applica-
bility of the lentil plant peroxidase (LPP) in biotechno-
logical processes, particularly in analytical applications.
To this end, we first propose a procedure for the deter-
mination of hydrogen peroxide and then we use this
procedure to determine sarcosine in urine, as an exam-
ple of applications based on hydrogen peroxide-
producing reactions. Crude extracts of lentil plant con-
taining LPP were used instead of the purified enzyme.
The use of plant extracts in enzymatic analysis can
provide speedy and inexpensive procedures, but a pos-
sible loss of selectivity must also be considered [5, 6].

For the determination of hydrogen peroxide, the follow-
ing peroxidase-catalysed reaction is used:

(R—1)

CGHS
CH; COOH Br
H,0, + | | BrQ—OH
Br
4-AAP TBHBA
CeHs
CH* COOH Br
o0 | Y C} om0+ i
Quinoneimine

In the presence of a peroxidase and 4-aminoantipyrine (4-
AAP) as chromogenic agent, 2,4,6-tribromo-3-hydroxyben-
zoic acid (TBHBA) is oxidized by hydrogen peroxide to give
a red quinoneimine dye. Although the stoichiometry and
mechanism of this reaction are not well established (one or
two molecules of hydrogen peroxide are involved, depending
on the literature consulted) [7-9], the mixture 4-AAP/TBHBA
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is a common chromogenic substrate for the detection of hy-
drogen peroxide with peroxidases [10]. Whatever the stoichi-
ometry, hydrogen peroxide can be quantified through the
photometric detection of the quinoneimine at 510 nm.

The determination of sarcosine, a natural amino acid used
in the treatment for schizophrenia, has attracted considerable
interest in clinical diagnostic since urinary sarcosine was



Use of crude extract of lentil plant in peroxidase-based analyses

2379

recently proposed [11], and later rejected [ 12—14], supported
[15] or questioned [16], as a biomarker for prostate cancer.
The levels of sarcosine in urine for healthy people and
cancer patients are in fact not well known although they
seem to move within the 5x107%-5x 107> M range [12, 15].
Apart from its hypothetical relationship with prostate can-
cer, sarcosine itself is not a common parameter in clinical
trials but its determination is closely linked to that of

SO,

CH;3;NHCH,COOH + H,0 + O,

Sarcosine Glycine

NH,CH,COOH + HCHO + H,0,
Formaldehyde

creatinine in routine analysis of serum and urine. Serum
creatinine is the most commonly used indicator of renal
function while urine creatinine is checked during drug tests
and it is also used as an indicator of urine water content. For
its determination, creatinine is enzymatically converted [17]
into sarcosine that is then oxidized in the presence of sarco-
sine oxidase (SO, EC 1.5.3.1.) to give glycine, formalde-
hyde and hydrogen peroxide:

(R—-2)

The commonest analytical methods for sarcosine (and
creatinine) determination are based on the measurement of
the hydrogen peroxide formed in this reaction; to this end,
coupling with peroxidase-catalysed reactions or biosensors
with immobilized sarcosine oxidase [17] are used. In other
methods, the formaldehyde formed is measured by photom-
etry or fluorometry [18] after reaction with acetylacetone or
similar compounds (Hantzsch reaction). Non-enzymatic
methods for sarcosine are scarce. As an amino acid, sarco-
sine can be determined by liquid chromatography with
different types of detection and pre- or post-column deriva-
tization processes. The most recent chromatographic meth-
ods include liquid chromatography coupled to mass
spectrometry [14, 15] and gas chromatography—mass spec-
trometry after derivatization and separation by solid-phase
microextraction [11, 19]. Two procedures for the spectro-
photometric and electrochemical determination of sarcosine
after separation by ion-exchange liquid chromatography
have recently been described [20]. A supramolecular sensor,
based on a functionalized silicon surface, has also recently
been proposed for the exclusive recognition of sarcosine in
water and urine [21]. The determination of sarcosine pro-
posed here is based on reaction R-2 coupled to reaction R-1
for the detection of hydrogen peroxide.

Experimental
Instrumentation and materials

All main experiments were carried out in the 300-pL wells
of 96-well microplates. The absorbance of the contents of
each well was measured by a Model 680 Microplate Reader
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), equipped with an eight-
channel photometer, temperature controller and a 490-nm
interference filter. The Windows-based Microplate Manager
5.2.1 (Bio-Rad) software program was used to control the
microplate reader and for data acquisition and analysis.

Statistica 6 software (StatSoft, Tulsa, USA) was used for
statistical computation. Sample and reagent solutions were
added to the wells with a BioPette® E 8-channel electronic
pipette (Labnet, Edison, NJ, USA). Centrifuges, Sorvall
(Fisher Scientific, Madrid) of 20,000 rpm and Selecta (JP
Selecta SA, Barcelona) of 8,000 rpm, were used for the
production of plant extracts and the treatment of urine
samples, respectively. A S20 Seven Easy® pH meter with
INLAB® 422 semi-micro pH electrode and Pt1000 temper-
ature probe (Mettler-Toledo, Madrid) was used for the pH
measurements.

Reagents

The following chemicals were supplied by Sigma-Aldrich
(Madrid): 4-AAP, reagent grade; TBHBA, 97 %; sarcosine
(N-methylglycine), 98 %, Sigma-ultra grade; SO, EC
1.5.3.1, from Bacillus sp., lyophilized powder, 49 U/mg of
solid under standard conditions (37 °C, pH 8,3). Guaiacol
(2-methoxyphenol), 98 %, PRS grade, and hydrogen perox-
ide, 30 % w/v, reagent grade, were purchased from Panreac
(Barcelona). Polyethylene glycol (PEG), 10,000 Da, synthe-
sis grade, was from Merck (Madrid). All other chemicals
were of analytical reagent grade and solutions were prepared
with distilled—deionized water. Acetate/borate/phosphate
buffer solutions (ABP buffers) were prepared from equimo-
lecular amounts of CH;COOH, H3;BO3, and NaH,PO,4-H,O;
pH was adjusted to the required value. The stock solutions
of hydrogen peroxide were periodically titrated with potas-
sium permanganate.

Enzyme crude extracts

Post-harvest threshed lentil plants (mainly leaves and
stems) were collected in sampling bags and stored fro-
zen at —80 °C. Peroxidase was extracted as described
before for other plants [22]. The extraction procedure
involved the removal of phenolic compounds [23] that
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interact with proteins, an interaction that is catalysed by
peroxidases [24]. The frozen lentil plants were cut into
pieces of 2-3 cm and then ground with a home grinder;
25.0 g of ground plant were immersed in 125 mL of
water and left to rest for 24 h at room temperature. The
resulting mixture was filtered in a Biichner funnel with
vacuum trap and the filtrate was centrifuged at
10,000 rpm for 15 min. With gentle continuous stirring,
solid PEG (up to 14 % w/v) and solid ammonium
sulphate (up to 10 % w/v) were gradually added and
consecutively dissolved in the supernatant. The mixture
was transferred to a separating funnel and allowed to
stand for 24 h. Two phases were then observed: the
upper PEG phase containing absorbed phenolic com-
pounds and the lower aqueous phase with peroxidase.
Once separated, the aqueous phase was centrifuged at
10,000 rpm for 15 min giving a clear greenish super-
natant that was stored at 4 °C until be used as enzyme
reagent.

The peroxidase activity of the extracts was determined
spectrophotometrically with guaiacol and hydrogen perox-
ide as substrates. In a standard spectrophotometer cell,
20 pL of extract were mixed with 2.0 mL of 2.0x
102 M phosphate buffer, pH 6.0, containing 1.8x
102 M guaiacol and 5.0x10°> M H,0,. Absorbance
at 470 nm was then monitored for 2 min at 25 °C.
From the increase in absorbance, the activity was cal-
culated in units per millilitre of extract, one unit (U)
being the amount of enzyme that causes the oxidation
of 1 umol of guaiacol (g470=5.2x10° L mol ' cm ")/min,
under the working conditions.

Freshly prepared extracts showed peroxidase activity
close to 130 U mL™'. The extracts were very stable
since after 15 months of storage at 4 °C, they retained
about 86 % of their initial activity.

Urine samples

Urine samples for standard addition experiments were col-
lected from healthy male volunteers. They were centrifuged
at 10,000 rpm for 5 min and the supernatants were stored
refrigerated at 4 °C. Stock solutions of H,O,-spiked urine
samples were prepared by mixing each supernatant with a
small volume of a standard aqueous solution of hydrogen
peroxide. Working spiked samples were obtained by suit-
able dilution of each stock solution with its respective su-
pernatant. Stock and working sarcosine-spiked urine
samples were prepared in the same way that the H,O,-
spiked samples.

Experimental procedure

First, the effects of pH, temperature, 4-AAP, TBHBA, LPP
and H,O, on the rate of reaction R-1 were investigated.
From these studies, a procedure for the determination of
hydrogen peroxide was proposed and applied to the analysis
of spiked urine samples. The experimental protocol is sum-
marized in Table 1. Once the microplate had reached the
working temperature, fixed volumes of reagent and sample
solutions were added sequentially to the wells (all solutions
were previously set at the working temperature in a thermo-
static bath). After shaking the microplate for a short time to
achieve proper mixing, the absorbance of each well was
simultaneously measured for 3 min at intervals of 20 s.
Eight replicates of each experiment were simultaneously
performed using the eight-well rows of the microplates
and an eight-channel micropipette. The absorbance values
(4) versus time were fitted to a straight line whose slope
(A4 min") was taken as a measure of the reaction rate and
peroxidase activity in each well.

Table 1 Experimental protocol

for hydrogen peroxide and Step Description

sarcosine

Microplate temperature setting

2 Addition of reagents and standards or samples
H,0, Sarcosine
2-1 ABP buffer (uL) 200 150
2-2 TBHBA in ABP buffer (uL) 25 25
2-3 4-AAP in ABP buffer (uL) 10 10
2-4 H,0, or sarcosine standard or sample (uL) 25 25
2-5 Sarcosine oxidase in ABP buffer (uL) - 50
2-6 LPP reagent solution in ABP buffer (uL) 10 10
3 Mixing

Shaking time: 5 s; shaking strength: middle

4 Measurement of absorbance (490 nm)

3 min at 20 s intervals; reading speed: fast (6 s)

5 Data treatment
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The effects of pH, sarcosine and SO on the overall
reaction resulting from coupling reactions R-1 and R-2 were
also considered. From these studies, a procedure for the

determination of sarcosine was proposed and applied to
the analysis of spiked urine samples. The protocol was
similar to that of previous experiments (Table 1).
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Fig. 1 Effects of pH (a), temperature (b), TBHBA (c), 4-AAP (d) and
hydrogen peroxide (e) on the activity of reaction R-1. Working con-
ditions: a TBHBA: 2.0x107> M; 4-AAP: 1.5x107> M; temperature:
37 °C b pH: 6.0; TBHBA: 2.0x107> M; 4-AAP:1.5x 107> M; H,0,:
5.0x107> M; LPP: crude 1/2 (¢): pH: 6.0; H,O5: 5.0x10° M; LPP:

crude 1/2; temperature: 37 °C (d) pH: 6.0; TBHBA: 2.0x10 > M;
H,0,: 5.0x107° M; LPP: crude 1/2; temperature: 37 °C (e): pH: 6.0;
TBHBA: 2.0x107° M; 4-AAP: 1.5x107° M; LPP: crude 1/2; temper-
ature: 37 °C Other experimental conditions were as indicated in Table 1
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Results
Effect of variables affecting reaction R-1

To study the effect of pH, all reagents were prepared in
3.0x102 M ABP buffer, pH ranging from 3 to 8. The
concentrations of TBHBA, 4-AAP and H,O, after mix-
ing were 2.0x10° M, 1.5x10> M and 5.0x10° or
5.0x10™* M, respectively. Working enzyme solutions
prepared by 1/2 or 1/10 dilution of the LPP crude
extract with ABP buffer were used. In all cases, the
highest peroxidase activity was observed (Fig. l1a) at pH
close to 6, and hence this value was chosen for all
subsequent experiments.

The effect of temperature was studied between 25
and 45 °C. Experimental conditions for TBHBA, 4-
AAP, H,O, and LPP were as indicated for pH. In all
cases, the reaction rate increased with temperature up to
about 37 °C and decreased sharply above this tempera-
ture (Fig. 1b). As in the case of many other enzymes,
the observed effect can be explained in terms of enzyme
heat denaturation. All subsequent experiments were per-
formed at 37 ° C.

