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RESUMEN

TITULO: SEMI-PURIFICACION Y QARACTERIZACION PARCIAL DE LA PEROXIDASA DE
PASTO GUINEA (Panicum maximum)

AUTORA: Centeno Garcia Diana Alejandra”

PALABRAS CLAVES: Peroxidasa de pasto guinea, extraccion de enzimas, Panicum maximum,
purificacion de enzimas, caracterizacion parcial.

En este trabajo la enzima peroxidasa fue extraida de las hojas de pasto guinea (Panicum
maximum) y parcialmente purificada mediante reparto bifasico con PEG 14% y (NH,4),SO, al 10%,
luego se empleé cromatografia de exclusion por tamafio sobre una columna Sephadex G50 y
finalmente se concentré el extracto con amicones de 10000 Da. Después de este proceso se
consiguié aumentar el valor de la actividad especifica y el grado de pureza hasta 408,9 U/mg y
3,16, respectivamente. La peroxidasa de pasto guinea (PPG) fue caracterizada parcialmente para
determinar la estabilidad frente al pH donde se determind que un intervalo de pH entre 4 y 12 la
actividad enzimética se conserva hasta en un 75%, ademas se hizo un analisis de termoestabilidad
donde se determind que a una temperatura de 66°C la actividad enzimética se mantiene en un
73,7%.

Para el estudio de la especificidad sustratica se empled un disefio experimental de superficie de
respuesta de composicién central (DCC) 2* y el software STATGRAPHICS plus, con ello se
encontraron las condiciones 6ptimas de pH, concentracion de buffer, concentracion de perdxido de
hidrégeno y concentracion de sustrato para el ABTS, guayacol y o-dianisidina. Se establecié que
las mejores condiciones fueron sustrato (guayacol y H,O,) (9,99 y 8,0 mM, respectivamente), tipo
de buffer (tampon de 10 mM fosfato), pH (5,0) y tiempo (1,5 min).

Con estos resultados prometedores, en cuanto a sus propiedades bioquimicas (alta actividad
especifica, estabilidad frente al pH y temperatura) la peroxidasa de pasto guinea demuestra ser
una alternativa ideal para aplicaciones industriales como biosensores, bioquimica clinica o
biorremediaciéon de aguas residuales de refinerias de petréleo, industrias textiles, de polimeros,
resinas y papel, entre otras.

:*Trabajo de grado
Facultad de Ciencia, Escuela de Quimica, Director: John Jairo Castillo Leén Doctor en Quimica

20



ABSTRACT

TITLE: SEMI-PURIFICATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE OF
GUINEA GRASS (Panicum Maximum)

AUTHOR: Centeno Garcia Diana Alejandra”

KEY WORDS: guinea grass peroxidase, enzyme extraction, Panicum maximum, enzyme
purification, partial characterization.

In this work the peroxidase enzyme was extracted from guinea grass leaves (Panicum maximum)
and partially purified by biphasic partition with PEG 14% and (NH,;),SO,4 10%, followed by size
exclusion chromatography on a Sephadex column G50 and finally the extract was concentrated
with amikons 10000 Da. After this process it was possible to increase the value of the specific
activity and the degree of purity up to 408,9 U/mg and 3,16, respectively. The guinea grass
peroxidase (GGP) was partially characterized to determine the stability to pH where it was
determined that a pH range between 4 and 12 the enzymatic activity is conserved up to 75%,
besides a thermostability analysis was performed where determined that at a temperature of 66 °C
the enzymatic activity is maintained at 73,7%.

A central composite response surface (DCC) 2* design and the STATGRAPHICS plus software
were used for the study of the specificity of the samples, the optimum conditions of pH, buffer
concentration, hydrogen peroxide concentration and concentration of substrate for ABTS, guaiacol
and o-dianisidine were found. It was established that the best conditions were substrate (guayacol
and H,0,) (9,99 and 8,0 mM, respectively), buffer type (10 mM phosphate buffer), pH (5,0) and time
(1,5 min).

With these promising results, as regards its biochemical properties (high specific activity, stability to
pH and temperature), guinea grass peroxidase proves to be an ideal alternative for industrial
applications such as biosensors, clinical biochemistry or bioremediation of wastewater from oil
refineries , Textiles, polymers, resins and paper industries, among others.

:*Degree of Project
Faculty of Science, School of Chemistry, Director: John Jairo Castillo Ledn. Doctor on Chemistry
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que poseen grandes ventajas sobre los
catalizadores quimicos convencionales, algunas de ellas son: altas velocidades de
reaccion, especificidad hacia los sustratos, mejora en la actividad catalitica bajo
condiciones de pH y temperatura 6ptimas (Voet, D., 2006). Las enzimas se
clasifican de acuerdo a las reacciones que catalizan (IJUPAC Comision de
enzimas), entre estas se destacan las oxidorreductasas que se encargan de
procesos de Oxido-reduccion, transfiriendo electrones para oxidar o reducir grupos

funcionales.

Las peroxidasas forman parte del grupo de oxidorreductasas, estas utilizan el
peréxido de hidrégeno, algunos peréxidos organicos, o peroxiacidos como
aceptores de hidrégeno para catalizar la oxidacion de una variedad de donantes
de hidrégeno organico e inorganico, tales como fenoles, aminas aromaticas, y
otros, como lo reportan Jiang y col. 2003, estas caracteristicas hacen a las
peroxidasas deseables a nivel industrial y actualmente se usan en diferentes
campos, algunos de ellos son:

e En biorremediacion se usan las peroxidasas de rdbano picante (HRP) y
peroxidasa de lignina (LIP) para el tratamiento de contaminantes aromaticos
acuosos y decoloracion de tintes, segun el estudio de Kauffmann y col. 1999.

e Wright y Nicell. en 1999 emplearon peroxidasa de soja para el tratamiento de
residuos liquidos y suelos contaminados de fenoles, aminas aromaéticas,
compuestos colorados y metales.

e En el aflo 2009 Hamid y Rehman realizaron ensayos ligados a enzimas
(ELISA), también conocidas como EIA, son pruebas disefiadas para detectar
antigenos o anticuerpos, mediante la produccién de una enzima activada por el

cambio de color.
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e Alpeeva y col. en el 2005, publicaron la construccién de un biosensor, al
inmovilizar la peroxidasa sobre la superficie de un electrodo permitiendo
determinar la concentracion de peroxido de hidrégeno, otros hidroperdxidos o

un amplio rango de compuesto fendlicos.

La peroxidasa de rabano picante (Armoracia rusticana) ha sido la fuente vegetal
mas estudiada y empleada para procesos industriales debido a su alta actividad
enzimatica, pero tiene limitaciones con respecto a su estabilidad a temperaturas
superiores a 60°C y pH inferior a 3, informaron Pina y col. 2001. Por ello es
conveniente encontrar otras fuentes vegetales de peroxidasa que puedan
reemplazar la HRP y potencialmente puedan superar las limitaciones con las que

esta cuenta.

Este trabajo de grado se enfocd en la semi-purificacion y caracterizacion parcial de
una nueva fuente vegetal de peroxidasa: la de pasto guinea (Panicum maximum),
ya que en un estudio previo realizado por Sakharov y col. 1999, mostré tener una
alta actividad catalitica respecto a las demas plantas estudiadas. En la primera
etapa se ejecutaron ensayos preliminares del estado del pasto, tiempo de
extraccién y concentracion de la solucion buffer de fosfatos para determinar las
mejores condiciones de extraccién. En la segunda parte se establecio el protocolo
de extraccion de la PPG empleando una metodologia similar y con algunas

modificaciones a la descrita por Sakharov y col. en 2001.

En la dltima fase, para la caracterizacion bioquimica parcial se estudiaron algunas
propiedades de la PPG como pH, temperatura y la especificidad sustratica
(empleando un disefio experimental de composicién central 2* con el software
STATGRAPHICS plus) frente al ABTS, o-dianisidina y guayacol. Luego con las
condiciones Optimas para cada sustrato, se determinaron las constantes cinéticas
como la afinidad de la enzima por el sustrato (Ky), velocidad maxima de reaccion

cuando todos los centros activos estan ocupados por el sustrato (Vmax) Y €l
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namero de recambio (Kca), que es el nimero de moléculas de sustrato convertidas
en producto por molécula de enzima y unidad de tiempo, en condiciones
saturantes del sustrato. Finalmente mediante la técnica de electroforésis se

determind el peso molecular de la PPG semi-purificada.
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1. MARCO DE REFERENCIA

Gracias a la informacion estructural detallada de técnicas como la difraccion de
rayos x Y RMN, se han podido recolectar abundantes datos sobre la estructura de
las peroxidasas. Sin embargo, el analisis y el alineamiento de multiples secuencias
de peroxidasas, combinada con la estructura cristalina de la citocromo c
peroxidasa de la levadura, ha suministrado la prediccién de modelos Utiles para
las peroxidasas de bacterias, hongos y plantas, Welinder y Gajhede. 1993. Se
comprobd que todas las peroxidasas contienen ocho cisteinas, las cuales estan
localizadas en posiciones muy similares en la estructura primaria. De igual forma,
dos histidinas invariables (His42 e His170) han sido inferidas en la estructura del
sitio activo, asi His42 esta involucrada en la catalisis acido/base e His170 esta

unida al quinto ligando del grupo hemo, como lo reporta Esnault y col. 2015.

Las peroxidasas han sido identificadas sobre la superficie de muchas especies de
plantas, Mueller y Beckman. 1994. Por ejemplo, a partir de las hojas de la palma
de aceite (Elaies guineensis) Castillo y Ariza en el afio 2000 aislaron y purificaron
una peroxidasa anionica con una alta termoestabilidad y un peso molecular de 57
KDa. Existen peroxidasas termoestables que han sido reveladas y purificadas de
plantas, como la de hojas de Jatropha curcas por Cai y col. 2012 y hojas de citrus
medica (Mall y col. 2013).

Otro tipo de peroxidasa vegetal se encuentra en las raices de repollo morado
(Brassica oleracea) la cual fue purificada por cromatografia de afinidad y se

determind un peso molecular de 63,9 kDa (Somturk y col. 2014).

