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Abstract— The peroxidases are oxidoreductase enzymes, which are widely distributed in nature in different isoforms
(acidic, neutral, and basic). They have high commercial value, due to its diversity of applications in clinic diagnostic. In
this study, an alternative methodology was designed to obtain a partially purified peroxidase extract from Rabano
(Raphanus sativus). The extract specific activity recovered after dialysis and a cation-exchange chromatography was 5
Units/mg, using 250 mM sodium acetate as eluent. Analytical tests showed that the extract has an average enzymatic
activity, which could suggest its use in different tests that do not warrant the presence of POD with a high degree of purity
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Resumen— Las peroxidasas son enzimas oxidorreductasa, que estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza en
diferentes isoformas (&cidas, neutras y basicas). Tienen un alto valor comercial, debido a su diversidad de aplicaciones en
el diagnéstico clinico. En este estudio, se disefid6 una metodologia alternativa para obtener un extracto de peroxidasa
parcialmente purificado de Rabano (Raphanus sativus). La actividad especifica del extracto recuperada después de la
dialisis y una cromatografia de intercambio cationico fue de 5 Unidades/mg, usando acetato de sodio 250 mM como
eluyente. Las pruebas analiticas mostraron que el extracto tiene una actividad enzimatica promedio, lo que pudiera sugerir
su uso en diferentes ensayos que no ameriten la presencia de la POD con un alto grado de pureza
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|I.INTRODUCCION

La peroxidasa (POD) es una enzima oxido reductasa (E.C. 1.11.1.7) , que utiliza como donador el
H>0>, existen reportadas mas de 30 isoformas, las cuales se clasifican en tres grupos, acidas, neutras y
basicas [1,2]. Catalizan reacciones bisustrato de caracter redox, utilizando un peréxido como oxidante
(a lo que deben su nombre) y un segundo sustrato de caracteristicas reductoras que es oxidado por el
perdxido. Al ser una proteina hemica presenta gran afinidad por este sustrato, lo que provoca que se
pueda unir al hierro por los dos planos del centro activo (el superior y el inferior), dando lugar a una
inhibicion por exceso de sustrato ya que cuando ambas posiciones estan ocupadas por el peroxido de
hidrogeno no es posible la union del otro sustrato [2]. Esta familia de enzimas estan presente tanto en
humanos [3], como en vegetales [4,5,6,7]. En la industria alimentaria la presencia de esta enzima es
considerada indeseable, en vista de que esta asociada con cambios en la apariencia del producto.

La POD presente en el rabano (Raphanus sativus) ha sido ampliamente estudiada [1,2] y numerosos
estudios demuestran su aplicacion en técnicas inmunoquimicas [8] y de diagndstico clinico [9], debido
a su gran estabilidad, facilidad de conjugacién con las inmunoglobulinas y sencillez para detectarla por
métodos colorimétricos utilizando un gran nimero de reactivos. En vista de que esta enzima tiene un
alto valor comercial, por la diversidad de sus aplicaciones en el area de diagndstico, en este estudio se
propuso proponer una metodologia rapida que permitiera obtener un extracto parcialmente purificado
con alta actividad peroxidasa a partir del Raphanus sativus.
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II.MATERIALES Y METODOS

A Aislamiento del extracto de proteinas del rabano (Raphanus sativus)

Los rabanos utilizados para el estudio se adquirieron en un mercado local en la ciudad de Maracay
(Venezuela) el mismo dia de la extraccion. EI material vegetal se sometié a varios lavados con
abundante agua destilada para eliminar cualquier rastro de contaminante, seguido fueron pelados y
cortados hasta su procesamiento. Los trozos de rabano se homogenizaron en presencia de buffer
fosfato 0,1 M, usando un disruptor (licuadora) hasta lograr obtener una mezcla homogénea.

La mezcla se filtré usando un tapon de gasa, el sobrenadante obtenido fue saturado con (NH)2S04
hasta alcanzar un 35% de saturacion, la muestra se dejo en reposo por 4 h a 4°C, para posteriormente
ser centrifugada a 6500 RPM/15 min/8°C. EIl sobrenadante recolectado fue saturado hasta alcanzar una
saturacion de 90% con sulfato de amonio, se dejo en reposo por 10 h a 4°C y se centrifugd a 6500
RPM/20 min/8°C, descartando el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en buffer Tris-HCI 50
mM; pH 8; KCI 100mM, para luego ser centrifugado a 14000 RPM/15 min/8°C, descartando el
sobrenadante. El pellet se resuspendié en el mismo buffer y fue sometido a una dialisis usando una
membrana (corte 14000 KDa), hasta confirmar la ausencia del sulfato. La “presencia del SO4= se
confirmé mediante la precipitacion con BaCl2.