To study the effect of TBHBA, the content of this
compound in the working solutions was adjusted so that
the resulting concentration in the wells was varied be-
tween 1.0x10°* and 1.1x10°% M. Other experimental
conditions were: 1.5x107> or 7.5x10™* M 4-AAP, 5.0%
107 or 5.0x10™* M H,0, and LPP crude extract dilut-
ed 1/2 or 1/10. As shown in Fig. lc, upon increasing
the concentration of TBHBA, the rate of reaction R-1
initially increased but thereafter gradually decreased, its
maximum value being reached at concentrations close to
the concentration of 4-AAP used in each experiment.
The observed behaviour can be explained by the occur-
rence of competitive side reactions leading to dimeriza-
tion of TBHBA [8].

The effect of 4-AAP was observed with concentra-
tions in the wells ranging from 1.0x10* to 3.5x
1072 M. Other experimental conditions were: 2.0x10°
or 5.0x10* M TBHBA, 5.0x107 or 5.0x10°* M
H,0, and LPP crude extract diluted 1/2 or 1/10. For a
given concentration of TBHBA, the reaction rate

Table 2 Relative activity of reaction R-1 using pure or diluted LPP
crude extract

LPP reagent solution Relative activity, %

Crude extract 100.0
Crude extract diluted 1/2 60.3
Crude extract diluted 1/5 15.5
Crude extract diluted 1/10 14.5
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Table 3 Experimental conditions for the determination of H,O, and

sarcosine

Variable Experimental range Proposed value
H,0,  Sarcosine

pH 3-8 6.0 7.1

Temperature (°C) 25-45 37

TBHBA (M) 1.0x10%-1.1x1072 2.0x107°

4-AAP (M) 1.0x10%-3.5x1072 1.5x107°

LPP (Crude extract) Pure—dilution 1/10  Dilution 1/2

H,0, (M) 1.0x10%-1.1x1073

SO (UmL™) 0.45-4.5 0.45

Sarcosine (M) 1.0x107%-1.0x1073

increased on increasing the concentration of 4-AAP, a
stable maximum value being attained at concentrations
similar to or higher than the concentration of TBHBA
used in each experiment. Figure 1d shows the effect for
2.0x10° M TBHBA.

The effect of changing the concentration of peroxi-
dase was studied in experiments where the LPP crude
extract was used pure or diluted in different proportions.
The results are compared in Table 2. The peroxidase
activity increased upon increasing the proportion of
extract, although differences between dilutions above
1/5 were very small. Moreover, when using the pure

Table 4 Concentrations of H,O, added and found in urine samples

Sample H,0, in sample, M
Added Found®
HP-1 0 <5.4x1077
1.00x107° (1.04+0.08)x 1073
5.10x107* (5.1+£0.1)x107*
HP-2 0 <5.4x1077
1.00x107° (1.05+0.08)x 1073
5.10x107* (5.2+0.1)x10™
HP-3 0 <5.4x1077
1.00x107° (0.94+0.08)x 10>
5.10x107* (5.0+£0.1)x107*
HP-4 0 <5.4x1077
1.00x1073 (1.07+0.08)x 10>
5.10x10°* (5.1£0.1)x10°*
HP-5 0 <5.4%1077
1.00x107° (1.05+0.08)x 10>
5.10x10°* (5.0£0.1)x107*
HP-6 0 <5.4x1077
1.00x1073 (1.08+0.08)x 1073
5.10x107* (5.2+0.1)x107*

*Mean of eight determinations with 95 % confidence limits
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Fig. 2 Effects of pH (a) and sarcosine (b) on the activity of the overall
reaction. Working conditions: a TBHBA: 2.0x 107> M; 4-AAP: 1.5x
107 M; LPP: crude 1/2; sarcosine: 4.0x 107> M; temperature: 37 °C b

extract, changes in absorbance were very fast and in-
tense (AA>1), this leading to a loss of reproducibility.
A working enzyme solution prepared by 1/2 dilution of
the LPP crude extract provided a good balance between
precision and sensitivity.

To study the effect of H,O,, its content in the wells
was varied between 1.0x10™° and 1.1x107° M, with
the rest of experimental conditions fixed at the pro-
posed values shown in Table 3. As shown in Fig. le,
the peroxidase activity increased upon increasing the
content of H,O, up to concentrations about 1x10™* M.
For higher concentrations, the activity decreased grad-
ually, what can be explained in terms of substrate
inhibition, an effect that has often been observed in
peroxidases [8, 25].

Determination of hydrogen peroxide

Under the working conditions proposed in Tables 1 and
3, and following the experimental procedure described
above, H,O, was detected in the wells at concentra-
tions >5x107® M (this was the minimum concentration
that gave a slope value higher than Sy + 30p, Sp and
op being the mean value and the standard deviation of
the blank slope, respectively). The relationship between
concentration and slope was linear in the 1.0x107 to
1.0x10™* M range (A4 min '=(2.20+0.08)x10°
[H,0,] + (1.0£0.5)x10 % n=7; R*=0.999). The mea-
sured slope for 4.0x 10® M H,0, showed a SRD (n=
8) of 3.9 %. Since the dilution factor was close to 270/
25, the limit for detecting H,O, in the sample solutions
was 5.4x1077 M, with a linear quantification range of
1.1x10°° to 1.1x107° M. The maximum achievable
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o o
s "

Relative activity, %
N
o

N
o
L
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pH: 7.1; TBHBA: 2.0x10> M; 4-AAP: 1.5x 10> M; LPP: crude 1/2;
SO: 0.45 U mL™'; temperature: 37 °C. Other experimental conditions
were as indicated in Table 1

sample throughput was very high since up to 96 sam-
ples could be analysed in little more than 3 min.

The procedure was applied to the determination of
H,0, in urine. To this end, H,O,-spiked urine samples
were prepared as described above and were analysed
directly. The results (Table 4) show that the concentra-
tions found were in all cases consistent with the stan-
dard additions made. The proposed procedure is

Table 5 Concentrations of sarcosine added and found in urine samples

Sample Sarcosine in sample, M
Added Found®
S-1 0 <5.4x1077
1.00x107° (1.00+0.06)x 1073
1.00x 107 (1.07+0.08)x10~*
S-2 0 <5.4x1077
1.00x107° (1.00+0.06)x 1073
1.00x107* (1.02+0.08)x10~*
S-3 0 <5.4x1077
1.00x107° (1.00+0.06)x 10>
1.00x107* (0.98+0.08)x10~*
S-4 0 <5.4x1077
1.00x1073 (1.00+0.06)x 10>
1.00x10°* (0.95+0.08)x10°*
S-5 0 <5.4%1077
1.00x107° (1.01£0.06)x 10>
1.00x107* (1.03+0.08)x 107*
S-6 0 <5.4x1077
1.00x1073 (1.05+0.06)x 1073
1.00x107* (0.99+0.08)x107*

#Mean of 8 determinations with 95 % confidence limits
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therefore suitable for the determination of H,O, in
urine. A feature to highlight is that no reaction was
observed in the non-spiked urine samples. The absence
of an observable interaction between the matrixes of
samples and extract enabled direct use of the lentil
extract, without the need to separate and purify the
enzyme.

Effect of pH, SO and sarcosine on the overall reaction

The optimum pH for the overall reaction was expected to be
intermediate between those of maximum activity of LPP and
SO. The study of pH was therefore restricted to the 6.0 to
8.3 range. For this study, fixed concentrations of sarcosine
(4.0x10°°> M) and SO (0.45 or 4.5 U mL™") were added to
the wells; other experimental conditions were set to the
values proposed for the determination of H,O, (Table 3).
For each of the concentrations of SO tested, the overall
reaction showed maximum activity at pH close to 7.1
(Fig. 2a), and hence this value was chosen for all subsequent
experiments. As expected, more SO provided higher activ-
ity; a concentration of 0.45 U mL™" was chosen as a com-
promise between sensitivity and SO consumption (SO was,
by far, the most expensive reagent used). Higher contents of
SO could be used when the sensitivity is priority.

Keeping the rest of experimental conditions as indicated
above, the concentration of sarcosine was varied between
1.0x10 % and 1.1x10> M. As shown in Fig. 2b, the overall
activity increased with the content of sarcosine and reached
a maximum constant value for concentrations higher than
1.5x10* M.

Determination of sarcosine

Under the working conditions proposed in Tables 1 and 3,
and following the experimental procedure described above,
sarcosine was detected in the wells at concentrations >5 x
10"® M. The relationship between concentration and slope
was not linear but, within the range of 1.0x107" to 1.5x
107" M it fitted a second-order polynomial (A4 min '=
(—6.1+4.6)x 10° [Sar]* + (2.3+£0.4)x10° [Sar] + (8.5+
5.9)x107%; n=8; R*=0.999). The slope measured for 5.0x
107® M sarcosine showed a SRD (n=8) of 4.2 %. With a
dilution factor of 270/25, the limit for detecting sarcosine in
the sample solutions was 5.4x10°’ M, and the quantifica-
tion range was from 1.1x107° to 1.6x107> M.

The procedure was applied to the determination of sarco-
sine in urine. Sarcosine-spiked urine samples were prepared
as described above and were analysed directly. The results
(Table 5) show that the concentrations found were in all
cases consistent with the standard additions made. This
indicates that the proposed procedure is suitable for the
determination of sarcosine in urine.

@ Springer

Conclusions

The results in the present work demonstrate the usefulness
of LPP in analytical applications based on the detection of
H,0,; in general, and in the determination of sarcosine in
urine in particular. The high selectivity of the overall reac-
tion, the simple sample treatment and instrumentation, the
high-sample throughput, and the use of LPP plant extract
instead of the purified enzyme provide a rapid and inexpen-
sive procedure with characteristics very suitable for routine
analysis in a clinical laboratory. This procedure can be used
as a complement or an advantageous alternative to the
chromatographic methods for the determination of sarcosine
and could help to confirm or to reject the role of sarcosine as
a biomarker for prostate cancer, since it seems that in this
matter the last word has not been said yet.
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New plant peroxidase has been isolated to homogeneity from the white Spanish broom Cytisus mul-
tiflorus. The enzyme purification steps included homogenization, NH4SO4 precipitation, extraction of
broom colored compounds and consecutive chromatography on Phenyl-Sepharose, HiTrap™ SP HP and
Superdex-75 and 200. The novel peroxidase was characterized as having a molecular weight of 50 + 3 kDa.
Steady-state tryptophan fluorescence and far-UV circular dichroism (CD) studies, together with enzy-
matic assays, were carried out to monitor the structural stability of C. multiflorus peroxidase (CMP) at pH
7.0. Thus changes in far-UV CD corresponded to changes in the overall secondary structure of enzyme,
while changes in intrinsic tryptophan fluorescence emission corresponded to changes in the tertiary
structure of the enzyme. It is shown that the process of CMP denaturation can be interpreted with suffi-

cient accuracy in terms of the simple kinetic scheme, N—D, where k is a first-order kinetic constant that
changes with temperature following the Arrhenius equation; N is the native state, and D is the denatured

state. On the basis of this model, the parameters of the Arrhenius equation were calculated.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Peroxidases (EC 1.11.1.7; donor: hydrogen peroxide oxido-
reductase) are enzymes whose main function is to catalyze the
conversion of hydrogen peroxide to water in the oxidation of a
large number of substrates. However, such enzymes participate in
many other reactions of biological significance, such as cell wall
formation, lignification, suberization, auxin catabolism, defense,
stress, developmentally related processes, protection of tissues

Abbreviations: CMP, Cytisus multiflorus peroxidase; CD, circular dichroism; PEG,
polyethyleneglycol; RMSD, root-mean-square deviation.
* Corresponding author at: Water Research and Development Centre (CIDTA),
Universidad de Salamanca, 37007 Salamanca, Spain. Tel.: +34 923 294 670;
fax: +34 923 294744.
E-mail address: mgr@usal.es (M.G. Roig).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.09.015
0141-8130/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

from pathogenic microorganisms, etc. [ 1]. Several peroxidases have
been isolated, sequenced and characterized. They have essentially
been classified in three classes on the basis of their amino acid
sequence homology and metal ion-binding capabilities (class I,
intracellular prokaryotic peroxidases; class II, extracellular fungal
peroxidases; and class III, plant secretory peroxidases, in which
CMP is included).