También fue reportada la peroxidasa proveniente de la cascara de naranja (Citrus

sinenses), que ha sido purificada a través de una nueva técnica de particion de
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tres fases, esta utiliza una bioseparacion para la extraccidn, concentracion y
purificacion de enzimas. El peso molecular después de la purificacion parcial fue
de 26 kDa segun el reporte de Vetal y Rathod, en el afio 2015.

Algunas peroxidasas han sido extraidas y purificadas de los frutos de las plantas,
este es el caso de la peroxidasa del agua dulce de Cocos nucifera, de cuyo
estudio se determiné que tenia el potencial de biotransformar un compuesto

genotoxico en un compuesto no genotoxico (Balasubramanian y Boopathy, 2013).

Para las aplicaciones industriales de biorremediacion de aguas contaminadas, se
registré que al purificar la peroxidasa proveniente de hojas de caucho (Hevea
brasiliensis) esta podia decolorar diversas clases de colorantes como azul de
anilina, puarpura de bromocresol, verde brillante, violeta de cristal, fucsia, verde de
malaquita, verde de metilo, violeta de metilo y azul de agua (Chanwun y col.
2013).

Diferentes técnicas espectroscépicas se han utilizado para el estudio de la
estabilidad conformacional y estructural de la peroxidasa de rdbano picante, entre
las descritas por Chattopadhya y Mazundar. 2000. se tienen principalmente:

dicroismo circular, estudios de fluorescencia y calorimetria de barrido diferencial.

Debido a su estabilidad y disponibilidad, la HRP purificada se utiliza a menudo
como una enzima modelo dentro de la familia de las peroxidasas. El pH éptimo es
7,0 para las preparaciones comerciales y la temperatura 6ptima es 30°C,
dependiendo del tipo de isoenzima y los sustratos, segun el estudio hecho por
Lavery y col. 2010. Otras peroxidasas provenientes de fuentes vegetales han sido

reveladas y aisladas recientemente se muestran en la tabla 2.

26



Tabla 1. Peroxidasas vegetales aisladas en la actualidad.

Fuente vegetal de POD Referencia
Lakoocha (Artocarpus lakoocha) (Sonkar y col. 2015)
Escoba espafiola (Cytisus multiflorus) (Perez y col. 2015)
Lechuga (Lactuca sativa) (Huy col. 2012)
Palma datilera (Phoenix dactylifera L.) (Al-senaidy e Ismael, 2011)
Papaya (Carica papaya) (Pandey y col. 2012)
Rabano silvestre (Raphanus sativus L) (Woitovich y Pico, 2013)

En cuanto a peroxidasas animales, fueron identificadas las hemo peroxidasas
VPOL1 en ratones y VPO2 en humanos (Cheng y col. 2008), ambas exhiben su
expresion mas alta en el tejido del corazon y la pared vascular.

Sakharov y col. 1999 en su trabajo Peroxidasa de plantas tropicales, determiné la
actividad enzimatica a diferentes frutos, raices y hojas de plantas tropicales. En el
caso de la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum) el valor en la actividad
enzimatica fue de 980 U/g hoja, siendo esta peroxidasa una de las mas
promisorias para posteriores estudios de actividad catalitica bajo diferentes
condiciones de pH, temperatura y especificidad sustratica, debido a su alta
actividad respecto a las demas examinadas. Por esta razon fue elegida en
principio para este proyecto de investigacion sobre las otras plantas posibles,
asimismo posterior al proceso de purificacion parcial y caracterizacion de la
peroxidasa los resultados serdn comparados con los de la HRP para considerar si
es una opcion adecuada respecto a aplicaciones industriales.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ENZIMAS

La gran variedad de reacciones bioguimicas que comprende la vida esta mediada,

casi en su totalidad, por un conjunto de catalizadores biolégicos notables

denominados enzimas. Si bien éstas se encuentran sometidas a las mismas leyes

de la naturaleza que gobiernan las demas sustancias, difieren de los catalizadores

guimicos habituales en varios aspectos importantes (Voet, 2006):

Presentan mayores velocidades de reaccion, en general, las velocidades de
reacciones catalizadas por enzimas se multiplican de 106 a 1012 veces con
respecto a las mismas reacciones no catalizadas por ellas.

Actian bajo condiciones moderadas de reaccion. Las reacciones catalizadas
por enzimas tienen lugar bajo condiciones relativamente suaves: temperaturas
inferiores a 100 °C, presion atmosférica y pH neutro.

Exhiben mayor especificidad de reaccion. Las enzimas tiene un alto grado de
especificidad hacia los sustratos sobre los cuales actuan, en comparacioén con
los catalizadores quimicos rara vez en las reacciones enzimaticas se obtienen
productos secundarios.

Muestran gran capacidad de regulacion. Las actividades cataliticas de muchas
enzimas varian en respuesta a las concentraciones de sustancias distintas de

sus sustratos y productos.

Por ser proteinas las enzimas estan conformadas por una o varias cadenas

polipéptidicas (estructuras en 3d), aunque también contienen constituyentes no-

péptidicos, como los carbohidratos. Para realizar su actividad catalitica pueden

requerir un constituyente no-péptidico llamado cofactor, que puede ser un ién o
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una molécula organica. Si el cofactor est4 directamente enlazado a la enzima se

denomina grupo prostético y si esta afiadido al sistema se denomina NADH.
La actividad enzimatica se ve afectada por los siguientes factores: concentracion
del sustrato, concentracion de la enzima, temperatura, pH y presencia de

cofactores.

2.1.1 Clasificacion de las enzimas Las enzimas se clasifican de acuerdo a la

reaccion quimica que catalizan (IUPAC Comision de enzimas) en seis clases:

Tabla 2. Clasificacion de las enzimas (Barbosa, 2006).

CLASE TIPO DE REACCION EJEMPLO
Deshidrogenasas,
Oxido-reductasas Oxidacién/ reduccion oxidasas, peroxidasas,
oxigenasas.
. Transaldolasas,
Transferasas Transferencia de grupo
transcetolasas,etc.
Esterasas,
Hidrolasas Reacciones de hidrolisis proteasas,carbohidrasas,
etc.
: Reacciones de .
Liasas o Substrato grupo Liasa
eliminacion
., Epimerasas, racemasas,
Isomerasas Isomerizacion
etc.
Ligasas Sintesis Ligasa X-Y

2.2 OXIDO REDUCTASAS
La mayoria de oxido-reductasas son hemoproteinas, un diverso grupo de enzimas

que desarrollan una amplia variedad de funciones en los organismos vivos, entre

ellas estan el transporte y el almacenamiento de oxigeno (hemoglobina vy
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mioglobina), el transporte de electrones y la produccion de energia (citocromo), la
transferencia de oxigeno (monoxigenasas), la oxidacion de sustratos
(peroxidasas), la dismutacion del peroxido de hidrogeno (H202), y las
transformaciones sintéticas (varias sintetasas), segun estudios de Hiner y col.
1996.

Las oxidoreductasas como su nombre lo indica son enzimas que catalizan
reacciones de oOxido-reduccion; ellas transfieren electrones para oxidar o reducir
grupos tales como: alcoholes, alquenos, aldehidos o cetonas, aminas y cofactores,
entre otros. Las oxidorrreductasas de dividen en: deshidrogenasas, oxidasas y

peroxidasas (Barbosa, 2006).

2.3 PEROXIDASAS

Las peroxidasas son glicoproteinas globulares con un peso molecular aproximado
de 42000 Da, en los cuales la porcién proteica corresponde a 34000 Da, el resto
del peso molecular del grupo esta constituido por el grupo prostético (grupo
hemo), dos iones de calcio y algunos glicanos superficiales enlazados. Por lo

general son moléculas mas pequefias que las oxidasas (Barbosa, 2006).
La peroxidasa cataliza la siguiente reaccion:
AH; + H,O, —> A+ 2H,0
La enzima utiliza peroxido de hidrogeno, algunos peréxidos organicos, o
peroxiacidos de la formula general ROOH como aceptores de hidrégeno para

catalizar la oxidacién de una variedad de donantes de hidrogeno organico e

inorganico, tales como fenoles, aminas aromaticas, y otros (Jiang y Yuan. 2003).
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Las peroxidasas vegetales desempefian importantes funciones fisiol6gicas:

1. La degradacion y la sintesis de lignina en el dafio y la reparaciéon de la pared
celular. También es importante en el alargamiento de las plantas (Fry, 1979).

2. Proporcionar defensa contra los patdégenos y el estrés (Vance y col. 1980).

3. Catalizan el catabolismo de las fito-hormonas de crecimiento, por ejemplo, &cido
indol acético (IAA) y de auxinas para regular el crecimiento de la planta (Ricard y
Job, 1974).

4. Control de la respiracion en plantas, en la produccion y eliminacion de las
especies reactivas de oxigeno (Paul y Mukherji, 1972).

5. Promueven la formacion de especies altamente reactivas, es decir, los radicales
libres y los estados electronicamente excitados. Estas especies pueden participar
en el dafo celular o ser de beneficio frente a patdégenos (Frylink y col. 1987).

6. Catalizan la oxidacién de una amplia variedad de sustratos, usando H,O, u

otros peroxidos (Regalado y col. 2004).

2.3.1 Fuentes de peroxidasa Las peroxidasas se encuentran en los reinos
vegetal y animal. Debido a la presencia del grupo hemo las peroxidasas se
pueden clasificar en dos grupos: las peroxidasas presentes en bacterias, hongos y

plantas, y las que estan presentes en los tejidos animales (Barbosa, 2006).

Sobre la superficie de muchas especies de plantas han sido identificadas
peroxidasas. Por ejemplo, a partir de las hojas de la palma datilera (Phoenix
dactylifera L) fue purificada por Al-senaidy e Ismael en 2011 una peroxidasa con

peso molecular de 55 KDa.
2.3.2 Clasificaciéon de las peroxidasas Las peroxidasas se clasifican segun de

acuerdo a sus propiedades estructurales, y se dividen en dos grandes

superfamilias (Welinder, 1992).
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Tabla 3. Clasificacion de las peroxidasas.

FAMILIA CLASE ORIGEN EJEMPLO
Peroxidasas de I Procariotico Citocromo ¢
las plantas peroxidasa

[l Fungico Lignina peroxidasa

1] Plantas HRP, mani, pasto

guinea
Peroxidasas de I Haluro Mieloperoxidasas
origen animal peroxidasas

I Prostaglandina
Prostaglandinas sintasa

2.3.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la peroxidasa La peroxidasa
es una enzima que cataliza la oxidacion de ciertos compuestos dadores de
hidrogeno, como fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-
fenilendiamina) por medio de peroxidos (H.0,). El sustrato oxidable mas usado es
el guayacol, que es oxidado a un complejo coloreado de tetraguayacol en

presencia de peroxidasa, tal y como es mostrado en el siguiente esquema:

Esquema 1. Oxidacién de guayacol en tetraguayacol en presencia de

peroxidasa.
OCH; OCH;
T o )
C. _= | =

OCH;

OH + 8H,O
T e |
cl =—0 0 |“‘*~t
- o

OCH; OCH;
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La velocidad de formacion del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida
de la actividad enzimatica por lecturas espectrofotométricas de las absorbancias
(470 nm UV) en relacion con el tiempo. La peroxidasa presenta como grupo
prostético un grupo hemo, cuyo atomo central de hierro forma complejos con
diferentes compuestos, como los cianuros y la hidroxilamina, inhibiéndose su
actividad enzimética. La actividad enzimética depende del vegetal, el sustrato

oxidable que se emplea como reactivo, pH y temperatura a que se trabaja.

Como la mayoria de las enzimas, la peroxidasa puede ser inactivada por el calor,
siendo una de las que precisan mayor temperatura y mas tiempo para su
inactivacion. Posee, ademas, la propiedad peculiar de la regeneracion enzimatica.
Este fendmeno consiste en que al inactivarla por medio del calor recupera
parcialmente su actividad después de un cierto tiempo. Esto ha sido explicado,
aduciendo que la fraccion proteica de la enzima sufre una desnaturalizacién sélo
parcial, con pérdida de su estructura terciaria, si el calor se aplica por un tiempo
muy corto, produciéndose luego una reversion de la proteina a su estado normal
por recombinacion de sus grupos hidrégenos o sulfhidrilicos. Este efecto del calor
sobre la actividad peroxidasica es muy, importante en la industria de alimentos y la
regeneracion enzimatica de la peroxidasa puede causar serios problemas en los
caracteres organolépticos. Se ha demostrado que esta actividad enziméatica puede
detenerse totalmente, si el calentamiento es suficientemente largo, de manera que
sobre 30 segundos la regeneracion es muy débil generalmente (Universidad de
Manizales).

2.3.4 Propiedades cataliticas En general, el ciclo catalitico de las peroxidasas se
asemeja al descrito para la peroxidasa de rabano picante (HRP). La gran mayoria
de las peroxidasas catalizan la reduccion de peroxido de hidrogeno a agua y la

oxidacion a un amplio rango de sustratos.

33



Esquema 2. Mecanismo general de catalisis de las peroxidasas (Castillo,
2001).
7

=

H,O,

Ik
H,O

HOOC

El primer paso es el rompimiento del peroxido de hidrégeno catalizado por la
peroxidasa. Uno de los oxigenos del perdxido sale como agua, mientras que el
otro es retenido por el grupo ferrilo. EI compuesto | es conocido como cation
porfirinico 1. EI compuesto | acepta luego un electrén de la molécula del sustrato
RH, produciendo el compuesto II, que contiene el grupo ferrilo, pero ya no como
cation porfirinico. EI compuesto Il acepta un electrén de una segunda molécula de
sustrato, regresando a la enzima nuevamente a su estado nativo. La pérdida de un
electron del sustrato, acompafnado de la pérdida de un protén, genera la formacion
de un radical. La alta reactividad y baja selectividad asociada con los radicales

organicos hacen gue la quimica de los radicales sea realmente complicada.

Los sustratos que reducen los compuestos | y I, reciben el nombre de “sustratos
reductores”, y su interaccion con el sitio activo de la peroxidasa tiene lugar en la

posiciéon delta del borde del grupo Hemo (Barbosa, 2006).
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2.3.5 Propiedades moleculares

2.3.5.1 Efecto del pH sobre la actividad de las peroxidasas Por ser proteinas
las peroxidasas se ven afectadas también por los cambios en el pH. Un cambio en
el pH afecta la estabilidad, la conformacién de la peroxidasa y la forma del sitio
activo destruyendo las interacciones no covalentes (rompiendo los enlaces iGnicos
y los enlaces de hidrégeno). Un cambio en el pH produce una adicidon o una
eliminaciéon de hidrégeno de los aminoacidos de la peroxidasa. En el pH 6ptimo, la
peroxidasa tiene una actividad catalitica méaxima. Si el pH disminuye o aumenta
respecto a este valor 6ptimo, la actividad enzimatica disminuye. El pH 6ptimo para
cualquier peroxidasa depende del substrato donador de hidrégeno y el buffer
utilizado (Halpin y col. 1989).

2.3.5.2 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la peroxidasas Las
reacciones enzimaticas aumentan su velocidad con la temperatura, dentro de una
gama limitada de valores. La temperatura a la cual las peroxidasas presentan su
méaxima actividad depende de una serie de factores tales como la pureza de la
enzima y del substrato, la presencia de activadores o inhibidores. Varia
fundamentalmente con el método para seguir el curso de la reaccion, ya que la
llamada temperatura 6ptima es funcion del periodo de tiempo que se emplee en la
medida de la actividad (Barbosa, 2006).

2.3.5.3 Estabilidad de las peroxidasas frente a la temperatura y pH La forma
como el pH y la temperatura afectan la estabilidad de las peroxidasas
especificamente a sus estructuras secundaria y terciaria, estd determinada
principalmente por tres factores: lones de calcio (Ca®*), puentes disulfuro y la red
de enlaces de hidrogeno (Chattopadhya y Mazundar, 2000; Pina y col. 2001).
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Tabla 4. pH y temperatura 6ptima para diferentes peroxidasas vegetales.

Fuente de
peroxidasa

Rabano picante
(Armoracia
rusticana)
Palma real

(Roystonea regia)
Hojas de palmera
datilera
(Phoenix dactylifera
L.)

Repollo morado
(Brassica
oleracea var.
capitata f. rubra)
Rabano negro turco
(Raphanus sativus
L.)

Pifion
(Jatropha curcas)
Nabo
(Brassica napus)

2.3.6 Purificaciéon de peroxidasas El estudio completo de muchos sistemas
biolégicos esta relacionado con la purificacibn de uno o mas componentes del
sistema. Desafortunadamente, hay un gran nimero de contradicciones sobre la

tactica de desarrollar un esquema de purificacion que de buenos resultados. Las

pH 6ptimo

7,0

7,0-8,0

50-6,0

7,0

6,5

5,0

6,0

Temperatura
optima (°C)
30

30 -50

55

30-70

30

60

45

Referencia

(Lavery y col.
2010)

(Castillo, 2001)

(Al-senaidy, e
Ismael, 2011)

(Somturk y col.
2014)

(Kalin y col.
2014)

(Caiy col.
2012)
(Rodriguez,
2011)

cinco etapas basicas de la purificacion son las siguientes (Cooper, 1984):

1. Desarrollo de los métodos de andlisis adecuados.

2. Seleccion de la mejor fuente a partir de la cual se puede aislar la enzima.

3. Solubilizaciéon de la molécula deseada.

4. Estabilizacion de la molécula repetidamente en cada etapa de su purificacion.

5. Desarrollo de una serie de procesos y concentracion.



Para la purificacion de proteinas especificamente de la peroxidasa se deben tener
cuatro criterios: especificidad absoluta, sensibilidad alta, elevada precision y
utilidad.

Habitualmente el proceso de purificacion de la peroxidasa estd compuesto por las
siguientes etapas: extraccibn y separacion de pigmentos, cromatografia
hidrofébica, cromatografia de permeacion en gel y cromatografia de intercambio
ionico (Castillo, 2001). En este caso adicionalmente se va a realizar una

ultrafiltracion.

2.3.6.1 Extraccion y eliminacion de pigmentos En esta etapa las hojas son
trituradas y  generalmente se utilizan soluciones buffer PBS con baja
concentracion de sales, de tal modo que el pH escogido resulte en la méaxima
actividad de la peroxidasa.

El proceso de eliminacion de pigmentos se lleva a cabo en un medio acuoso con
la formacion de dos fases insolubles. Los sistemas acuosos son formados cuando
dos polimeros, tales como el polietilengligol (PEG) y el dextrano, o un polimero y
una sal, son mezclados por encima de sus concentraciones criticas en un medio
acuoso (Albertsson, 1986). Cuando biomateriales, tales como las proteinas, son
adicionadas a estas mezclas, ellas se distribuyen desigualmente entre las dos

fases formadas (Kenkare, 1996).

En la eliminacién de pigmentos especificamente en las peroxidasas se utiliza un
sistema bifasico de polietilenglicol y sulfato de amonio (Sakharov y Castillo, 2000).
Durante esta etapa hay una separacion de capas en el extracto; la capa superior 0
capa oscura donde estan presentes toda clase de pigmentos es separada de la
capa clara o capa inferior en donde esta presente la peroxidasa con la sal libre de

pigmentos.
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2.3.6.2 Cromatografia por exclusion de tamafio La cromatografia de exclusion
es un tipo de cromatografia liquida en la cual la fase estacionaria es sélida y la
fase movil es liquida. Su principal aplicacion es la separacion de las moléculas en
funcidén de su tamafio con la finalidad de estudiar el peso molecular y distribucion

de los polimeros (Seymour y Carraher, 1995).

Las principales caracteristicas de esta técnica cromatografica son:

e La fase estacionaria es inerte, por lo que la columna no se desactiva.

e La muestra no interacciona quimicamente con la fase estacionaria, ni con la
fase movil.

e Los solutos son generalmente sustancias de peso molecular elevado (mayores
de 2000). Dependiendo de su medida y estructura, éstos se retienen o se
eluyen a través de la columna. No se pueden emplear gradientes de elucién en

la fase movil.