Over time, peroxidases have attracted industrial attention. They
now enjoy widespread use as catalysts for phenolic resin synthe-
sis [2,3]; as indicators for food processing and diagnostic reagents
[4,5]; as additives for bioremediation, especially for the removal of
phenols, aromatic amines, and dyes from polluted water [6,7], as
well as for production of conducting polymers [8]. The development
of these biotechnological processes necessarily involves the char-
acterization of the stability of peroxidases and their ability to be
used under non-physiological conditions. As with many enzymes,
poor thermal and environmental stabilities limit the large-scale use
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of catalysis by peroxidases. This is particularly true in bioremedi-
ation and polyelectrolyte synthesis. Accordingly, the identification
of highly stable and active peroxidases should be the first step in
the development of a catalyst with broad commercial and environ-
mental appeal. Another important factor is the availability and cost
of raw materials for purification of the enzyme. To solve this prob-
lem, we used as a source of peroxidase the universally available
broom - Cytisus multiflorum. In the present work, the results of the
purification and study of structural stability of C. multiflorum per-
oxidase by using different independent methods such as circular
dichroism and intrinsic fluorescence are presented.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Analytical or extra-pure grade polyethylene glycol (PEG), gua-
iacol (2-methoxyphenol), ammonium sulfate ((NH4),SO4), sodium
phosphate and sodium chloride were purchased from Sigma Chem-
ical Co. and were used without further purification. H,O, was
from Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Spain). Superdex-75, 200
and HiTrap™ SP HP columns, and Phenyl-Sepharose CL-4B were
from GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden). Toyopearl
DEAE-650M was purchased from the Tosoh Corporation (Tokyo,
Japan). Cellulose membrane tubing for dialysis (avg. flat width 3.0
in.) was purchased from Sigma Chemical Co.; slide-A-lyzer dialysis
cassettes (extra-strength, 3-12 mL capacity, 10.000 MWCO) were
from Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL), and centrifuge fil-
ter devices (Amicon Ultra Cellulose 10.000 MWCO, 15 mL capacity)
were from Millipore Corp. (Billerica, MA). All other reagents were of
the highest purity available. The water used for preparing the solu-
tions was double distilled and then subjected to a de-ionization
process.

2.2. Enzyme production

CMP was purified as described earlier [9-11] but with essential
modifications. The white Spanish broom (Cytisus multiflorus) has
been collected on the Almendra swamp (Salamanca, Spain). Stems
(2000 g) were milled and homogenized in 10 L of 50 mM phosphate
buffer, pH 7.0, with 0.25M NacCl for 8 h at room temperature. The
excess material was removed by vacuum filtration and centrifu-
gation (10,000 x g, 277 K for 40 min). Pigments were extracted by
phase separation over 8 h at room temperature after the addition
to the supernatant of solid PEG 10,000 to 17% (w/v) and sodium
ammonium sulfate to 12% (w/v). Two phases were formed over
time: an upper polymer phase (dark brown in color), which con-
tained pigments, phenols, polyphenols, oxidized phenols and PEG,
and a lower aqueous phase (yellow in color) containing peroxidase.
Each phase consisted of 50% of the initial volume. These phases
were separated and the phase containing peroxidase activity was
centrifugated. The clear supernatant containing peroxidase activity
was titrated with (NH,4 ),S0, to a conductivity value of 230 mS cm™!
and was applied on a Phenyl-Sepharose column (1.5cm x 35 cm)
equilibrated with 100mM phosphate buffer, pH 7.0, with 1.7 M
(NHg4)2S04 which has the same conductivity as the sample. The
enzyme was eluted with 100 mM phosphate buffer, pH 7.0, with
0.2 M (NH4)2S04 at a flow rate 1 mLmin~!. The fractions showing
peroxidase activity were dialyzed against 5mM sodium acetate-
acetic acid buffer, pH 5.0, for 48 h, with constant stirring at 277 K.
These fractions were membrane concentrated (Millipore Centri-
con, 30,000 NMWL) and applied onto a TSK-Gel DEAE-5PW column
(1cm x 30 cm) equilibrated with 5 mM sodium acetate-acetic acid
buffer, pH 5.0. Elution was carried down with a 5% NaCl in the same
buffer at a flow rate of 1 mLmin~!. The fractions with peroxidase

activity were collected and dialyzed against 5 mM sodium acetate-
acetic acid buffer, pH 5.0, overnight. After dialysis the fractions
were membrane concentrated (Millipore Centricon, 30,000 NMWL)
and applied on a HiTrap SP™ HP 5mL column (GE Healthcare
Bio-Sciencs AB, Upsala, Sweden) equilibrated with 5 mM sodium
acetate-acetic acid buffer, pH 5.0. Elution was carried out by 25%
solution of 5 mM sodium acetate-acetic acid buffer with 1 M Nadl,
pH 5.0, at a flow rate of 1 mL min~'. 0.5 mL fractions were collected
and those contained peroxidase were again dialyzed against 5 mM
sodium acetate-acetic acid buffer, pH 5.0, overnight; membrane
concentrated (Millipore Centricon, 30,000 NMWL) and applied onto
Superdex-200 equilibrated with 5mM sodium acetate-acetic acid
buffer, pH 5.0. Elution was carried out by the same buffer at a flow
rate of 0.5mLmin~!. Fractions containing peroxidase were col-
lected after the last step of purification, concentrated and stored
at —20°C.

The purity and molecular mass of the CMP was determined by
gel filtration, using a Superdex-200 10/30 HR column (Pharmacia)
connected to an AKTA-purifier system (GE Helthcare Bio-Sciencs
AB, Upsala, Sweden) and also by SDS-PAGE, as described by Fair-
banks et al.[12], on a Bio-Rad minigel device, using a flat block with
15% polyacrylamide concentration. Electrophoretic conditions and
Coomassie brilliant blue R-250 staining were as recommended by
the suppliers. Protein concentration was determined by the Bred-
ford assay [13]. The RZ (ratio of A4p3/A250) for the CMP samples used
in this work was 2.9.

Peroxidase activity toward guaiacol was measured spectropho-
tometrically at 25 °C. An aliquot of enzyme solution was added to a
1-cm optical path spectral cuvette containing 18.1 mM guaiacol and
4.9 mM H;0; in 20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.0, in a final
volume of 2 mL. The rate of change in absorbance due to substrate
oxidation was monitored at 470 nm. Peroxidase activities were cal-
culated using a molar absorption coefficient of 5200M~! cm~1! at
470 nm for the guaiacol oxidation product [14].

2.3. Circular dichroism

The far-UV CD spectra (190-250nm) of CMP were recorded
on a Jasco-715 spectropolarimeter (JASCO Inc., Easton, MD), using
a spectral band-pass of 2nm and a cell path length of 1 mm.
Protein concentrations of 0.05mg/ml were used in these mea-
surements. Four spectra were scanned for each sample at a scan
rate of 50nmmin~! and were then averaged. All spectra were
background-corrected, smoothed, and converted to mean residue
ellipticity [®]=10Mes Ogps I71 p~1, where Myes =116 is the mean
residue molar mass typical for peroxidase of class III; ®; is the
ellipticity (degrees) measured at wavelength, XA; [ is the optical
path-length of the cell (dm), and p is the protein concentra-
tion (mg/ml). Quantitative estimations of the secondary structure
contents were made using the CDPro software package compris-
ing three programs: SELCON3, CDSSTR, and CONTIN [15,16]. The
experimental data in 190-250 nm range were treated by all the
three programs, using different reference protein sets. The root-
mean-squared deviation (RMSD) between experimental data and
theoretical ones, produced by the programs with SDP42 reference
set, was more than two-times less than with other and only the
results obtained with the SDP42 reference proteins were accepted.
On the other hand, the RMSD between experimental and theoreti-
cal points when using SELCON3 (0.5 for intact and 0.4 for denatured
CMP) and CONTIN (0.2 for intact and 0.15 for denatured CMP) pro-
grams was markedly high in comparison with the CDSSTR program
(0.1 for intact and 0.07 for denatured CMP). Therefore the final sec-
ondary structures content reported represent the values produced
by CDSSTR program upon the use of the SDP42 reference set.

Temperature scans were performed with a constant heating
rate of 0.5 Kmin~! using a Neslab RT-11 programmable water bath
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Fig. 1. SDS-PAGE of CMP (right column) at 0.05mg/ml. Left column contains
molecular-weight markers from a dual color calibration kit from Fermentas UK Ltd,
Cambridge, UK-from top to bottom: 250 kDa, 130 kDa, 95, 72, 55, 36 and 28 kDa.

(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA), and were followed
by continuous measurements of ellipticity at 222 nm.

2.4. Intrinsic fluorescence

Steady-state fluorescence measurements were performed on a
Perkin Elmer LS50B spectrofluorimeter. Excitation was performed
at 295 nm (with excitation and emission slit widths of 3 nm). The
fluorescence measurements of CMP were carried out on protein
solutions with an optical density of less than 0.2 at 280nm to
avoid the inner filter effect. All emission spectra were corrected
for instrumental spectral sensitivity. The position of the middle
of a chord, drawn at the 80% level of maximum intensity, was
taken as the position of the emission maximum (Amax). Fluores-
cence spectra were analyzed on the basis of the model of discrete
states of tryptophan (see, for details, [17]). Measurements of pH-
dependent changes in protein fluorescence were performed by
downward or upward titration of the protein solution from an ini-
tial pH of 7.0, adjusting by means of a polyethylene rod moistened
with either 0.1 M HCl or 0.1 M NaOH. The temperature dependence
of the fluorescence spectral characteristics was investigated using
thermostatically controlled water circulating in a hollow brass
cell-holder. Temperature in the sample cell was monitored with
a thermocouple immersed in the cell under observation. The heat-
ing rate was 1Kmin~! and spectra were collected at the desired
temperatures over the entire temperature range.

3. Results and discussion
3.1. Enzyme purification

CMP was purified to homogeneity from white broom C. mul-
tiflorus stems. The purification steps and their efficiencies are
summarized in Table 1. Purified peroxidase migrated in SDS-PAGE
as a single band corresponding to a molecular weight of 49 4+ 2 kDa
(Fig. 1).
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Fig. 2. High-performance gel filtration of CMP on Superdex 200 HR 10/30 at a flow
rate of 0.4 mLmin~"'. The solid line is the absorbance at 403 nm and the dashed line
is that at 280 nm. The inset shows calibration line for the standard proteins from
LMW Calibration Kit (GE Healthcare) on Superdex 200 10/30 HR column: (1) dimer
of conalbumin (150 kDa), (2) dimer of ovalbumin (86 kDa), (3) conalbumin (75 kDa),
(4) ovalbumin (43 kDa), (5) carbonic anhydrase (29 kDa), (6) dimer of ribonuclease
A (27.4KkDa), (7) ribonuclease A (13.7 kDa) and (8) aprotinin (6.5 kDa).

The retention time of the elution of the protein from the size-
exclusion column indicates that enzyme is monomeric in solution
with an approximate molecular weight of 51 & 3 kDa (Fig. 2).

3.2. pH dependence

It is known that both the structural stability and the enzymatic
activity of peroxidases strongly depend on the pH of the solution
[18-20]. However, although plant peroxidases have been studied
for many years, information about their pH-dependent behavior
is still very limited. To choose the most suitable pH conditions
for stability studies, here we measured the pH dependence of the
enzymatic activity and tryptophan fluorescence of CMP (Fig. 3).

As can be seen, CMP is a stable within pH-range from 3 to 11.5.
Thus, one of the most useful parameters of the protein fluores-
cence spectrum - its maximum position (Amax ), which reflects the
degree of accessibility of the chromophores to solvent molecules
[31] - remains constant (variation within limits of +0.3 nm) for a
pH-range from about 2.2 to 11.0. This implies that the accessibil-
ity of the CMP tryptophan side chains to water molecules remains
essentially invariant in this pH range. At the same time, the fluores-
cence intensity did not change within a pH range from about 4 to
11, indicating the absence of changes in the fluorescence quenching
properties of the tryptophan environment in this pH-range. Thus,
the pH range from 4.0 up to 11.0, characterized by the absence of
evident pH-dependent fluorescence changes, seems to be the cor-
rect pH range of choice for the physico-chemical characterization
of CMP. Acidification of the protein solution to a pH of less than 2.2
caused ca. 8 nm red shift in the fluorescence spectrum, followed
by a blue shift after pH 1.8, brought about by protein aggregation
and a marked increase in fluorescence intensity ratio at the wave-
lengths 350 and 320 nm. These changes seem to reflect an acidic
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Table 1

Purification steps of CMP.
Procedure Volume (mL) Protein (mg) Total activity (U) Specific activity (Umg~') Purification factor Yield (%)
Homogenate 16,000 12,056 185,384 15.38 1 100
PEG +(NH4)2S04 9000 947 116,106 122.6 7.9 62.6
Phenyl-Sepharose 100 105 108,021 1028.7 66.9 58.26
HiTrap SP HP 50.9 19 80,210 4221.6 274.5 43.27
Superdex 75 10 39 70,050 17,961.5 1167.8 37.8

denaturation of CMP. Increasing the pH to more than 11.0 resulted
in a considerable (ca. 13 nm) red shift of the fluorescence spectrum,
reflecting an increase in the polarity of the tryptophan side chain
environment followed by a blue shift after pH 13.0, probably related
to an aggregation that would preserve the complete hydration of
tryptophan, and an insignificant increase in R=1I35q/I33¢ (only after
pH 11.0).

3.3. CD experiments

CD is one of the most sensitive physical techniques for deter-
mining structures and monitoring the structural changes occurring
in biomacromolecules [21], affording a direct interpretation of the
changes in protein secondary structure. Fig. 4 shows the far-UV CD
spectra of intact (open circles) and thermally denatured (closed cir-
cles) CMP at pH 7.0. The results of the estimation of the secondary
structure contents using the CDPro software package [15,16] are
shown in Table 1. It is clear that CMP is quite different from other
haem peroxidases from plants for which, despite the low level of
sequence homology (often less than 20%) the overall folding and
the organization of the secondary structure is conserved [22]. The
structure of haem peroxidases from plants is formed by 10-11
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Fig. 3. pH-dependence of enzymatic activity (A) and fluorescence parameters
of CMP (B) at 20°C. Measurements were performed in 10 mM universal buffer
(CH3COOH, H3B0O3-NaOH) with a protein concentration of ca. 5 wM. The excitation
wavelength was 295 nm. Open circles in (B) represent relative change in the fluores-
cence intensity ratio at the wavelengths 350 and 320 nm (R=1I350/I320), and closed
circles correspond to the position of the maximum of the fluorescence spectrum

Amax-

a-helices (ca. 40%) linked by loops and turns, while [3-strands are
essentially absent or are only a minor component [23]. By contrast,
intact CMP contains a considerable amount of (3-strands (ca. 30%).

Upon heating CMP to the denaturation temperature, the shape
of the spectrum changed, pointing to an increase in the unordered
structure and in the quantity of B-strands at the expense of the
a-helical structure (see Table 2). The increase in the quantity of
B-strands indicates that denatured form of the enzyme under-
goes some aggregation, most probably of intramolecular character,
because we detected an increase in turbidity during the denatur-
ation process.

The thermal denaturation of CMP was monitored by following
the changes in molar ellipticity at 222 nm since at this wavelength
the changes in ellipticity are significant upon enzyme denaturation.
With increasing temperature (Fig. 4, insert), an irreversible cooper-
ative transition from native to denatured state occurred. Analysis of
this transition was accomplished on the basis of a simple two-state
kinetic model:

N-5D (1)

which is a limiting case of the Lamry-Eyring model [24]. This model
considers only two significantly populated macroscopic states, the
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Fig. 4. Far-UV CD spectra of intact (open circles) at 20°C and thermally denatured
(closed circles)at 75 °CCMPin 10 mM HEPES, pH 7.0. Inset: fractional degree of dena-
turation of CMP as function of temperature monitored by the changes of ellipticity at
222 nm upon heating with a constant scan rate 0.5 Kmin~"'. Solid line is the result of
fitting the experimental data to the two-state irreversible denaturation model using
Eq. (1). Fraction of denatured CMP, F; was calculated from the spectral parameters
used to follow denaturation (y) prior to the minimization procedure, according to
the expression: Fy=(y —¥n)/(¥4a — ¥n), where y, =a; +azx and y4 = b; + b, x represents
the mean values of the y characteristic, obtained by linear regressions of the pre- and
post-transitional baselines; x is the variable parameter (temperature in this case).
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;-:(l:)c:igary structure elements (%) determined from analysis of the CD spectra for intact and denatured CMP at pH 7.
Protein a-Helix B-Strand B-Turn Unordered
Regular Distorted Total Regular Distorted Total
Intact 22 13 35 15 14 29 16 20
Denatured 2 3 5 29 15 44 22 29

initial or native state (N) and the final or denatured state (D), tran-
sition between them is determined by a first order rate constant (k)
strongly temperature dependent, as given by the Arrhenius equa-
tion:

Es /1 1
k_exp{ﬁ(ﬁ—f)} (2)
where E, is the energy of activation, R is the gas constant, and T" is
the temperature at which the rate constant equals 1 min~!. In this

case, the denatured fraction (Fy) was analyzed by using a non-linear
least squares fitting to equation:

Fdzl—exp{—l/:exp [%‘ (%—%)} dT} 3)

where v=dT/dt is a scan rate value [25]. This fitting (solid line in
Fig. 4, insert) afforded the T parameter and the activation energy
for CMP. These results were 337.0 + 0.8 Kand 58.7 + 1.4 kcal mol~1,
respectively.

3.4. Fluorescence experiments
Environmental changes in aromatic side chains resulting from

conformational changes in the tertiary structure of proteins were
measured by intrinsic fluorescence spectroscopy. Fig. 5 depicts

S 25
1.0¢ & 20 i
8
215
810
&
0.8} § .
i
310 330 350 370 39
Wavelength (nm)
0.6} E
5
2
< 04f ]
3
0.2} ¢ |
o]
O
N
o
o
2 M A
0.0t v 310 330 350 370 39 E
Wavelength (nm)

30 40 50 60 70 80
Temperature (°C)

Fig. 5. Thermal denaturation profile of CMP (symbols) in 10 mM HEPES, pH 7.0,
monitored by measuring the normalized area under fluorescence spectrum upon
heating with a constant scan rate ca. 1 Kmin~". Solid line is the result of fitting the
experimental data to two-state irreversible denaturation model using Eq. (3). The
insets show the fitting of the experimental tryptophan fluorescence spectra of intact
(A) and thermally-denatured (B) CMP (symbols) by theoretical spectra (solid lines),
which are the sums of the spectral components I, Il and Il (dashed lines) [17]. For
other details, see legend to Fig. 4.

the denaturation process for CMP, monitored by the temperature
dependence of normalized fluorescence intensity. On increasing
temperature, an irreversible cooperative transition to the dena-
tured state occurred (symbols), which was analyzed by non-linear
least squares fitting to the Eq. (3). This fitting (solid line) afforded
values of T'=336.9+ 1.1 Kand E4 =60.8 + 1.6 kcal mol~!, which are
in good agreement with the values obtained from CD experiments
(see above). Thus, two independent methodological experimental
approaches used in this work support the idea that the ther-
mal denaturation of CMP can be interpreted in terms of the
simple irreversible two-state kinetic model and that only two
states, native and denatured are populated in its denaturation pro-
cess.

At the same time, the inserts in Fig. 5 shows the fluorescence
spectra of intact (symbols in insert A) and thermally denatured
(symbols in insert B) CMP at pH 7.0, excited at 295 nm. Analysis
of the emission spectrum of intact CMP in terms of the model of
the discrete states of tryptophan residues in enzyme [17] revealed
that the tryptophanresidues of form I (internal indole chromophore
forminga2:1 exciplex with some neighboring polar protein groups)
and form II (indole chromophore at the enzyme surface in con-
tact with bound water molecules) provided the contribution to
the emission. Complete heat denaturation of CMP resulted in the
disappearance of component II. In this case, component I and III
(external tryptophan residue in contact with free water molecules)
contributed strongly to the total emission spectrum that together
with data obtained by CD is very considerable argument in favor
that CMP in denatured state is not completely unfolded.

Finally, we note that the kinetic mechanism of the H, 0, -assisted
CMP-catalyzed oxidation of reducing substrate - guaiacol was
investigated using initial rate measurements, in which the con-
centration of both substrates - H,O, and guaiacol — were varied
systematically and results were analyzed assuming steady state
conditions. The initial rates as a function of hydrogen peroxide or
guaiacol concentration were fitted to the Michaelis-Menten rate
equation by an iterative process [26]. Thus obtained values of the
constants K (H,02)=3.9mM and Ky, (guaiacol)=7.5mM at pH 6
and 25 °C, do not differ from those of the majority of plant peroxi-
dases [27-33], that along with satisfactory structural stability (see
for comparison [33]) makes CMP a promising enzyme for biotech-
nological applications.
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In plants, adverse conditions often induce an increase in reactive oxygen species (ROS) such as hydrogen
peroxide (H,0,). H,0, is reduced to water, and thus becomes detoxified by enzymes such as Cytisus
multiflorus peroxidase (CMP). Here, the steady-state kinetics of the H,0,-supported oxidation of dif-
ferent organic substrates by CMP was investigated. Analysis of the initial rates vs. H,0, and reducing
substrate concentrations proved to be consistent with a substrate-inhibited Ping-Pong Bi-Bi reaction

mechanism. The phenomenological approach expresses the peroxidase Ping-Pong mechanism in the

Keywords:

Heme peroxidase
Ping-Pong Bi-Bi Mechanism
Microscopic constants

form of the Michaelis-Menten equation and affords an interpretation of the effects in terms of the kinetic
parameters Kt202, K2, kear, KE20, K&H2 and of the microscopic rate constants, k; and ks, of the shared
three-step catalytic cycle of peroxidases.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Plants are aerobic organisms and hence use oxygen as a terminal
electron acceptor. Class Il plant peroxidases (EC 1.11.1.7; donor:
hydrogen peroxide oxidoreductases) can generate, in a controlled
manner, highly reactive oxygen species (ROS) such as H,0, and
hydroxyl radical (*OH), which can act as active molecules during
the oxidative burst, hypersensitivity responses or cell elongation.
Class III peroxidases can also contribute to maintaining low levels
of hydrogen peroxide [1].

The primary function of these enzymes is often seen primar-
ily in terms of causing the conversion of toxic H,0, to H,0, but
this should not be allowed to obscure their broader participation
in other reactions, such as cell wall formation, lignification, the

Abbreviations:  CMP, Cytisus multiflorus peroxidase; ki, ks, microscopic
constants; K{20, KAH2, inhibition constants.
* Corresponding author at: Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico del
Agua (CIDTA), Universidad de Salamanca, 37007 Salamanca, Spain.
** Corresponding author.
E-mail addresses: mgr@usal.es (M.G. Roig), jfk@chembiotech.co.uk
(J.F. Kennedy).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.09.042
0141-8130/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

protection of tissues from pathogenic microorganisms, suberiza-
tion or auxin catabolism.

Peroxidases are metalloproteins with a molecular weight
ranging from 30,000 to 150,000 Da, containing a heme center (Fe-
porphyrin IX); they are accordingly known as heme peroxidases
[2]. Heme peroxidases are enzymes that catalyze the oxidation
of a variety of substrates, including phenols, aromatic amines,
thiosanisoles, halide and thiocyanate ions, by means of H, O, reduc-
tion. Selectivity regarding the reducing substrates depends on the
type of peroxidase.

A variety of methods exist for the determination of peroxi-
dase activity, including those based on colorimetric, fluorimetric,
chemiluminescent and electrochemical detection. Among these,
colorimetric detection is the method most commonly used because
it is simple and economical. Colorimetric quantification is based
on the formation of visible light-absorbing products as a result of
the peroxidase-catalyzed reaction between a “reporter molecule”
and H,0,. The reporter molecule is the hydrogen/electron donat-
ing (reducing) substrate which, after its oxidation, absorbs light in
the visible region [3].

The shared three-step catalytic cycle of peroxidases, involving
different intermediate enzyme forms, is known as the Poulos-Kraut
mechanism [4-6]. Catalysis is initiated by the binding of H,0, to
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Fig. 1. Mechanistic model of the reaction of CMP. The structural and kinetic data are
consistent with an ordered Bi-Bi reaction mechanism and consequent formation of
two intermediate compounds, EI ([(P**) FeV=0]) and ElI ([(P) FeV=0]). P (green
colour tab) corresponds to protoporphyrin IX inside the protein matrix. EI and EII
refer to Compound I and Compound II redox intermediates. (For interpretation of
the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version
of the article.)

the high-spin ferric heme iron of resting peroxidase [7,8], followed
by heterolytic cleavage of the peroxide oxygen-oxygen bond under
the influence of highly conserved histidine and arginine residues in
the active site [9]. A unique feature of these enzymes is their ability
to cleave O—0 bonds of putative iron (IlI)-porphyrin intermediates
heterolytically, forming high-valent oxo-iron (IV)-porphyrin-based
m-cation radical intermediates, EI, via the establishment of a sixth-
coordination bond between hydrogen peroxide and the heme iron.
A water molecule is generated as the co-product of the reaction.
Completion of the catalytic cycle most often consists of two suc-
cessive single-electron transfers from separate reducing substrate
molecules to the enzyme. The first reduction, of the porphyrin
Tr-cation radical in EI, yields a second enzyme intermediate, EII
(oxo-iron (IV)-porphyrin), which retains the iron in the oxy-ferryl
state [10]. Reduction of EII to recover the ferric enzyme is often
rate-limiting under steady-state conditions (Fig. 1). Free radicals
released from the catalytic cycle quite often recombine or react
with parent molecules, giving rise to olygomers and polymers [11].