El relleno de columna se comporta como un tamiz o filtro donde se distinguen tres
tipos de moléculas: moléculas permeables (moléculas pequefias que entran el
interior del relleno poroso y quedan detenidas), moléculas fraccionables
(moléculas intermedias que entran de manera parcial en el poro) y moléculas

excluidas (moléculas grandes que no entran en los poros).

En lo que respecta a la fase estacionaria, se utiliza un material poroso con las
siguientes caracteristicas: uniformidad en la granulometria de las esferas y en la
medida de los poros; estabilidad quimica (sobre todo al pH y a la temperatura);
maxima inercia frente a los compuestos a separar; preparacion rapida y sencilla; y
resistencia mecanica a las alta presiones. La caracteristica principal del eluyente
empleado como fase mévil es que debe arrastrar los diferentes componentes, sin
interaccionar ni con la muestra ni con la fase estacionaria. Por tanto, la muestra
debe ser soluble en la fase movil para evitar interferencias en los resultados

(Gutiérrez y Bouzan, 2009).

38



2.3.6.3 Ultrafiltracién La ultrafiltracion es el tipo de Filtracion que utiliza
membranas para separar diferentes tipos de sélidos y liquidos. El tamafio de poro
no es tan fino como en la nanofiltracion y tampoco requiere tanta energia para
efectuar la separacion, y es mas pequefio que el de las membranas de
microfiltracion. La membranas de Ultrafiltracion estan dispuestas en forma de
capilares y estan construidas con materiales plasticos que son porosos

semipermeables.

La Ultrafiltracion es capaz de concentrar sélidos suspendidos, bacterias, algunas
proteinas, algunos colorantes y compuestos con un peso molecular mayor a
150,000 Dalton (C.V, 2013).

2.3.7 Determinacion del peso molecular por electroforesis La electroforésis es
un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada con
la finalidad de separar biomoléculas segun su tamafio y carga eléctrica a través de

una matriz gelatinosa.

Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta son colocadas en
un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo que
posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las moléculas cargadas
positivamente se desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) y aquellas
cargadas positivamente se desplazaran hacia el anodo (el polo positivo). El
movimiento de las moléculas esta gobernado también por dos fuerzas adicionales;
inicialmente la friccion con el solvente dificultard este movimiento originando una
fuerza que se opone , por otro lado las moléculas tienen que moverse en forma
aleatoria 0 movimiento browniano debido a que poseen energia cinética propia
denominado difusion. La energia cinética de las moléculas aumenta con la

temperatura, por ello a mayor temperatura mayor difusion.
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La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una
manera homogénea, de tal manera que, si las moléculas son colocadas en un
cierto lugar de solucidn, los iones comenzaran a moverse formando un frente cuya
anchura aumentara con el tiempo. Para reducir la anchura de este frente podemos
reducir el movimiento de las moléculas empleando un medio que oponga mas
resistencia a dicho movimiento. Una forma comudn de hacer esto es formar un gel.
El gel consiste de un polimero soluble de muy alto peso molecular que atrapa
moléculas de agua y forma un tamiz que dificulta el movimiento de los solutos,
consecuentemente, la migracién electroforética de las moléculas serd mas lenta,

pero el ensanchamiento del frente se vera reducido también.

Los métodos electroforéticos zonales son Utiles para lograr la separacion de
mezclas complejas. Se aplican pequefias cantidades de la disolucién de proteinas
a un soporte solido, que se impregna con una soluciéon tampon. Los soportes son
en general polimeros y forman un gel poroso que restringe el movimiento de las
moléculas a través del medio durante la electroforésis y disminuyen los flujos de

conveccion del solvente.

2.3.7.1 Electroforésis en geles de agarosa La agarosa es un polisacéarido
(originalmente obtenido de algas, como el agar-agar, pero de composicidon
homogénea), cuyas disoluciones (tipicamente de 0.5 a 2 %) poseen la propiedad
de permanecer liquidas por encima de 50 grados C y formar un gel, semisélido al
enfriarse. Este gel esta constituido por una matriz o trama tridimensional de fibras
poliméricas embebida en gran cantidad de medio liquido, que retarda el paso de
las moléculas, se usa usualmente para separar moléculas grandes de alrededor
20.000 nucledtidos (Javeriana, 2003).
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2.4 GENERALIDADES DEL PASTO GUINEA (Panicum maximum)

Son plantas de la familia graminea que forman macollas, pueden alcanzar hasta 3
m de alturay de 1 a 1.5 m de diametro de la macolla. Los tallos son erectos y
ascendentes con una vena central pronunciada. La inflorescencia se presenta en
forma de panoja abierta de 12 a 40 cm de longitud. Las raices son fibrosas, largas
y nudosas y ocasionalmente tienen rizomas, esto confiere cierta tolerancia a la
sequia. Requiere alta fertilidad de suelo, competencia menor con malezas y alta
digestibilidad. Son usadas para pastoreo, corte y acarreo, barreras vivas (Tesfay y
col. 2014).
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Figura 1. Pasto guinea (Panicum maximum) (CONABIO.COM.MX, n.d.).
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3. METODOLOGIA

3.1 REACTIVOS

Los reactivos y materiales utilizados en este estudio fueron adquiridos de la
siguiente manera: Merck: peroxido de hidrogeno (30 % p/v), sulfato de amonio y
polietilenglicol (peso molecular 15000); J.T. Baker: guayacol. Sigma-Aldich: ABTS
(298%), o-dianisidina. Los reactivos utilizados para las soluciones tampoén fueron

todas de grado analitico y proporcionados por J.T Baker.

La peroxidasa de pasto guinea (PPG) fue extraida y parcialmente purificada en el
laboratorio perteneciente al Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia

de la Universidad Industrial de Santander (UIS).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Extraccion y semipurificacion de la peroxidasa de pasto guinea Para
purificar la peroxidasa extraida de las hojas de pasto guinea (Panicum maximum)
que se encuentra en pastizales dentro de la ciudad de Bucaramanga, se emple6
una metodologia similar a la descrita por Sakharov y col. 2001 con algunas
modificaciones como el tiempo de extracciéon, pH de la solucion buffer de fosfatos,

tiempo y frecuencia de centrifugado.

3.2.1.1 Recoleccion de las hojas de pasto guinea y extraccion de la
peroxidasa Las hojas recolectadas fueron lavadas con agua destilada, luego se
les retird el nervio central y se cortaron en pequefios trozos que fueron molidos

con un molino de granos. Para homogenizar el material vegetal se pesaron 50 g
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de hojas que se separaron en 2 partes iguales, a la primera parte se le agreg6é 100
mL de buffer de fosfatos 30 mM a pH 8 y se agité por 6 horas a 200 rpm. Para
estudiar el mejor tiempo de extraccién, se vario el tiempo de agitacion en 3
experimentos de 6 h, 12 h 'y 24 h; a partir del cual se eligié 6 horas, como el mejor
tiempo de extraccién con el que se presentdé una mayor actividad enzimatica.
Posteriormente se filtr6 el extracto con un filtro de tela de algodén y al
sobrenadante se le afiadio la segunda parte de 25 g con el objetivo de tener un
extracto con mayor concentracion de la POD. Luego el extracto concentrado se
dej6 agitar nuevamente por 6 horas y se filtr6 usando las condiciones descritas
para la primera extraccién. El extracto fue centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos

y 4° C, para eliminar solidos.

Al concluir la extraccion, se midieron tanto la concentracion de proteinas por el

método de Bradford como la actividad enzimatica de la POD (ver seccién 3.2.1.5).

3.2.1.2 Eliminacion de pigmentos por reparto bifasico Para eliminar los
fenoles, polifenoles y sus productos de oxidacion, se adicioné sulfato de amonio
((NH4)2S04) 10% p/v y polietienglicol (PEG, peso molecular: 15.000-20.000 Da)
14% pl/v en el extracto y se agitd a temperatura ambiente hasta su completa
disolucién con la ayuda de un agitador magnético. Fue dejado en reposo en un
embudo de decantacion por una hora, hasta que se formaron 2 fases insolubles.

La fase inferior de color claro fue recolectada ya que contenia la PPG.

Terminada la etapa de eliminacion de pigmentos, se determinara la concentracion

de proteinas y actividad enzimatica del extracto.

3.2.1.3 Cromatografia por exclusion de tamafio Esta cromatografia se llevo a
cabo a temperatura ambiente. Como fase estacionaria se utilizé una columna de
25 cm® Sephadex G-50. La columna se equilibré con buffer Tris-basica 3 mM pH

8.3 utilizando un flujo de 1 mL/min, esta misma solucion se empledé como fase
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movil para la elucién de la PPG. Luego el extracto y la fase movil fueron eluidos
recolectando las fracciones cada 8 min, finalmente seleccionando las fracciones
gue poseian una mayor actividad enzimatica y posteriormente determinando la

concentracion de proteinas.

Figura 2. Purificador de proteinas Bio-Rad Biologic y sus partes (Vargas,
2016).
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3.2.1.4 Ultrafiltracién Para concentrar el extracto obtenido en el paso anterior, se
utilizaron amicones de 10000 Da que fueron puestos en la centrifuga junto con el
extracto a 5000 rpm y 4°C por 30 minutos. Luego se tomé la actividad enziméatica
tanto al filtrado como al concentrado, para garantizar que sélo en el concentrado
estuviera presente la POD y se determind la concentracion de proteinas para

concluir el proceso de purificacion parcial.
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3.2.1.5 Determinacién de la actividad enziméatica El medio de reaccion
empleado para la determinacion de la actividad enzimatica de la PPG se prepar6
adicionando a 50 mL de solucién tampén de fosfatos 30 mM a pH 8, 10 yL de
H.O, al 30 % (p/v). La actividad catalitica de la PPG se cuantific6 de forma
continua a través de la determinacion de las velocidades iniciales de reaccion.
Usando guayacol como sustrato, se observé la aparicion del producto de reaccién
tetraguayacol, a 470 nm, con un coeficiente de extincion molar del producto de
5200 M*cm™. Para el ensayo se afiadieron 10 pL de PPG a 2.5 mL de medio de
reaccion y 5 yL de guayacol, luego se siguio la formacién del producto mediante el
aumento de absorbancia en un espectrofotometro UV/visible de doble haz UV-
1800 SHIMADZU.