As biomimetic models for heme-containing enzymes [7,8], the
reactions of iron (III) porphyrin complexes with several oxidants,
such as peroxyacids and hydroperoxides, have been extensively
studied with a view to elucidating the mechanisms of O—O bond
activation and oxygen atom transfer reactions. The O—O bond
of peroxyacids is cleaved heterolytically by the iron porphyrin
complexes, resulting in the formation of high-valent iron (IV)-
oxo porphyrin cation radical intermediates [(P**)Fe!V=0], and the
hydroperoxide O—O bond cleavage is homolytic and/or heterolytic
in aqueous and aprotic solvents, resulting in the formation of a
ferryl-oxo complex [12].

The peroxidase cycle is generally considered irreversible. How-
ever, there is no doubt that adsorption complexes between the
enzyme and its substrates exist physically [6]. The microscopic
constants governing the equilibrium between aromatic compounds
and peroxidase have been determined. Even though the presence
of the co-substrates (donor or H,0,) in the enzyme modulates
the affinity for the other, the mechanism may proceed via ran-
dom binding. This finding, as well as some special kinetic features
[13], supports the notion that there is no need for the peroxide to
bind to the enzyme prior to donor adsorption. Hydrogen perox-
ide, the oxidant of peroxidases and catalases, is also an inactivating
agent of these metalloproteins. With a large excess of H0; and in
the absence of exogenous electron donors, heme peroxidases are
irreversibly inhibited after some time [14].

The catalytic properties of peroxidases, including the oxida-
tion of high- and low-redox-potential substrates, have made them
attractive for biotechnological processes. Despite the existence of

an extensive body of literature addressing the properties of perox-
idases, the data available for establishing the catalytic mechanisms
and functions of these enzymes are insufficient. There is little infor-
mation about the ability of this enzyme to degrade complex and
difficult-to-oxidize substrates. The information about the effectors
influencing peroxidase activity is also limited. The biotechnolo-
gical use of the catalytic potential of peroxidases should be built on
broad-scale studies addressing substrate specificity and the effec-
tors influencing their activities. Enzymatic biocatalysis plays a very
important role in the development of many chemical industries,
e.g., energy, food or fine chemistry [15].

Peroxidases are widely used in clinical biochemistry and
enzyme immunoassays [16]. Some novel applications of peroxi-
dases include the treatment of waste water containing phenolic
compounds, the synthesis of various aromatic chemicals, and the
removal of peroxide from industrial wastes [17].

In this work, the kinetic mechanism of the H,O,-supported
oxidation of different organic substrates by means of a novel
peroxidase from Cytisus multiflorus (CMP) has been investigated.
Among the broad variety of organic and inorganic substrates of
peroxidases, here six organic substrates were studied: the chro-
mogenic substrates guaiacol (2-methoxyphenol) and ABTS (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)), often used as
reference substrates, and o-dianisidine (3,3’-dimethoxybenzidine),
o-phenylenediamine(benzene-1,2-diamine), ferulic acid ((E)-3-
(4-hydroxy-3methoxy-phenyl)-prop-2-enoic acid) and catechol
(benzene-1,2-diol). The latter three substrates are suitable for use
in ELISA procedures that employ peroxidase conjugates.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Analytical grade polyethyleneglycol (PEG), guaiacol (2-
methoxyphenol), ammonium sulfate, sodium phosphate and
sodium chloride were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis MO, USA) and were used without further purification. H,0,
was from Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Spain). Superdex-200,
HiTrap™ SP HP columns and Phenyl-Sepharose CL-4B were from
GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden). A TSK-Gel
DEAE-5PW column was purchased from the Tosoh Corporation
(Tokyo, Japan). Cellulose membrane tubing for dialysis (avg. flat
width 3.0in.) was purchased from Sigma Chemical Co.; slide-A-
lyzer dialysis cassettes (extra-strength, 3-12 mL capacity, 10.000
MWCO) were from Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL; USA),
and centrifuge filter devices (Amicon Ultra Cellulose 10.000
MWCO, 15 mL capacity) were from Millipore Corp. (Billerica, MA,
USA). All other reagents were of the highest purity available. The
water used for preparing the solutions was double-distilled and
then subjected to a de-ionization process.

2.2. Enzyme production

The white Spanish broom (Cytisus multiflorus) was collected
from an area below (at approx 200 m distance) the Almendra dam
(Salamanca, Spain). Stems (2000 g) were milled and homogenized
in 10L of 50 mM phosphate buffer, pH 7.0, with 0.25 M NaCl for 8 h
at room temperature. The excess material was removed by vac-
uum filtration and centrifugation (10,000 x g, 277K for 40 min).
Pigments were extracted by phase separation over 8 h at room tem-
perature after the addition to the supernatant of solid PEG 10,000 at
17% (w/v) and sodium ammonium sulfate at 12% (w/v). Over time,
two phases were formed: an upper polymer phase (dark brown),
which contained pigments, phenols, polyphenols, oxidized phenols
and PEG and alower aqueous phase (yellow) containing peroxidase.
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Fig. 2. Chemical structures of the reducing substrates (AH; ) studied.

These phases were separated and the phase containing peroxidase
activity was centrifuged. The clear supernatant containing peroxi-
dase activity was titrated with ammonium sulfate to a conductivity
value of 230mScm~! and was applied on a Phenyl-Sepharose col-
umn (1.5 cm x 35 cm) equilibrated with 100 mM phosphate buffer,
pH 7.0, with 1.7 M ammonium sulfate, which has the same con-
ductivity as the sample. The enzyme was eluted with 100 mM
phosphate buffer, pH 7.0, with 0.2 M ammonium sulfate at a flow
rate 1mLmin~!. The fractions showing peroxidase activity were
dialyzed against 5mM acetic acid/acetate buffer, pH 5, for 7h
with constant stirring at 277 K. These fractions were membrane-
concentrated (Millipore Centricon, 30,000 NMWL) to 15mL and
applied on a TSK-Gel DEAE-5PW column (1cm x 30cm) equili-
brated with 5mM acetic acid/acetate buffer, pH 5.5. The fraction
with peroxidase activity was not retained to the column. It was col-
lected and dialyzed against 5 mM acetic acid/acetate buffer, pH 5.5,
overnight with constant stirring at 277 K. After dialysis, the frac-
tions were membrane-concentrated (Millipore Centricon, 30,000
NMWL) and applied on a HiTrap™ SP HP 1 mL column (GE Health-
care Bio-Sciencs AB, Upsala, Sweden) equilibrated with 5 mM acetic
acid/acetate buffer, pH 5.5. Elution was carried out with a 25% solu-
tion of 5 mM acetic acid/acetate with 1 M NaCl, pH 5.5, at a flow rate
of 1TmLmin~!. Fractions with peroxidase activity were collected
and dialyzed again against 5 mM acetic acid/acetate buffer, pH 5.5,
overnight with constant stirring at 277 K, membrane-concentrated
(Millipore Centricon, 30,000 NMWL) and applied on a Superdex-
200 column equilibrated with 5 mM acetic acid/acetate buffer, pH
5.5. Elution was carried out with 150 mM NaCl in the same buffer at

a flow rate of 0.5mLmin~!. The purity of the CMP was determined
by high-performance gel filtration and SDS-PAGE [18].

2.3. Enzyme activity

Peroxidase activity [18-23] towards guaiacol was measured
spectrophotometrically at 25 °C. An aliquot of enzyme solution was
added to a 1-cm optical path-length spectral cuvette containing
18 mM guaiacol and 4.9 mM H,0, in 20mM sodium phosphate
buffer, pH 6.0, in a final volume of 2 mL. The rate of change in
absorbance due to substrate oxidation was monitored at 470 nm.
Peroxidase activities were calculated using a molar absorption
coefficient of 5200M~! cm~! at 470 nm for the guaiacol oxidation
product.

2.4. Steady-state experiments

The initial rates of appearance of the oxidation products of
the different substrates studied (guaiacol, ABTS, o-dianisidine, o-
phenylenediamine, ferulic acid and catechol, Fig. 2) in the presence
of hydrogen peroxide were measured by electronic absorption
spectroscopy at the characteristic wavelengths of such products
[19,20].

The reactions were carried out at 25°C in 20 mM sodium phos-
phate buffer, pH 7.0, except for ABTS, for which pH was 3.0 (20 mM
sodium citrate buffer). Measurements were performed with vari-
able concentrations of the reducing substrate at a fixed Hy0,
concentration and vice versa.
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Fig. 3. Ping-Pong Bi-Bi mechanism. Cleland’s nomenclature with green arrows (top)
and the bottom part (in black) represents the mechanism without the ternary com-
plex. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader
is referred to the web version of the article.)

The initial reaction rates were obtained from the kinetic runs
and were fitted vs. substrate concentration [19,20,24].

2.5. Substrate inhibition experiments

In a Ping-Pong mechanism, in the reaction it is common to
observe a competitive substrate inhibition mechanism by both sub-
strates [25]. Here, a Michaelis—Menten hyperbola was verified at
fixed inhibitory concentrations, and the 1/v vs. 1/[AH;] or 1/[H,0;]
plots were linear with the same intercept and different slopes
that increased when the substrate concentration decreased. It is
possible to calculate the corresponding inhibition constants by rep-
resenting K vs. the different inhibitory concentrations.

3. Results and discussion

3.1. Steady-state kinetic parameters of CMP-catalyzed oxidation
reactions obeying a Ping-Pong Bi-Bi mechanism

In a two-substrate enzyme system, two general mechanisms are
possible for substrate-enzyme interactions - sequential or “Ping-
Pong”. In a sequential mechanism, both substrates are combined
with the enzyme to form a ternary complex before catalysis takes
place. The substrates can combine with the enzyme in a random
fashion (Random Bi-Bi) or in an obligatory order (Ordered Bi-Bi)
to form the ternary complex. The products formed from the reac-
tion can therefore be released in an ordered or random fashion. Ina
Ping-Pong mechanism, a ternary complex of substrates and enzyme
is not formed, Fig. 3. The first substrate in a Ping-Pong Bi-Bi mech-
anism combines with the enzyme to form a substituted enzyme
intermediate, with the concomitant release of the first product.
The second substrate then interacts with the substituted enzyme
intermediate to form the second product and regenerate the native
enzyme.

Ping-Pong and sequential mechanisms can be differentiated by
a steady-state kinetic analysis of the reaction using the procedures
described by Cleland [25].

The kinetic mechanism of the H, 0, -assisted CMP-catalyzed oxi-
dation of the AH, reducing substrates was investigated using initial
rate measurements, in which the concentrations of both substrates
- H,0, and AH; - were varied systematically and the results were
analyzed assuming steady-state conditions. The initial rates, v, as a
function of the hydrogen peroxide or AH, concentration, were fit-
ted to the Michaelis—Menten rate equation by an iterative process.