3.2.1.6 Determinacion de proteinas por el método Bradford Para calcular la
concentracion de proteinas en la solucion resultante se hizo una curva de
calibracion utilizando albumina de suero bovino (BSA) como patron en un rango
entre 0,1-1 ppm. La concentracidon de proteinas se hallé por interpolacion con la
curva de calibracion que relaciona la concentracion de proteinas con la
absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro UV/visible de doble haz UV-1800
SHIMADZU.

3.2.2 Caracterizacion bioquimica parcial

3.2.2.1 Estudio de la estabilidad de la POD a diferentes pH Para el estudio del
pH sobre la actividad de la PPG se incubaron 10 pL del extracto semi-purificado
en un volumen de 990 uL de un buffer universal compuesto por acido bérico, acido
acetico, acido fosférico e hidroxido de sodio 10 mM, durante 2 horas, en un rango
de pH entre 2-12. Después, se tomO una alicuota de 10 pL de la enzima y se

determind la actividad utilizando 5 puL de guayacol como substrato.
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3.2.2.2 Estudio de la termoestabilidad Se calent6 una solucion buffer de fosfatos
30 mM de pH 6ptimo a 66°C durante 15 minutos. Luego se adicionaron 10 uL de
la PPG por cada 2,5 mL de buffer fosfatos con H,O, 0,9 mM y se incubaron a la
misma temperatura. Posteriormente, cada 10 minutos se tomaron alicuotas de
2,510 mL de la mezcla (solucion buffer de fosfatos 30 mM con H,O, 9 mM y PPG),
incubando por 30 minutos a 25°C, para restaurar la actividad perdida debido a la
inactivacion reversible. Finalmente se determiné la actividad enzimatica
empleando 5 pL de guayacol como sustrato y se grafico la actividad relativa en el

tiempo para hallar la constante de inactivacion de la PPG.

3.2.2.3 Estudio de la especificidad sustratica Para el estudio de la especificidad
sustratica se realizdé un tipo de disefio experimental de superficie de respuesta
denominado: disefio de composicién central (DCC), con un disefio factorial 2*
(concentracion de buffer, concentracion de perdxido de hidrogeno, concentracion
de sustrato y pH) usando el software STATGRAPHICS plus en los intervalos
dados en la tabla 5. Con ello se logréo determinar que variables dependientes
(concentracion de buffer, concentracion de perdxido de hidrogeno, concentracion
de sustrato y pH) afectan significativamente la variable independiente de
respuesta, que es la actividad enzimatica de la peroxidasa del pasto guinea
(Panicum maximum). Ademas el disefio de composicion central (DCC) permitié
encontrar los valores 6ptimos de las variables dependientes y los respectivos

modelos polinébmicos para cada sustrato.

La constante de velocidad limite de la reaccion se determiné variando la
concentracion de sustrato y luego la del peréxido de hidrégeno. En la celda se
adiciond la solucion buffer, sustrato y peréxido de hidrogeno (la mezcla sera
tomada como blanco para ajustar el cero en el espectrofotometro a la longitud de
onda correspondiente). Luego se adiciond la enzima registrando el cambio de
absorbancia durante 5 minutos. Una vez se obtuvo la concentracién 6ptima del

sustrato se vario de la concentracion de peroxido de hidrégeno.
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Tabla 5. Condiciones del disefio experimental para estudiar la especificidad

sustratica de la enzima peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum).

Sustrato Concentracion | Concentracion | Concentracion pH
de sustrato de buffer [mM] de H,0;
[mM] [mM]
ABTS 0,016-0,15 0,01-0,1 0,2-6,0 4,0-8,0
Guayacol 0,1-10,0 0,01-0,1 0,7-8,0 4,0-8,0
o-dianisidina 0,08-0,5 0,01-0,1 1,0-9,0 4,0-8,0

3.2.2.4 Determinacion del peso molecular por electroforesis La pureza y valor
del peso molecular de la PPG fue determinado por electroforésis SDS-PAGE (8%)

en presencia de 1% de 2-mercaptoetanol y EDTA 5 mM (Laemmli, 1970).

La electroforésis con dodecil sulfato de sodio en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) de la enzima nativa en un gel al 8,0% se efectu6 a temperatura ambiente
de acuerdo con el procedimiento publicado (Davis, 1964). La tincion del gel se
llevé a cabo de acuerdo con el método de tincion de plata de Chevallet y col. 2006.
El peso molecular aproximado de enzima purificada se determind mediante el
corrimiento de alicuotas de 20 pL de la peroxidasa de pasto guinea (Panicum
maximum) aislada en tdndem con HRPF y marcadores de peso molecular

(estdndares de mayor precision de proteinas de Bio-Rad).
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 ESTUDIOS PRELIMINARES

Para determinar las mejores condiciones de extraccion se realizaron estudios

previos que se mencionan a continuacion:

» Estado del pasto

Se recogio pasto guinea de hojas cortas (no mas de 20 cm de altura), largas (40
cm de altura en adelante) y con sefiales de estrés oxidativo (mordidas de insectos,
manchas y telarafias, entre otros), posteriormente se extrajo la POD como indica
el protocolo de Sakharov y col. 2001 hasta la primera etapa, antes del reparto
bifasico. En la tabla 6 de resumen, se puede observar que la clase de pasto
empleada para la extraccion tiene un efecto significativo en la actividad
enzimatica. En el caso del largo de la hoja, es mejor elegir pasto con hojas largas
(mayor a 40 cm de altura) debido a que contiene un 50% mas de peroxidasa, esto
puede deberse a que esta implicada en los procesos fisiolégicos de las plantas,
como el crecimiento, desarrollo y endurecimiento de la pared celular. Es de
esperarse que el estrés oxidativo incremente la cantidad de POD presente en el
pasto guinea, ya que lo emplea como mecanismo de defensa frente a agentes
externos y patégenos. Por tanto fue ideal elegir pasto de hojas largas (con altura

superior a 40 cm) y con sefales de exposicion al estrés oxidativo.
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Tabla 6. Estudio del estado del pasto guinea (Panicum maximum).

Estado del pasto guinea | Actividad enzimatica
relativa (%)

Hojas cortas (<20 cm) 31,9
Hojas largas (>40 cm) 63,1
Bajo condiciones de 100,0

estrés oxidativo

» Tiempo de extraccion

Para lograr los resultados deseados en el menor tiempo posible fue necesario
comparar los periodos de extraccion de la POD, eligiendo 3 intervalos de: 6 horas,
12 horas y 24 horas. Segun la tabla 7 la variacion de la actividad enzimética no fue
muy variable (inferior al 20%) respecto al tiempo de extraccién, por ello se eligio 6

horas como tiempo de extraccion ideal.

Tabla 7. Estudio del tiempo de extraccion de la peroxidasa de pasto guinea

(Panicum maximum).

Tiempo de extraccion Actividad enzimatica relativa (%)
6 horas 82,1
12 horas 100,0
24 horas 76,8

» Concentracion de la solucién buffer de fosfatos

Para analizar el efecto de la concentracion de la solucion buffer se realizé una
prueba a diferentes concentraciones de la solucion buffer de fosfatos que se
muestra a continuacién en la tabla 8. A partir de los resultados obtenidos de
determiné a 30 mM como la mejor concentracién buffer de fosfatos, al incrementar
la concentracion hasta 90 mM disminuye la actividad enzimatica de la PPG. Este
efecto puede deberse a que las propiedades de las proteinas también estan

influenciadas por la fuerza idnica, que se encuentra en funcion de la concentracion
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de sales en la solucion buffer. En la tabla 8 se observa que la actividad enziméatica
relativa aumenta hasta una concentracion 30 mM del buffer de extraccion, esto
puede atribuirse a que la PPG es una enzima que es afectada por la
concentracion de iones fosfato, por ello la fuerza ionica del medio puede alterar su
actividad, lo que sucede a concentraciones superiores a 30 mM donde disminuye
la actividad enzimética relativa; mientras que a una concentracién baja del buffer
(10 mM) puede no ejercer la capacidad amortiguadora requerida (Bravo y col.
2011).

Tabla 8. Estudio del efecto de la concentracion de la solucién buffer de

fosfatos con la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum).

Concentracion buffer de fosfatos Actividad enzimatica relativa (%)
(mM)
10 82,1
30 100,0
50 98,5
70 63,5
80 57,0
90 50,6
100 57,7

4.2 EXTRACCION Y SEMIPURIFICACION DE LA PEROXIDASA DE PASTO
GUINEA

En estudios previos segun Sakharov y col. 1999. la peroxidasa de pasto guinea
(Panicum maximum) presenta una alta actividad enzimatica respecto a las demas
hojas de plantas analizadas, ademas se encuentra comunmente en el territorio
colombiano y se le quiere dar un valor agregado ya que sélo se emplea como
pasto de forraje para el ganado. Estas caracteristicas hacen a la PPG una

alternativa llamativa con posibles caracteristicas deseables para aplicaciones
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como biosensores, biorremediacion y bioquimica clinica. Por ello este proyecto de
investigacion se centré en la purificacion parcial y estudio bioquimico evaluando la
estabilidad en funcion del pH, la temperatura y la especificidad frente a algunos
sustratos de esta novedosa fuente de peroxidasa. Para cumplir el objetivo, se
homogenizaron 50 g de hojas de pasto guinea, previamente cortadas y molidas
obtenidas en pastizales dentro de la ciudad de Bucaramanga. Para la extracciéon
de la enzima se utilizé una solucion buffer fosfato pH 8, 30 mM en una relacion 1 g
hoja/4 mL de buffer, condiciones previamente establecidas en el item anterior.
Para la concentracion de la PPG, los 50 g de hojas se dividieron en dos porciones
iguales y el volumen inicial de solucién buffer (100 mL) se us6 como solucién
extractora para las dos porciones. El extracto obtenido presenté un color verde
oscuro. Para eliminar parte del material sélido, se filtr6 el extracto con un filtro de
tela de algodén y el extracto resultante presentaba un color verde oscuro. La
actividad enzimatica total del extracto crudo fue de 16174 U. La coloracion del
extracto se debe a la presencia de pigmentos y polifenoles, por tanto es de vital
importancia eliminar estos compuestos, para ello se centrifugd el extracto crudo
precipitando asi los sedimentos y después de este procedimiento el color del

extracto cambi6 a café claro.

Continuando con el proceso de eliminacion de fenoles, polifenoles y productos de
oxidacion de estos compuestos, se hizo un reparto bifasico adicionando (NH4)>SO4
y polietilenglicol en concentraciones de 10% p/v y 14% plv respectivamente. En
esta etapa se formaron dos fases: una de color marron oscuro, donde quedaron
suspendidos por la accién del PEG los pigmentos, polifenoles, productos de
oxidacion y proteinas de naturaleza hidrofébica, mientras en la otra fase de color
amarillo claro se encontraron las proteinas hidrosolubles. Luego de este
procedimiento hubo un incremento de la actividad especifica en 79 U/mg y una

reduccion del volumen en un 58% como es de esperarse al purificar las proteinas.
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Figura 3. A) Proceso de molienda de pasto guinea. B) Extraccién por 6 horas.

C) Extracto centrifugado. D) Reparto bifasico.

Después de la separacion de las dos fases en un embudo de separacion, la fase
color amarillo claro, que contiene la actividad peroxidasa pasa al fraccionamiento

cromatografico.

» Cromatografia de exclusién por tamafio molecular

La parte clara del reparto bifasico se pasé a través de una columna con fase
estacionaria Sephadex G50, en donde se us6é como fase mévil TRIS-basica 3 mM
pH 8,3. Se trabajo a una velocidad de flujo de 0,5 mL/min y se recogieron
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fracciones cada 8 minutos. El objetivo de éste paso es eliminar proteinas de bajo
peso molecular y las sales en exceso, como el sulfato de amonio. Una evidencia
de la eliminacion de las sales es la disminucion de la conductividad de 177 mS a
0,36 mS. Posteriormente se colectaron las fracciones 5-10 que contenian
simultaneamente una mayor actividad volumétrica y alta absorbancia a 280 nm

(longitud de onda que indica la presencia de grupos aromaticos de las proteinas).

Figura 4.Cromatografia de exclusion por tamafio molecular de la peroxidasa

de pasto guinea (Panicum maximum) sobre Sephadex G50.
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Para finalizar la purificacion parcial se realiz6 la concentracion de la PPG obtenida
en la etapa anterior pasando el extracto por amicones de 10000 Da a 5000 rpm en
la centrifuga y 4°C durante 30 minutos. La parte superior denominada concentrado
corresponde al extracto final semi-purificado de PPG.

Para resumir el procedimiento de purificacién parcial se da la tabla 9, por medio de
ella se puede saber el rendimiento y eficiencia en cada etapa de la purificacion de

la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum). Como en todo proceso de
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purificacion el rendimiento disminuye a medida de que el extracto se enriquece de
enzima, pero un rendimiento casi del 40% en el extracto final es bastante bueno
para provenir de material vivo, ya que normalmente en el caso de purificaciones

vegetales suele encontrarse alrededor del 25-35%.

Tabla 9. Tabla de rendimientos del proceso de purificacion de la peroxidasa
de pasto guinea (Panicum maximum).

Etapa de Volumen | Proteina | Activida | Actividad Factor de Rendimiento

purificacion (mL) total d total especifica | purificacion (%)
(mg) (Uimg)
Extraccion 90 124,98 | 16173,90 129,41 1 100
Eliminacion de
solidos 85 74,21 15475,95 208,53 1,61 95,68
Reparto
bifasico 49 47,79 12553,80 262,69 2,03 77,62
Cromatografia
de exclusién
por tamafio 31 30,57 10229,07 334,65 2,58 63,24
Ultrafiltracion 1 15,26 6238,76 408,88 3,16 38,57

4.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PPG A DIFERENTES
VALORES DE pH

La PPG tiene una actividad enzimética bastante estable en un intervalo de 4 a 12
frente al guayacol como lo muestra la figura 5, ya que esta se mantiene superior al
70% siendo 8 el mejor pH de trabajo para la enzima. Las peroxidasas de hojas de
Jatropha curcas, lechuga (Lactuca sativa L) y cidro (Citrus medica) presentaron 4,
5y 6 como los mejores pH respectivamente, empleando guayacol como sustrato
(Caiy col. 2012; Hu y col. 2012; Mall y col. 2013). Por tanto es ideal usar la PPG a
pH bésico (superior a 7) debido a que en el caso de las peroxidasas de hojas de
lechuga o cidro la actividad enzimatica disminuye por debajo del 50% a este

mismo pH.
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Figura 5. Efecto del pH sobre la actividad catalitica de la peroxidasa de pasto

guinea (Panicum maximum).
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4.4 ESTUDIO DE LA TERMOESTABILIDAD DE LA PPG

Para analizar la estabilidad térmica de la PPG se realizé un ensayo incrementando
la temperatura a partir de 40°C hasta 80°C, para posteriormente incubar a 25°C en
solucion buffer fosfatos 30 mM pH 8 y asi restaurar la actividad perdida debido a la
inactivacion reversible. De la figura 6 se puede visualizar que la PPG conserva
mas del 70% de su actividad enzimatica hasta los 66°C, después de esta
temperatura la enzima se inactiva de forma irreversible debido a desnaturalizacién

de la misma.
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Figura 6. Efecto de la termoestabilidad de la peroxidasa de pasto guinea

(Panicum maximum).
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Luego se selecciond la temperatura de 66°C para observar el efecto de la
temperatura en el tiempo, ya que la PPG conservaba mas del 70% de actividad
catalitica. En la figura 7 se muestra que la PPG hasta los 70 minutos mantiene
mas del 55% de la actividad original a 66°C, comparada con la peroxidasa de
hojas de cidro que después de 70 minutos a 65°C su actividad disminuye a 45%
(Mall y col. 2013). Para determinar la constante de inactivaciéon de la enzima (Kinac)
a 66°C se graficd el In(A/Ao) en funcién del tiempo, donde A, es la actividad
enzimatica inicial y A la actividad enzimatica residual, como muestra la figura 8.
Luego se realizé una regresion lineal (ya que la peroxidasa de pasto guinea sigue
una cinética de primer orden), donde se obtuvo la ecuaciéon y= -0,0081x-0,0319,
cuya pendiente corresponde al valor de la constante de inactivacion de la enzima,
esto indica que pierde 0,0081 unidades por minuto a 66°C. La Kjnsc de la
peroxidasa de palma real es de 0,408 min™® a 80°C (Barbosa, 2006), lo que

probablemente indica una mayor termoestabilidad de la PPG.
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Figura 7. Estabilidad de la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum)

en funcion de la temperatura a 66 °C.
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Figura 8. Determinacion de la constante de inactivaciéon de la peroxidasa de

pasto guinea (Panicum maximum) a 66°C.
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4.5 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD SUSTRATICA

Para determinar las mejores condiciones de la actividad catalitica de la PPG frente
a los diferentes sustratos se analizO qué parametros (concentracion de buffer,
concentracion de perdxido de hidrogeno, concentracion de sustrato y pH) pueden
afectar la actividad catalitica de la PPG con cada uno de los sustratos analizados
(guayacol, o-dianisidina y ABTS) se realizé en cada caso un disefio experimental
de superficie de respuesta denominado disefio de composicion central (DCC), con
un disefio factorial 2* usando el software STATGRAPHICS plus en los intervalos
dados en la tabla 5.

4.5.1 Especificidad sustratica de la PPG frente al guayacol

Tabla 10. Matriz de resultados para el estudio de la especificidad sustratica

de la PPG frente al guayacol generada por el software STATGRAPHICS plus.

pH [mt] Buffer [mM] HzOz | [mM] Guayacal Actividad volumetrica (U/mL)
4 10 0,7 0,1 12,50
g 10 0,7 0,1 3,62
4 100 0,7 0,1 10,71
g 100 0,7 0,1 3,21
4 10 g 0,1 | 76,02
d 10 g 0,1 | 2,03
4 100 g 0,1 | 5,13
g 100 g 0,1 | 3,52
4 10 0,7 10 | 310,23
g 10 0,7 10 | 159,29
4 100 0,7 10 | 339,96
g 1a0 0,7 1a 204,95
4 10 g 10 £:33,00
g 10 g 1a 232,99
4 100 g 1o 301,71
g 100 g 10 265,34
4 55 4,35 5,05 294 88
g 55 4,35 2,03 119,13
B 10 4,35 5,05 | 458,23
] 100 4,35 2,03 | 262,34
= 55 0,7 2,05 | 252,35
B 55 g 2,05 | 29246
] 55 4,35 0,1 | 343,35
B 55 4,35 10 | 472,07
G 55 4,35 5,05 303,27
2 55 4,35 2,05 325,66
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En la tabla 10 se resumen los resultados obtenidos después de realizar los
experimentos planteados por el disefio de composicion central, donde a través de
los factores analizados (pH, concentracion de buffer, concentracion de H,O, vy
concentracion de guayacol) se determin6 como afectan estos la variable de
respuesta (actividad volumétrica). La gréfica 1 exhibe a la derecha de la linea azul
las variables que mas afectan la actividad catalitica de la PPG (concentracion de
guayacol, pH y concentraciéon de H,0O,), mientras la concentracion de buffer no
afecta en gran manera la variable de respuesta. Los signos + y — representan
cuando las variables tienen un efecto directa o inversamente proporcional,
respectivamente. El R? obtenido con este modelo corresponde a 91,6%, lo que
indica que existe una alta correlacion de los datos experimentales obtenidos

respecto a la ecuacion modelo que genero el software.