The rate equation for an enzyme-catalyzed Ping-Pong reaction
with two substrates, H,O, and AH,, in the absence of products and
at non-inhibitory substrate concentrations, is given by

_ Vmax[H202[[AH;]
V=740, AH,
Kiy? ?[AHz] + Ky [H202] + [H2 02 ][AH; |

(1)
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Fig. 4. Primary double-reciprocal plot of the initial rate of guaiacol oxidation as a
function of the hydrogen peroxide concentration at fixed guaiacol concentrations
(5mM (A), 10mM (a), 18 mM (O), 20mM (e)). The inserts show the secondary
plots of 1/V vs. 1/[guaiacol] (A) and of 1/K vs. 1/[guaiacol] (B). See text for other
experimental conditions.

which can be written in the form of a rectangular hyperbola for
fixed values [AH;]:

V[Hy0,]
V= — 227 2
K +[H207] @
where the V and K parameters are as follows:
T @
1+ (K 2/[AHz])
H,0,
Kk al (4)

T 1+ (k22 /[AH,)

At pH 7.0, double-reciprocal plots of the initial steady-state
rates of guaiacol oxidation vs. the hydrogen peroxide concentration
(0.05-8 mM) at fixed reducing guaiacol substrate concentrations
afforded a set of approximately parallel lines, as shown in Fig. 4.
Similar graphic behaviour of the double-reciprocal plots of the data
was observed upon studying the effect of guaiacol concentrations
on the initial rates of the oxidation reaction at different fixed H,0-
concentrations (data not shown). Similar trends towards paral-
lel lines in double-reciprocal plots were also observed at pH 7.0
for o-dianisidine, o-phenylenediamine, ferulic acid, catechol, and
at pH 3.0 for ABTS. The trends towards such linear parallel plots
obtained point to a Ping-Pong mechanism involving two indepen-
dent enzyme forms (i.e., enzyme forms separated by an irreversible
step). Thus, upon representing the intercept (1/V) of the above lines
and the inverse of the K parameter vs. the reciprocal of the fixed
substrate concentration, linear relationships are obtained (inserts
in Fig. 4 for the case of guaiacol). The values of KH202, KAHz, Vo
and kcat =(Vmax/[Eo]), shown in Table 1, were calculated from the
slopes and intercepts of the corresponding linear fittings of data
according to the following equations:

1 1 kM2 g

— = 5
14 Vmax Vmax [AHZ ] ( )
1 1 K2 6)

Ja— +
K Krl;llzoz Krl:zoz [AH;]

The highest turnover number, kcat, of CMP were found for the
substrates guaiacol and ferulic acid, followed by ABTS, catechol, o-
dianisidine, and o-phenylenediamine. The highest affinity of the
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Table 1

Kinetic parameters obtained for the H,0,-mediated oxidation of different substrates by CMP. See text for experimental conditions. [Eg]/108 M=5.0.
Substrate KH202 KAH2 Vinax keat Keat /K202 Keat /K™

x10° M x10° M x10° Ms~! x1072s71 x105M1s1 x105M~1s!

Guaiacol 37 +04 7.4 +03 53+02 11+1 28+ 04 14 +0.1
ABTS 25+ 0.5 0.8 +0.1 0.5 +0.2 9.1+ 05 3.6+03 11+4
Ferulic acid 2.1+0.2 0.42 + 0.09 53+0.2 12.6 £ 0.4 59+ 0.7 26+7
o-Dianisidine 0.71 £+ 0.07 0.53 £+ 0.02 0.83 + 0.02 1.67 + 0.01 24 +£09 3.16 £ 0.07
o-Phenylenediamine 4.1+02 32+03 0.61 + 0.04 1.23 £ 0.07 0.28 + 0.08 0.38 + 0.06
Catechol 3.86 + 0.03 1.03 + 0.06 20 + 2 4.10 + 0.03 1.06 + 0.02 3.98 + 0.01

enzyme (1/KH202) was for o-dianisidine, followed by ferulic acid,
ABTS, guaiacol, catechol and o-phenylenediamine. However, the
highest specificity constant or catalytic efficacy of the enzyme
(kcat/K#gOZ )was seen for ferulic acid, followed by ABTS, guaiacol, o-
dianisidine, catechol and o-phenylenediamine. Similar substrates
were studied for other peroxidases, such as African oil palm tree
(AOPTP) [26], royal palm tree (RPTP) [19] and Chamaerops excelsa
palm tree (CEP) [20] peroxidases.

3.2. Ping-Pong Bi-Bi microscopic rate constants for CMP

Peroxidases catalyze the oxidation of AH, organic substrates,
using H,0, (or other peroxides) as an electron acceptor, in a three
step catalytic cycle (Fig. 1) involving different intermediate enzyme
forms:

K

E + Hy0,—El 4+ H,0
k

El + AH, —2EIl + AH®

k
Ell + AH;—>E + H,0 + AH®

The monoelectronic oxidation of the native state E gives rise to
an intermediate state termed EI. EI is responsible for the oxida-
tion of the electron-donor substrate (AH;), accepting one proton
and one electron, and generating its free radical (AH®*) and another
enzyme state, designated EII. Finally, EII is reduced by a second
molecule of substrate, giving rise to a second free radical (AH®).
The microscopic constant k; (the constant of EI formation) indi-
cates the reactivity of the enzyme towards hydrogen peroxide and
ks (the constant of EIl reduction) represents the reactivity of the
enzyme towards the reducing substrate.

To calculate the microscopic constants (k; and k3 ) for the oxida-
tion of the substrates by CMP, the rates of oxidation of the substrates
were fitted for each concentration of AH, and H,0,, assuming the
steady-state approach and considering that k; > k3.

For non-inhibitory concentrations of H,0,, the initial rates of
substrate oxidation by peroxidases, following the three-step cat-
alytic cycle, can be fitted to the equation:

L AlH,0]
B + [H203]

where A=2[E]k3[AH;] and B=(k3/k;)[AH;]. From the slope of the
linear extrapolation of the experimental data shown in plots Avs. B
(see Fig. 5a)itis possible to calculate the value of k; (formation con-
stant of EI) for peroxidase-mediated guaiacol oxidation. The value
obtained, as well as those obtained in the same manner for fer-
ulic acid, ABTS, catechol, o-dianisidine and o-phenylenediamine, is
shown in Table 2.
Similarly, the dependence of v vs. [AH; | may be written as:

L _AlAH,]
T B+ [AH3]

where A=2[E]k;[H,0,]and B = (k1 /k3)[H20;]. From the slope of the
linear extrapolation of the experimental data shown in plots A vs.

(7)

(8)
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Fig.5. (a) Secondary plot of parameters A (nmols~!) vs. B(mM) obtained by varying
the H,0, concentrations for six guaiacol concentrations (3, 5, 8, 10, 12, 18 mM). (b)
Secondary plot of parameters A (nmols~!) vs. B (mM) obtained by varying guaiacol
concentrations for six H,O, concentrations (0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4 mM). See text for
other experimental conditions.

B (see Fig. 5b) it is possible to calculate the value of k3 (formation
constant of EIl) (see Table 2).
The catalytic efficacy for the utilization of H,0, would be given
by:
Keat 2ks3[AH; ]

= T ki [AH;] ~ 241 ®)

Krl;llzoz

Table 2
Microscopic constants k; and k3 for the H,0,-mediated oxidation of substrates by
the CMP. See text for experimental conditions.

Substrate k1 k3
pM- st pM- st

Guaiacol 0.54 + 0.04 0.13 £+ 0.07
ABTS 0.25 £ 0.05 0.26 £+ 0.01
Ferulic acid 0.35 + 0.09 14 +02
o-Dianisidine 0.96 + 0.01 0.52 + 0.03
o-Phenylenediamine 0.15 + 0.05 0.49 + 0.09
Catechol 04 + 0.1 0.19 £+ 0.09
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while the catalytic efficacy for the utilization of the substrates AH,
would be given by:
keat 2kq1[Hy0,]

= =2k 10
kA2 (ki /k3)[H20] 3 (10)

In other words, the reactivity of the enzyme with hydrogen per-
oxide is determined by the value of the constant k;, whereas its
reactivity with the reducing substrate is determined by the con-
stant k3. From Table 2, it can be seen that ferulic acid exhibits the
highest constant for the reactivity of CMP with AH; with respect to
the rest of the reducing substrate. However, o-dianisidine exhibits
the highest reactivity of CMP with H,0,.

Similar studies addressing kinetic parameters and microscopic
rate constants carried out with African [26], Royal [19] and CEP
[20,23] palm tree peroxidases have revealed that these enzymes
exhibit greater reactivity towards ferulic acid and ABTS, followed by
the aromatic amines o-dianisidine, o-phenylendiamine and, finally,
by phenolic substrates with one or two hydroxyl groups in their
chemical structures. In contrast, both soybean and peanut perox-
idases are more reactive towards guaiacol than towards amines
[26-28]. Both horseradish and tobacco peroxidases have been
reported to be equally reactive towards guaiacol and o-dianisidine
and about 10-15 times less reactive towards o-phenylendiamine
[19].

Substrate specificity studies of peroxidases are usually per-
formed with only one substrate present, besides H,0,, in the
reaction mixture at a given time; i.e., without any alternative sub-
strates able to undergo the same reaction. This is because the
presence of competing substrates tends to complicate the analysis
without providing much more information than would be obtained
by studying the substrates separately. However, this implies an
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Fig. 6. Primary double-reciprocal plot of the initial rate of guaiacol oxidation as a
function of the hydrogen peroxide concentration at fixed guaiacol inhibitory con-
centrations (20mM (A), 23 mM (H), 29 mM (OJ), 33 mM (@), 38 mM (O)). The insert
shows the secondary plot of K/V vs. the guaiacol concentration. See text for other
experimental conditions.

denominator of rate Eq. (1), the KH202[AH,] term can be mul-
tiplied by (1+ [AH]/KA"2) and the KAH2[H,0,] term by (1+
[H20,]/Kl292), where KAHZ and K}202 are the dissociation
constants ofAHz fromE*® AHZ and of H,0, from the EI* H,0, and/or
Ell* H,0, complexes, respectively. The double competitive sub-
strate inhibition would be exhibited when AH, and H, 05, are varied.
Thus, the corresponding rate equation would be:

V[H,0;][AH;]

KR2O2[AH, (1 + [AH,1/KA™2) 4 KAM2[H,0,](1 + [H,0,]/K[22%2) 4 [H,0,][AH, ]

important difference between experimental practice and the phys-
iological conditions under which enzymes usually exist. In this
sense, most enzymes are not wholly specific for a single substrate
and must often select between several that are available simul-
taneously. Therefore, to be physiologically meaningful enzyme
specificity must be defined in terms of how well the enzyme can
discriminate between different substrates present in the same reac-
tion mixture. This does not mean that it cannot be determined from
the kinetic parameters of the enzyme for separate substrates, but it
does mean that these parameters need to be interpreted correctly
and not on a casual basis [29].

3.3. Competitive substrate inhibition mechanism of CMP

In order to further verify the kinetic mechanism of the substrate
oxidation reactions catalyzed by CMP, inhibition studies were car-
ried out. One of the characteristic features of Ping-Pong reaction
mechanisms is the occurrence of competitive substrate inhibition
by both substrates [25]. In Ping-Pong reaction mechanisms, since
the three forms of the enzyme - E, El and EII - are so similar, it is
reasonable to expect that AH, would have some affinity for E as
well as El and Ell and, if the actives sites in El and EII are not too full
for the adsorption of H,0,, the H,O0, would be expected to show
some affinity for El and ElI [25], Fig. 1. In peroxidases, the formation
of a non-productive or dead-end complex between AH, and E and
the reaction of high concentrations of H, O, with EI, affording H, 0,
and O, have been found [30].

The occurrence of competitive substrate inhibition by both
substrates in the reaction mechanism means that in the

(11)

At fixed inhibitory values of the AH, concentration, the v vs.
[H,0,] data were fitted to the following rate equation of competi-
tive inhibition:

Vmax[HZOZ]
" KO (1 4 ((AH, )/ K(¥2) 4 [H;0,]

The reciprocal plots of 1/v vs. 1/[H,0;] at fixed [AH; ] should be
linear and should intersect on the y axis. This graphical behaviour
can be seen at fixed guaiacol inhibitory concentrations in Fig. 6. For
the other substrates studied, a similar degree of substrate compet-
itive inhibition was found (data not shown).

For the competitive inhibition, the Vand K of Eq. (2) are defined
by Eq. (3) (V) and by:

(12)

Kn2%2(1 + ([AHa ] /K2 2))
1+ (K22 /|AH, )

Therefore, the plots of K/V vs. [AH,] should be linear (see inset
in Fig. 6) because:

K= (13)

K K . KH202(AH, ] (14)
V" Vi A

Vrnax

Alternatively, at fixed inhibitory values of the H,O, concentra-
tion, the v vs. [AH,] data analysis provided a series of equations
similar to Egs. (12)-(14). Accordingly, the corresponding plots of
1/v vs. 1/[AH;] at fixed [H,0,] are also linear and intersect on the
y axis, and the plots of K/V vs. [H,0,] should also be linear. This
graphic behaviour was obtained for guaiacol at fixed [H,0;] (see
Fig. 7) and also for the rest of the substrates studied (data not
shown).
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Fig. 7. Primary double-reciprocal plot of the initial rate of guaiacol oxidation as a
function of the guaiacol concentration at fixed hydrogen peroxide inhibitory concen-
trations (6 mM (a), 8 mM (OJ), 10 mM (W), 13 mM (O), 15 mM (@®)). The insert shows
the secondary plot of K/V vs. the H, 0, concentration. See text for other experimental
conditions.