Grafica 1. Gréfico de Pareto estandarizado para la actividad volumétrica de la

PPG frente al guayacol.

D:[ ] Guayacol
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En la grafica 2 se aprecia como las concentraciones de H,O, y guayacol afectan la
actividad volumétrica de la PPG de forma lineal y proporcional, mientras que la
concentracion de la solucién buffer y el pH ejercen un efecto inversamente

proporcional de forma lineal y parabdlica, respectivamente en la actividad
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volumétrica. La alta inclinacién de la pendiente de la concentracion de guayacol
indica que es la variable que mas influye en la actividad catalitica de la enzima.

Gréfica 2. Grafica de efectos principales para la actividad volumétrica de la

PPG frente al guayacol.
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La superficie de respuesta obtenida sumando los efectos de todas las variables se
puede visualizar en la grafica 3 donde se mantuvieron constantes las

concentraciones de H,O; a 4,35 mM y guayacol 5,05 mM.
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Gréfica 3. Gréfica de superficie de respuesta estimada de la PPG frente al

guayacol.
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Ecuacion 1. Ecuacién modelo obtenida por medio de STATGRAPHICS plus
para el andlisis de la especificidad de la PPG frente al guayacol.

Actividad volumétrica = -927,016 + 364,679*pH — 0,356835*[ | Buffer + 1,03889*[ ]
H,O, + 56,3122* | Guayacol - 30,9337*pH® — 5,24836*pH*| ] Guayacol +
1,94743*10% ] H,0,*[ ] Guayacol

Los valores 6ptimos obtenidos de cada una de las variables estudiadas para la

especificidad sustratica de la PPG frente al guayacol se presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Valores 6ptimos del estudio de la especificidad sustratica de la
PPG frente al guayacol determinados por medio del DCC empleando el
software STATGRAPHICS plus.

Factor Inferior Superior Optimo
pH 4,0 8,0 5,05
Concentracion de buffer (mM) 10,0 100,0 10,02
Concentracion de H,O, (mM) 0,7 8,0 8,00
Concentracion de guayacol 0,1 10,0 9,99
(mM)
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4.5.2 Especificidad sustratica de la PPG frente a la o-dianisidina El resumen
de resultados obtenidos luego de realizar los experimentos planteados por el DCC
se muestran en la tabla 12, donde se aprecia como la actividad volumétrica es
afectada por las variables analizadas: pH, concentracion de buffer, concentracion
de H,O, Yy concentracion de o-dianisidina. A la derecha de la linea azul de la
grafica 4 se presentan las variables que méas afectan la actividad catalitica de la
PPG, las cuales son concentracion de o-dianisidina, pH y concentracion de la
solucion buffer, como la concentracién de H,O, esta a la izquierda de la linea esto
indica que no afecta en significativamente la variable de respuesta. Los signos +y
— representan cuando las variables tienen un efecto directa o inversamente
proporcional, respectivamente. El R? obtenido con este modelo corresponde a
77,2%, lo que revela que existe buena correlacion de los datos experimentales

obtenidos respecto a la ecuacién modelo que genero el software.
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Tabla 12.. Matriz de resultados para el estudio de la especificidad sustratica
de la PPG frente a la o-dianisidina generada por el software STATGRAPHICS

plus.
pH |[mM] Buffer | [mM] HzOz | [mM] o-dianisidina T&%ﬁd
4 10 1 0,08 61,00
7 10 1 0,08 47 A2
4 100 1 0,08 £5,24
7 100 1 0,08 36,04
4 10 g 0,08 60,01
7 10 9 0,08 34 62
4 100 g 0.0a 63,32
: 100 g 0,08 28,19
4 10 1 0.5 196 A7
7 10 1 0.5 1346 87
4 100 1 0.5 247 47
7 100 1 0.5 13213
4 10 g 0.5 295 93
: 10 g 0.5 2153.08
4 100 g 0.5 321 78
7 100 g 0.5 164 A0
4 55 5 0.29 274 68
: 55 5 0,29 a8 69
g 10 5 0,29 466 52
g 100 5 0,29 418,08
g 55 1 0,29 326,72
g 55 g 0,29 415 91
g 55 5 0.08 149,93
g 55 5 0.5 572,95
g 55 5 0.29 439,25
g 55 5 0,29 425 53
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Gréfica 4. Gréafico de Pareto estandarizado para la actividad volumétrica de la

PPG frente al o-dianisidina.
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Para observar los efectos de cada variable respecto a la actividad catalitica de la
PPG se presenta la grafica 4, donde se exhibe que las concentraciones de H,0,,
o-dianisidina y pH influencian la actividad volumétrica de la PPG de forma lineal y
proporcional, mientras que la concentracion de la solucion buffer afecta lineal e
inversamente proporcional la actividad volumétrica. La alta pendiente que
representa la concentracion de o-dianisidina en la gréfica 5, denota que esta

variable tiene un mayor efecto en la actividad catalitica de la PPG.
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Gréafica 5. Gréfica de efectos principales para la actividad volumétrica de la

PPG frente a la o-dianisidina.

® 800 F 3
% B §
£ 600 [ -
= i ]
O B 4
S 400 | _ .
E : \ f/ ]
T 200 F \ .
> K / ]
E= B §
g o —

pH [ 1 Buffer [1H,0, [ ] o-dianisidina

La superficie de respuesta obtenida sumando los efectos de todas las variables de
puede visualizar en la grafica 6 donde se mantuvieron constantes las

concentraciones de H,O, 5,0 mM y o-dianisidina 0,29 mM.

Gréfica 6.. Grafica de superficie de respuesta estimada de la PPG frente a la

o-dianisidina.
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Ecuacion 2. Ecuacién modelo obtenida por medio de STATGRAPHICS plus
para el andlisis de la especificidad de la PPG frente a la o-dianisidina.
Actividad volumétrica = -650,891 + 71,3983*pH + 15,7956 | Buffer + 15,0242*[ ]
H,O, - 112,17* ] o-dianisidina - 2,29158*pH*[ ] Buffer + 423,077*pH*[ ] o-
dianisidina - 20,6412*[ ] Buffer*[ ] o-dianisidina

Los valores 6ptimos obtenidos de cada una de las variables estudiadas para la
especificidad sustratica de la PPG frente a la o-dianisidina son dados en la tabla
13.

Tabla 13. Valores optimos del estudio de la especificidad sustréatica de la
PPG frente a la o-dianisidina determinados por medio del DCC empleando el
software STATGRAPHICS plus.

Factor Inferior Superior Optimo
pH 4,0 8,0 8,0
Concentracion de 10,0 100,0 10,0
buffer (mM)
Concentracion de 1,0 9,0 9,0
Hzoz (mM)
Concentracion de 0,08 0,5 0,5
o-dianisidina
(mM)

4.5.3 Especificidad sustréatica de la PPG frente al ABTS La tabla 14 ensefia los
resultados obtenidos al ejecutar los experimentos propuestos por el DCC, alli se
muestra como las variables analizadas: pH, concentracion de buffer,
concentracion de H,O, Yy concentracion de ABTS influyen sobre la actividad
volumétrica. En la grafica 7 se presentan a la derecha de la linea azul las variables
que tienen mayor efecto sobre la actividad catalitica de la PPG, estas son la
concentracion de ABTS y pH, mientras a la izquierda de la linea se muestra que la
concentracion de la solucién buffer y la concentracién de H,O, no ejerce un

impacto significativo respecto a la actividad volumétrica. Los signos + y —
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representan cuando las variables tienen un efecto directa o inversamente
proporcional, respectivamente. El R? obtenido con este modelo corresponde a
96,9%, el mas alto obtenido entre los tres sustratos analizados, esto sefiala que
los datos experimentales obtenidos se ajustan de forma precisa a la ecuacion

modelo que genero el software.

Tabla 14. Matriz de resultados para el estudio de la especificidad sustratica
de la PPG frente al ABTS generada por el software STATGRAPHICS plus.

oH [td] Buffer | [mh] H,O,  [mi] ABTS | Actividad (UsmL)
4 10 0,2 0,016 15,45
5 10 0,2 0,016 3,74
4 100 0,2 0,016 12,60
5 100 0,2 0,016 0,18
4 10 0,6 0,016 15,61
5 10 0,6 0,016 0,56
4 100 0,6 0,016 11,57
5 100 0,6 0,016 0,13
4 10 0,2 0,15 91,10
5 10 0,2 0,15 0,54
4 100 0,2 0,15 85,06
5 100 0,2 0,15 0,09
4 10 0,6 0,15 106,91
5 10 0,6 0,15 045
4 100 0,6 0,15 91,96
5 100 0,6 0,15 0,52
4 55 0.4 0,083 49,31
5 55 0.4 0,083 0,14
6 10 0.4 0,083 0,19
6 100 0.4 0,083 0,85
5 55 0,2 0,083 0,19
6 55 0,6 0,083 0,16
6 55 0.4 0,016 0,39
6 55 0.4 0,15 0,69
5 55 0.4 0,083 0,31
6 55 0.4 0,083 0,25
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Gréfica 7. Gréafico de Pareto estandarizado para la actividad volumétrica de la
PPG frente al ABTS.
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En la grafica 8 se presenta que tanto las concentraciones de H,O, y ABTS
intervienen en la actividad volumétrica de la PPG de forma lineal y proporcional.
Por otro lado la concentracion de la solucion buffer y el pH afectan inversamente
proporcional en forma lineal y parabdlica, respectivamente la actividad
volumétrica. La prominente pendiente de la concentracion de ABTS indica que es

la variable con mayor contribucion a la actividad catalitica de la PPG.
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Gréfica 8. Gréfica de efectos principales para la actividad volumétrica de la
PPG frente al ABTS.
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La superficie de respuesta obtenida sumando los efectos de todas las variables de
puede visualizar en la grafica 9 donde se mantuvieron constantes las
concentraciones de H,O, 0,4 mM y ABTS 0,083 mM.

Grafica 9. Gréfica de superficie de respuesta estimada de la PPG frente al
ABTS.
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Ecuacion 3. Ecuacion modelo obtenida por medio de STATGRAPHICS plus
para el andlisis de la especificidad de la PPG frente al ABTS.