Table 3

Competitive substrate inhibition parameters.
Substrate K202 K

mM mM

Guaiacol 53+ 0.5 7.6 +0.7
ABTS 1.1+ 04 0.005 + 0.002
Ferulic acid 19 +0.1 76 +£1.0
o-Dianisidine 0.86 + 0.08 0.06 + 0.02
o-Phenylenediamine 0.80 + 0.04 0.0021 + 0.0003
Catechol 2.7 +04 1.9+ 0.6

The shape of the graphs drawn with the experimental points
again suggested that the same kinetic mechanism was operating;
i.e., the Ping-Pong Bi-Bi mechanism with competition between the
substrates and inhibition by guaiacol. Curve-fitting with the theo-
retical kinetics function provided the corresponding values for the
kinetic constants.

Consequently, competitive substrate inhibition was observed
in the H,0,-assisted CMP-catalyzed oxidation reactions for both
substrates, as expected for a Ping-Pong reaction mechanism. The
corresponding inhibition constants obtained - KSZOZ and Kg‘IHZ -
for the substrates studied are shown in Table 3.

Thus, the combined initial rate and substrate inhibition results
exclude an ordered or random sequential reaction mechanism, and
are only consistent with the Ping-Pong Bi-Bi mechanism. Follow-
ing the notation of Cleland [6,25] as the minimal kinetic model for
H,0,-assisted CMP-catalyzed substrate oxidation reactions Ping-
Pong reaction kinetics has also been observed for several other
peroxidase-catalyzed oxidations mediated by EI. The results of ini-
tial rate studies of the hydrogen peroxide-supported oxidation of
guaiacol by turnip peroxidase [31,32] and of the oxidation of fer-
rocytochrome c catalyzed by horseradish peroxidase [33,34] and
yeast cytochrome c peroxidase [35] are consistent with a Ping-Pong
mechanism. The initial rate kinetic studies of the oxidation of ferro-
cytochrome c by Pseudomonas aeruginosa cytochrome c peroxidase
yielded intersecting plots, which were initially interpreted as indi-
cating a sequential reaction mechanism [36]. However, subsequent
studies demonstrated that the intersecting plots arose from the for-
mation of an inactive hydrogen peroxide-enzyme complex, and the

mechanism of the reaction was reinterpreted to be of the modi-
fied Ping-Pong type [37,38]. Recently, it has been found that royal
palm tree peroxidase also exhibits a Ping-Pong Bi-Bi mechanism for
the H,0,-assisted catalyzed oxidation reactions of o-dianisidine,
o-phenylenediamine, ferulic acid, guaiacol and catechol [19].
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ABSTRACT

Suicide inactivation is a common mechanism observed for haem peroxidases, in which the enzyme
is inactivated as a result of self-oxidation mediated by intermediate highly oxidizing enzyme forms
during the catalytic cycle. The time-dependence and the inactivation mechanism of Cytisus multiflorus
peroxidase (CMP) by hydrogen peroxide were studied kinetically with four co-substrates (2,2’-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), ferulic acid, guaiacol and o-dianisidine). Catalytic
activity decreased following the sequence ABTS > guaiacol > ferulic acid > o-dianisidine. Once the interme-
diate complex (compound IlI-H;0,) had been formed, competition was established between the catalytic
pathway and the suicide inactivation pathway. One mole of CMP afforded around 3790 turnovers of H,0,
for ABTS before its complete inactivation. These results suggest that CMP follows a suicide mechanism,
the enzyme not being protected in this case. The mechanism of suicide inactivation is discussed with a

Suicide substrate
Mechanism-based inactivation
Suicide inactivation

view to establishing a broad knowledge base for future rational protein engineering.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Plants are aerobic organisms and thus utilize oxygen as a ter-
minal electron acceptor. Class Il plant peroxidases can generate, in
a controlled manner, highly reactive oxygen species (ROS), such
as HyO0, and hydroxyl radical (*OH), which may act as active
molecules during the oxidative burst, hypersensitive responses
or cell elongation. Alternatively, these ROS can act as a part of
signal transduction pathways during several physiological pro-
cesses [1]. Oxygen reduction initially produces superoxide and/or

Abbreviations: CMP, Cytisus multiflorus peroxidase; ROS, reactive oxygen
species; So, suicide substrate; Eg, enzyme under study; P.,, concentration of prod-
uct obtained at the end of the reaction; ks, Observed inactivation rate constant;
k3P, apparent inactivation rate constant; K{"", apparent enzyme/inhibitor-complex
dissociation constant; r, turnover number; k2P, catalytic rate constant.

* Corresponding author.
** Corresponding author at: Centro de Investigacién y Desarrollo Tecnolégico del
Agua (CIDTA), Universidad de Salamanca, 37007 Salamanca, Spain.

E-mail addresses: nazahidalgo@gmail.com (N.H. Cuadrado), mgr@usal.es

(M.G. Roig).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.09.033
0141-8130/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

hydroperoxide radicals, whose oxidizing powers are potentially
dangerous. Superoxide can inactive metabolic enzymes containing
Fe-S clusters and hydroperoxide is mainly found in acidic cellular
environments. The production of superoxide and hydroperoxide
is followed by that of hydrogen peroxide. Hydrogen peroxide can
inactivate enzymes by oxidizing their thiol groups. The destruc-
tive properties of superoxide and hydrogen peroxide are further
increased when they interact in the presence of metal ions to form
the highly reactive hydroxyl radical.

Class Il peroxidases can also contribute to maintaining low lev-
els of hydrogen peroxide. These enzymes are metalloproteins and
contain a haem centre (Fe porphyrin IX), which defines them as
haem peroxidases. Haem peroxidases are enzymes that catalyze
the oxidation of a variety of substrates, including phenols, aromatic
amines, thiosanisoles and halide and thiocyanate ions, by means
of the reduction of hydrogen peroxide. Regarding reducing sub-
strates, selectivity depends on the type of peroxidase. The rate and
efficiency of peroxidase-catalyzed reaction are affected by progres-
sive inactivation of the enzyme by the substrate, H,0,. All haem
proteins, including peroxidases, are inactivated in the presence of
catalytic concentrations of hydrogen peroxide. The architectural
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sequestration of the prosthetic haem group protects it from exter-
nally generated reactive species (radicals), but not from reactive
species generated during the course of its oxidative metabolism
of certain compounds. Such species may modify the haem and/or
protein moiety, or even cause the haem to modify the protein
irreversibly within the active site, in a process termed mechanism-
based inactivation or “suicide inactivation” [2].

The mechanism of function of haem peroxidases is a catalytic
network that acts via the establishment of a sixth coordination
bond between hydrogen peroxide and the haem iron and yields
compound I (oxo-iron (IV) porphyrin-based m-cation radical). From
this oxidizing intermediate, another two are formed: compound
Il (oxo-iron (IV) porphyrin), which has a sufficiently high redox
potential to oxidize the nearby haem group, and compound III
(peroxoiron (IIT) porphyrin), which is a non-catalytic intermediate
and has also been related to the self-inactivation of haem peroxi-
dases and haem-proteins, generating disruption of the haem group
and/or promoting the formation of protein-based free radicals [3,4].

The H,0,-mediated inactivation of peroxidases is a mechanism-
based process: once they have been activated by H,0;, highly
oxidizing intermediates are generated, two and one electron above
the resting state, which must be reduced in order to return to the
ground state of the enzyme.

The molecular mechanism underlying the H,0,-mediated inac-
tivation of peroxidases is extraordinarily complex due to the
multitude of reactions that can occur subsequently to the reaction
of the haem iron with the hydroperoxide. Despite the peculiari-
ties of different haem-proteins, a common inactivation mechanism
comprising several stages has been proposed [4]. The reaction
occurs in three distinct steps [5,6]. First, the native ferric enzyme
reacts with the oxidizing substrate, H,O, or another hydroperox-
ide, ROOH, to yield compound III. For some time now, this latter
phenomenon has been the object of our research: we have focused
on it as an example of mechanism-based enzyme suicide inactiva-
tion.

Peroxidases are important in biotechnological applications used
in industrial, analytical and biomedical processes such as the
treatment of wastewaters containing phenolic compounds [7], as
catalysts for organic synthesis [8], and in chemiluminiscence and
immuno-bioassays [9-11]. Suicide inactivation of peroxidases lim-
its the potential use of these enzymes in industrial scale processes.

In the present work, the time-dependence and inactivation
mechanism of CMP [12] by hydrogen peroxide were studied kinet-
ically with different co-substrates.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Analytical grade polyethyleneglycol (PEG), guaiacol (2-
methoxyphenol), ammonium sulphate, sodium phosphate and
sodium chloride were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA) and were used without further purification. H,0,
was from Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Spain). Superdex-75,
200 and HiTrap™ SP HP columns and Phenyl-Sepharose CL-4B
were from GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden).
Toyopearl DEAE-650M was purchased from the Tosoh Corpo-
ration (Tokyo, Japan). Cellulose membrane tubing for dialysis
(avg. flat width 3.0in.) was purchased from Sigma Chemical
Co.; Slide-A-Lyzer dialysis cassettes (extra-strength, 3-12mL
capacity, 10,000 MWCO) were from Pierce Biotechnology, Inc.
(Rockford, IL, USA), and centrifuge filter devices (Amicon Ultra
Cellulose, 10,000 MWCO, 15mL capacity) were from Millipore
Corp. (Billerica, MA, USA). All other reagents were of the highest
purity available. The water used for preparing the solutions

was double-distilled and then subjected to a de-ionisation
process.

2.2. Enzyme production

White Spanish broom (Cytisus multiflorus), an endemic and very
abundant plant found on the Iberian Peninsula, was collected in the
area of the Almendra dam (Salamanca, Spain). Stems (2000 g) were
milled and homogenized in 10 L of 50 mM phosphate buffer, pH 7.0
with 0.25 M NaCl for 8 h at room temperature. The excess material
was removed by vacuum filtration and centrifugation (10,000 x g,
277K for 40 min). Pigments were extracted by phase separation
along 8 hat 277 K after the addition of solid PEG 10,000 at 17% (w/v)
and sodium ammonium sulphate at 12% (w/v) to the supernatant.
Over time, two phases were formed: an upper polymer phase
(dark brown), which contained pigments, phenols, polyphenols,
oxidized phenols and PEG, and a lower aqueous phase (yellow),
containing peroxidase. These phases were separated and the phase
containing peroxidase activity was centrifuged. The clear super-
natant containing peroxidase activity was titrated with ammonium
sulphate to a conductivity value of 232 mScm~! and was applied
on a Phenyl-Sepharose column (1.5 cm x 35 cm) equilibrated with
100mM phosphate buffer, pH 7.0, with 1.7M ammonium sul-
phate, which has the same conductivity as the sample. The enzyme
was eluted with 100mM phosphate buffer, pH 7.0, plus 0.2M
ammonium sulphate at a flow rate 1mLmin~!. The fractions
showing peroxidase activity were dialyzed against 5 mM sodium
acetate-acetic acid buffer, pH 5, for 7h, with constant stirring
at 277K. These fractions were membrane-concentrated (Milli-
pore Centricon, 30,000 NMWL) to 15 mL and applied on a TSK-Gel
DEAE-5PW column (1 cm x 30 cm) equilibrated with 5 mM sodium
acetate-acetic acid buffer, pH 5. The fraction with peroxidase activ-
ity was not retained in the column. It was collected and dialyzed
against 5mM sodium acetate-acetic acid buffer, pH 5, overnight.
After dialysis, the fractions were membrane-concentrated (Milli-
pore Centricon, 30,000 NMWL) and applied on a HiTrap™ SP HP
1 mL column (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden)
equilibrated with 5mM sodium acetate-acetic acid buffer, pH 5.
Elution was carried out with a 25% solution of 5 mM acetate-acetic
with 1M NaCl, pH 5, at a flow rate of 1mLmin~!. Fractions with
peroxidase activity were collected and dialyzed again against 5 mM
sodium acetate-acetic acid buffer, pH 5, overnight; they were then
membrane-concentrated (Millipore Centricon, 30,000 NMWL) and
applied on a Superdex-200 column equilibrated with 5 mM phos-
phate buffer, pH 5. Elution was carried out with 150 mM NaCl in the
same buffer at a flow rate of 0.5 mLmin~!. The purity of the CMP
was determined by high-performance gel filtration and SDS-PAGE
[12].

2.3. Enzymatic activity of CMP

Peroxidase activity towards guaiacol was measured spectropho-
tometrically at 25°C. An aliquot of enzyme solution was added
to a 1-cm optical path-length spectral cuvette containing 18 mM
guaiacol and 4.9 mM H,0, in 20mM sodium phosphate buffer,
pH 6.0, in a final volume of 2 mL. The rate of absorbance change
due to substrate oxidation was monitored at 470 nm. Peroxidase
activities were calculated using a molar absorption coefficient
of 5200M~1cm~! at 470nm for the guaiacol oxidation product
[12,13].