Actividad volumétrica = 222,285 - 80,5736*pH - 0,0392878*[ | Buffer + 5,20564*[ ]
H,O, + 1165,55* ] ABTS + 6,66015*pH? - 150,385*pH*[ ] ABTS

Los valores Optimos obtenidos de cada una de las variables estudiadas para la

especificidad sustratica de la PPG frente al ABTS son dados en la tabla 15.

Tabla 15. Valores O6ptimos del estudio de la especificidad sustratica de la
PPG frente al ABTS determinados por medio del DCC empleando el software
STATGRAPHICS plus.

Factor Inferior Superior Optimo

pH 4,0 8,0 4,0

Concentracion de 10,0 100,0 10,0
buffer (mM)

Concentracion de 0,2 0,6 0,6
H202 (m M)

Concentracion de 0,016 0,15 0,15
ABTS (mM)

Tabla 16. Comparacién de los valores 6ptimos obtenidos para los diferentes
sustratos a partir del disefio de composicién central (DCC) 2* por medio del
software STATGRAPHICS plus.

Sustrato Concentracion | Concentracion | Concentracion pH
de sustrato | de buffer (mM) | de H,O, (mM)
(mM)
Guayacol 9,99 10,02 8,0 5,05
o-dianisidina 0,5 10,0 9,0 8,0
ABTS 0,15 10,0 0,6 4,0

4.5.4 Estudio de pardmetros cinéticos de la PPG Empleando los valores

optimos correspondientes a las variables analizadas para cada sustrato
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(concentracion de H,O,, pH y concentracidn de la solucién buffer) obtenidos en la
tabla 16, se realizaron ensayos para obtener los parametros cinéticos
caracteristicos de la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum) frente a
cada sustrato. Para determinar estos parametros (Km, Vmax y Kcat) fue necesario
variar las concentraciones de sustrato hasta la saturacion en las condiciones

Optimas de cada sustrato, esto se visualiza en las figuras 9, 10 y 11.

Figura 9. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funcién de la

concentracion de guayacol.
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Figura 10. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funciéon de la

concentracion de o-dianisidina.
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Figura 11. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funcion de la

concentracion de ABTS.
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En las figuras 12, 13 y 14 se grafico el valor inverso de la velocidad catalitica de la
PPG contra el valor inverso de la concentracion de sustrato para obtener las
ecuaciones lineales correspondientes. Los R? obtenidos en cada caso son
bastante cercanos a 1, lo que verifica la correlacion entre los datos experimentales

graficados.

De las ecuaciones lineales correspondientes a cada grafica se determinaron los
pardmetros cinéticos de los sustratos. Despejando la pendiente se obtuvo la
relacion Kn/Vimax, €l término independiente es igual 1/Vmax Y €l Keat €S equivalente a
Vimax/Km. Donde K, es la afinidad de la enzima por el sustrato, Vmax velocidad
maxima de reaccion cuando todos los centros activos estan ocupados por el
sustrato y K¢zt 0 el nimero de recambio es el nUumero de moléculas de sustrato
convertidas en producto por molécula de enzima y unidad de tiempo, en

condiciones saturantes del sustrato.

Figura 12. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funcion de la

concentracion de guayacol.
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Figura 13. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funciéon de la

concentracién de o-dianisidina.
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Figura 14. Estudio de la velocidad catalitica de la PPG en funcion de la

concentracion de ABTS.
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La tabla 17 contiene los resultados de todas las constantes para cada sustrato, a
partir de ellas se puede determinar que los sustratos mas afines segun su K, a la
PPG con valores de 0,29 mM y 0,18 mM son la o-dianisidina y el ABTS. En otros
estudios se determind que los valores de K, usando o-dianisidina como sustrato
fueron 0,56 mM y 0,40 mM para las peroxidasas de Brassica oleraeca y callos de
arroz, respectivamente (Mall y col. 2013), mientras el K,, empleando ABTS para la

peroxidasa de tallos de lechuga fue de 3,75 mM (Hu y col. 2012).

El valor mas alto de Vnax fue 1800,03 U/mL.min usando guayacol como sustrato,
entonces la PPG alcanza una mayor velocidad al tener todos sus sitios activos
ocupados con guayacol, respecto a los demas sustratos. Esto lo hace el sustrato
mas adecuado para esta enzima. En otros estudios se determind que las Vmax de
las peroxidasas de tallos de lechuga y hojas de Citrus medica usando guayacol
como sustrato fue 10585 U/mL.min y 37000 U/mL.min (Hu y col. 2012; Mall y col.
2013). En este caso el valor de Kcy empleando o-dianisidina mostré una mayor
conversion de producto por molécula de enzima en el tiempo. Entonces segun el
valor de Vnax Obtenido para el guayacol, se puede esperar que la PPG sea

probablemente mas activa frente a los fenoles que frente a las aminas.

Tabla 17. Constantes cinéticas de la PPG frente a todos los sustratos.

Sustrato Km (MM) Vmax (U/mL.min) Kcat (Min™)
Guayacol 9,70 1800,03 185,57
o-dianisidina 0,29 502,95 1734,31
ABTS 0,18 189,85 1054,72
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4.6 DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR POR ELECTROFORESIS
EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Para realizar el procedimiento se usO una electroforésis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) con la que se logré tener una idea del grado de
pureza de la enzima y ademas establecer la masa molecular de la misma que en
este caso fue de 35 KDa (figura 15), que se encuentra en el intervalo de masas

moleculares tipicas en peroxidasas de plantas.

Figura 15. SDS-PAGE al 8%. Carril 1: bandas de las proteinas del marcador
de masas moleculares de Thermo scientific (26614), carril 2: peroxidasa de

pasto guinea (Panicum maximum).
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Luego de semipurificar la enzima se hallé el indice RZ (Reinheitszahl) para la
PPG, este es una relacion entre la banda de Soret (403 nm, banda de absorcion
de las hemoperoxidasas) y una banda de absorcion de proteinas (280 nm), en el
caso de la PPG se obtuvo un RZ de 1,08. Es ideal tener valores de RZ cercanos a

3, lo que indica un alto grado de pureza.
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5. CONCLUSIONES

Se logré extraer y purificar de manera parcial para la peroxidasa de pasto
guinea (Panicum maximum), esté meétodo constd de las etapas de:
homogenizacion, extraccién, centrifugacion, eliminacion de pigmentos,

cromatografia de exclusion por tamafio sobre Sephadex G50 y ultrafiltracion.

El objetivo de semipurificar la peroxidasa de pasto guinea se cumplié ya que en
cada fase del proceso se evidencio un aumento del factor de purificacion y de
la actividad especifica. Finalmente se consiguio purificar 3,2 veces la PPG, con

un rendimiento del 38,6% y una actividad especifica de 408,9 U/mL.

Se demostré que el pasto de hojas largas (>40 cm) y bajo condiciones de
estrés oxidativo es el ideal para obtener una alta actividad enzimatica durante

la extraccion de la enzima.

El tiempo de extraccion de 6 horas y la concentracion de la solucion buffer de
fosfatos 30 mM fueron elegidas como las mejores condiciones para la

extraccion de la peroxidasa de pasto guinea (Panicum maximum).

Al estudiar la estabilidad de la PPG frente al pH se determiné que en un
intervalo comprendido entre 7-12 esta conserva mas del 80% de la actividad

catalitica, siendo 8 el mejor pH.
La peroxidasa de pasto guinea presentd una buena termoestabilidad de 40°C-

66°C manteniendo mas del 70% de actividad catalitica, luego se determin6 que

la constante de inactivacion de la enzima a 66°C fue de 0,0081 min?.
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v En el estudio de la especificidad sustratica se hallaron las condiciones 6ptimas
de concentracion de buffer, concentracion de H,O,, pH y concentracion de

sustrato para el guayacol, o-dianisidina y ABTS.

v' Segun las constantes cinéticas se determind que el mejor sustrato para la PPG
fue el guayacol con un Vnyax de 1800,03 U/mL.min, ademas la enzima mostro
ser mas afin a la o-dianisidina y ABTS con valores de K, de 0,29 mM y 0,18

mM respectivamente.

v El peso molecular de la peroxidasa de pasto guinea fue de 35 KDa.
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6. RECOMENDACIONES

Es importante tener en cuenta la época del afio para recoger el pasto para la
extraccion ya que la actividad peroxidasa se ve afectada por el clima, siendo

los meses de invierno con los que se obtiene una mayor actividad catalitica.

En el estudio de la especificidad sustratica es importante revisar la solubilidad
de los sustratos en agua ya que cuando son poco solubles es necesario anadir
pequefias gotas de solventes organicos junto con agitacion para su total

disolucioén.

El proceso de semipurificacion de la PPG se puede complementar para

generar protocolo de purificacion total de la enzima.

Para verificar el peso molecular de la PPG se sugiere realizar un estudio del
peso molecular por MALDI.

Hacer un estudio de los costos de extraccion y semipurificacion a nivel

industrial seria atil para conocer la rentabilidad del proceso si se empleara para

las diversas aplicaciones biotecnoldgicas de las peroxidasas.
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ANEXO A. CURVA DE CALIBRACION DE BRADFORD
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Absorbancia = 0.7154 (Concentracién m—‘z) + 0.0066

R? = 0.9972
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ANEXO B. CALCULO DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA PPG SOLUBLE

La actividad especifica de la peroxidasa soluble se determind de la siguiente

manera
rividad (fi ( U > 106 V. d
activiaaa especijica \— )| =m*x ——— * — %
mg eproducto Vin Cproteina
Donde:
m Pendiente (mol/L*min)
€ Coeficiente de extincién molar de guayacol, 5200 M*cm™
Vi Volumen total de reaccion (mL)
Vin Volumen de extracto enzimético (mL)
d factor de dilucion de la solucién enzimatica
Cproteina Concentracion de proteina en la solucién enzimatica
U Se definié como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol

de guayacol por minuto bajo condiciones de pH 8 y temperatura de 25 °C
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