2.4. Suicide substrate studies for CMP inactivation kinetics

The inactivation studies for CMP were carried at 25°C in
10mM incubations of universal buffer, pH 7.0, for each substrate
except ABTS, whose pH was 3.0. The amount of CMP enzyme was
130 nM for each of these experiments. The reason for studying the
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Table 1
Experimental parameters used in the inactivation study for the different substrates.

pH Range [H20;] (mM) A (nm) [S] (mM)
ABTS 3.0 0-2.6 414 0.8
Guaiacol 7.0 0-13 470 18
Ferulic acid 7.0 0-13 318 1.5
o-Dianisidine 7.0 0-13 420 3.0

inactivation at these pH values was that other plant peroxidases
have been characterized at these pH values, such that comparisons
can be made. The reactions were performed under the same con-
ditions as in a previous work [14]. Residual activity was defined
as the ratio A;/Ag, where A; is the total activity of the aliquot of
CMP incubated with different concentrations of hydrogen perox-
ide, and Ay is the activity of the enzyme without incubation with
H,0,. The parameters of the substrates used in the inactivation
assays are shown in Table 1. The residual peroxidase activity of all
the substrates was assayed after 24 h.

3. Results and discussion
3.1. Partition ratio for the inactivation of CMP by H;0,

The addition of excess substrates would preclude suicide inacti-
vation by competing with hydrogen peroxide for compound II. Once
formed, compound III could follow the decomposition pathway.
One mechanism proposed for this inactivation suggests the coex-
istence of two competitive routes for compound III: one catalytic
and the other for obtaining the inactive enzyme.

This mechanism was studied kinetically bearing in mind the
following [15]:

(a) [Sol> [Eo]and [P ] « [So]. This implies that the rate of the reac-
tion catalyzed by the first enzyme, at any reaction time, v;, must
be independent of changes in the substrate concentration.

(b) The partition ratio r = ki /kiPP > 1. This case implies the
attainment of an instantaneous steady-state restricted to the
catalytic route and that the final accumulation of product will
depend on an overall transient phase, including previous pro-
cesses.

(¢) The kinetics of coupling enzymes may develop under first-order
conditions with the use of appropriate enzyme concentrations.

It was found that the representation of residual peroxidase
activity vs. [HyO0,]/[CMP] was not always linear (Fig. 1). In this
case, Ag vs. [H,0,]/[CMP] showed a linear trend up to 20% of the
residual peroxidase activity. This value is in agreement with other
monomeric peroxidases, such as horseradish peroxidase [16].

The turnover number r suggests the amount of inhibitor (hydro-
gen peroxide) that will be necessary for 100% inactivation of the
enzyme. To calculate the turnover number, the following equation

was used:
A 1 [Hy0]
AR_AO =1-1 [CMP]

where A is the residual activity, A; and Ag are the activities at time
(t) (end of the reaction) and zero, respectively, r is the partition-
ing ratio (number of catalytic cycles given by enzymes before their
inactivation), and [H,0,] and [CMP] are the initial concentrations
of H,0, and enzyme.

Fig. 1 shows the plots of the percent residual activity against
the H, 0, /CMP ratio for the guaiacol substrate, which are represen-
tative of the results obtained for different substrates. Taking into
account the consumption of two moles of H,0, in each catalytic
cycle (one mole for the formation of compound III and another for
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Fig. 1. Sensitivity to inactivation of CMP at different molar ratios of [H,0,]/[CMP].
CMP was incubated at 25 °C with molar excesses of hydrogen peroxide in universal
buffer (10mM, pH 7.0 or 3.0). When the reaction was complete (24 h incubation),
the percentages of peroxidase residual activity were measured with guaiacol as
co-substrate.

inactivation or catalysis), the r values calculated from these plots
are givenin Table 2. The inactivation of each of the enzymes by H, 0,
in a range of different concentrations was also followed over time
(the results for guaiacol that were representative of those obtained
for each substrate are shown in Fig. 2).

On comparing CMP with palm tree peroxidases [14,17], it can
be observed that there is a similar number of molecules for inac-
tivation that is higher than those obtained for most peroxidases
studied, such as horseradish peroxidase (HRP) [18] or ascorbate
peroxidase (APX) [16]. This high number of the partition ratio indi-
cates that CMP exhibits good performance against inactivation by
hydrogen peroxide, and hence it can be proposed as a potential
candidate for a large number of biotechnological applications.

3.2. Kinetics of inactivation by H,0,

The inactivation of CMP by H, 0, in a range of different concen-
trations was also followed over time (as an example, the results for
guaiacol are shown in Fig. 2).

The natural logarithm plot of the percent residual activities (In
Ag) against time afforded straight lines (Fig. 3), with slopes equiv-
alent to the observed inactivation rate constant (kgps ).

[Aq]
[Ao]

The saturation kinetics of CMP inactivation by H,0, is shown in
Fig. 4, where it is possible to observe the hyperbolic curves fitted to
the plot of ks against [H,0,]. CMP inactivation by H,0, with dif-
ferent substrates exhibited single-phase kinetics, similar to those
shown by Chamaerops excelsa peroxidase (CEP) [14] but different to
the biphasic behaviour shown by royal palm tree peroxidase (RPTP)
[17] or HRP [16,19,20]. Clear evidence that the inactivation process
involved saturation kinetics was the observed hyperbolic nature of
the plots of ks against the H,O0, concentration. From these data,
the observed first-order incactivation rate constants (kops) can be
calculated using the equation:

In

= *kobst

kPP [H,0,]

1nac

Kops = —a¢_— —~
o> 7 KPP 1 [H,0,]

where the ks (the first-order inactivation rate constant) [14] val-
ues are obtained from the component in a fitting of the data by a
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Table 2

Apparent kinetic constants calculated for the inactivation of CMP variants by H,O,; r, turnover number; kf‘ppc, inactivation constant; K[“pp, dissociation constant of the
[compound 1lI-H,0, ] complex; 1/K;*, affinity constant of CMP and H,0,; k¥, catalytic rate constant; k2o¢ /K[**, efficiency of catalysis; k'*> /KPP, efficiency of inactivation.

cat

cat inac

r kPP (s71) KPP (mM) 1/KPP (M) kP (s71) kP /KPP (s T M) kPP /KPP (7T M)
ABTS 3790 1.54x 1074 36 6.51x1073 58 x 102 3.78x1073 10 x 1077
Ferulic acid 1610 148 x 107 34 6.77 x 1073 24x1072 1.62 x 1073 10 x 1077
Guaiacol 3000 1.11x 104 18 9.02x 102 33x 102 2.98 x 103 10 x 1077
o-Dianisidine 980 1.40 x 10~ 51 717 x 1073 14 x 102 1.00 x 103 10 x 107

A (%)

n 1 " 1 n 1 " 1
0 5000 10000 15000 20000
Time, s
Fig. 2. Time-dependence and inactivation kinetics of CMP by H,0,. CMP (130 nM)
was incubated at 25 °C, pH 7.0, with H, O, at concentrations of (l) 14 mM, (a) 10 mM,

(v) 15mM, (O) 50 mM, (1) 100 mM, (¢) 150 mM, (e) 300 mM. Residual peroxidase
activity was measured with guaiacol as co-substrate.

n 1 " 1 2 1 n 1
0 5000 10000 15000 20000
Time, s

Fig. 3. Least-squares linearized plots of the percentage of remaining activity vs.
time data for selected concentrations:[CMP]=130nM at 25°C, pH 7.0). [H,0,]: (m)
14mM, (o) 10mM, (v) 15mM, (O) 50 mM, (0) 100 mM, (4) 150 mM, (e) 300 mM.
Residual peroxidase activity was measured with guaiacol as co-substrate.

linear regression model; ki"P is the inhibitor-binding constant, and
KPP is the inhibition-binding constant.

Double-reciprocal plots of rate vs. inhibitor concentration
curves are often used as tools to examine the formation of com-
plexes between inhibitors and enzymes. The apparent kinetic
constants calculated for the different forms of the enzyme CMP are
shown in Table 2.

In the absence of reducing substrates and at high H,0, con-
centrations, CMP is inactivated in a time- and H, 0, concentration-
dependent process, exhibiting suicide substrate mechanism-based

1.2x10*

1.0x107F

2.8x10°

_5
8.0x10 2.4x10°

<, 2.0x10*

= 16x10°

kobs’ §

6.0x10°
1.2x10*

8.0x10°
0.00 002 0.04 006 0.8 0.10
1/[H,0,], mM"

4.0x10°

S " 1 N 1 " 1 N 1 s 1 N 1
2.0x10 0 50 100 150 200 250 300
[H,0,], mM

Fig.4. Kinetic curve of inactivation. Direct and double reciprocal plot (insert) of kops
(first-order inactivation rate constant) against the H,0, concentration.

inactivation kinetics. According to other authors [16,17,19,21],
similar behaviour has been observed in studies of H,O,-mediated
inactivation under identical experimental conditions of tempera-
ture, pH and enzyme and H,0, concentrations.

The proposed inactivation mechanism for CMP (Fig. 5, Table 2)
involves the cooperation of two pathways: one reversible and other
irreversible, which may or may not act independently of each other.
Its individual contribution to the overall inactivation mechanism
appears to depend on the H,0, concentration. A second molecule
of hydrogen peroxide would be required for enzyme inactivation,
not for inactivation itself but for the formation of compound IIL
Once compound III has been formed, a fraction of that population
would be converted into a non-active species. Given the vicinity of
the peroxyl radical of compound III bound to the porphyrin ring,
it is reasonable to suspect that, once formed, this reactive species
would potentially reach the tetrapyrrole structure and oxidize the
porphyrin moiety. This speculation is supported by the existence
of an inactive species, different from but related to compound III,
characterized by haem bleaching, which was observed after the
treatment.

Asinprevious studies [14,17],in this work the existence of a par-
titioning between the two pathways for compound III is proposed.
Our model, based on studies at high H, 0, concentrations, envisages
a further partitioning between these two inactivation pathways
and suggests the existence of a catalytic reaction in which H,0,
is consumed with relatively little harm to the enzyme (Fig. 5). This
kinetic model does offer a reasonable approximation suitable for
comparative purposes, as required here. Double-reciprocal plots of
the inhibition rate against inhibitor concentration have often been
used to examine the formation of complexes between enzymes
and inhibitors. We used linear least-squares fits to the data (Fig. 3)
to determine the relationship between the different enzymes and
H,0,. For each enzyme variant, we obtained the apparent val-

ues of the inactivation rate constant (k;°") and the dissociation
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Fig. 5. Proposed pathway for the suicide inactivation mechanism of CMP.

constant (K{"PP) of the enzyme/inhibitor-complex, together with
the turnover numbers r above, and the values of the catalytic con-

stant (k2PP), using the following relationship:

L
Kinmet

The results obtained for the apparent catalytic constant are
given in Table 2, where it can be seen that the highest values corre-
spond to ABTS, followed by guaiacol, ferulic acid and o-dianisidine.

The accessibility of the substrate towards the reducing binding
site in the haem pocket and its affinity for the product are important
for enzyme activity, as was observed with ABTS.

The dissociation and affinity constants for CMP are lower than
other class Ill peroxidases studied previously [22], which suggests
that this enzyme could be considered a good candidate for future
use in different biotechnological applications.

4. Conclusion

The inactivation kinetic mechanism of CMP in the oxida-
tion of different substrates (ABTS, ferulic acid, guaiacol and
o-dianisidine) by hydrogen peroxide shows suicide substrate
inactivation behaviour similar to most classical peroxidases
[14,16,17,19,23-25].

The kinetic model used in these experiments yielded satis-
factory parameters for inactivation kinetics mediated by H,05,
revealing the capacity of the enzyme to act on the different sub-
strates studied at different pHs. Two electrons are required for
peroxide reduction: one comes from Fe(Ill) while the other comes
from porphyrin, producing a porphyrin r-radical cation. One-
electron reduction of compound (I) gives compound (II), in which
the Fe(IV) =0 species remains intact and porphyrin is reduced.

For the substrate ABTS at pH 3.0, a value at which most enzymes
are not able to function, CMP performs a turnover of molecules up
to 3790 and exhibits an apparent catalytic rate constant of 0.58 s~ 1.
For the other substrates, ferulic acid, guaiacol and o-dianisidine,
at pH 7.0, turnover numbers only reached 1610, 3000, 980, with
apparent catalytic constants of 0.24s~1,0.33s~1,0.14s~1, respec-
tively. These values indicate that CMP exhibits good performance
against inactivation by hydrogen peroxide and that it could be used
in a broad range of applications.
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