B Cromatografia de intercambio cationico con Carboximetil celulosa (CM-52)

El protocolo usado para la purificacion fue el propuesto por Shannon et al., [2], modificado.

C Procedimiento

El extracto proteico obtenido después de la diélisis fue diluido en una solucion de buffer de Acetato
de sodio 5 mM (pH 4,4), en una proporcion (1:5). En un beacker se coloco la resina de CM-52
(balanceada con Na(Acetato) 5 mM pH 4,4) y el extracto de proteinas y se mezclaron por 20 min
usando un agitador magnético. La mezcla se coloc6 en una columna de cromatografia y fue sometido a
un gradiente de elucion (ver tabla 1).

Tablal. Gradiente del buffer de elucidn usado para la cromatografia con CM-52

Buffer Concentracion Na(Acetato) pH
1 5mM 4,4.
2 50 mM 4,4
3 100 mM 4,4
4 250 mM 4,9

D Determinacion de la actividad de la peroxidasa

La actividad de la peroxidasa fue determinada usando el método de Trinder modificado [9], en el
que se emplea la reaccion acoplada de la Glucosa oxidasa y la POD en presencia de un cromoforo, en
este caso se uso el 3,37,5,5"- Tetrametil bencidina (TMB) [10,11,12].
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E Determinacion del contenido de proteinasy electroforesis SDS-Page

Las proteinas solubles del extracto fueron cuantificadas usando e método de Bradford [13]. Para
poder comparar la pureza del aislado obtenido en el estudio con una peroxidasa comercial, se desarroll6
una electroforesis desnaturalizante usando le metodologia propuesta por Laemmli [14].

F Determinacion de la absorbancia

Para cuantificar el contenido de proteinas durante las diferentes etapas de la purificacion se determiné
a todas las fracciones generadas durante el proceso, la absorbancia de los aminoécidos aromaticos (280
nm) y el grupo hemo (401 nm) de la POD.

111.RESULTADOS Y DISCUSION

A Obtencion del extracto de proteinas

Para conocer si durante el proceso de extraccion se estaban recuperando las proteinas de interés se
realizd la determinacion del factor RZ, que relaciona la absorbancia del grupo hemo con el de los
aminoacidos aromaticos presentes en las proteinas.

Tabla Il. Determinacién del factor RZ en las diferentes fracciones

Fraccién Vol (ml) Proteina (mg) Factor RZ*
Extracto crudo 1850 --- ---
Resuspension del precipitado con
(NH4)2504 60 557 0,13
Después  de didlisis  contra
Na(Acetato) 5 mM, pH 4,4 100 486 0,24

* Este factor es el cociente de absorbancia Aso1/Azs0 € indica el grado de pureza de las proteinas
hémicas.

El factor RZ observado confirma una mayor presencia de absorbancia a 401 nm, lo que confirma
como se fue concentrando la proteina hemica durante los diferente pasos de la extraccion, las
peroxidasas ultrapuras muestran factores RZ entre 2y 3.

B Cromatografia con CM-52

El material recuperado después de la diélisis fue sometido a un paso de cromatografia de intercambio
cationico usando carboximetil-celulosa. Los resultados se indican en la siguiente figura.

En la figura 1 se logra observar el perfil cromatogréfico obtenido al lavar la columna con
concentraciones crecientes de acetato de sodio. La posicion relativa de eluciéon de las isoformas
principales de la peroxidasa de Raphanus sativus se indica en la fig 1-A, de acuerdo a la concentracion
de acetato de sodio usada en la solucion de lavado y reportes previos de su comportamiento
cromatografico [2], los andlisis de actividad Peroxidasa en las fracciones colectadas estan de acuerdo
con esta prediccion (fig 1-B). La mayor actividad especifica y total se concentro en el pico de proteinas
que eluye de la columna a 250 mM acetato de sodio (pH 4,9). Es decir, las isoformas mas bésicas de la
enzima. En segundo lugar se encuentra el material no unido a la matriz cromatografica (las formas
acidas). Ambas preparaciones pueden ser usadas para ensayos de acoplamiento con la glucosa oxidasa.
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Fig. 1. Cromatografia de intercambio idnico del extracto de Raphanus sativus en Carboximetil-
Celulosa. A, perfil cromatografico de una muestra de proteinas dializada, indicando las
concentraciones Na (Acetato) usadas para el lavado de la columna (""""). Se indica la posicién
relativa de las isoformas de Peroxidasa (A, B, C, D, y E), de acuerdo a Shannon et al.,. [12]. B,
Analisis de actividad peroxidasa especifica ((J) y total (M) en las fracciones eluidas.
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Fig. 2. Fraccionamiento de proteinas en Carboximetil-celulosa en modalidad por carga.

Los resultados presentados en la Tabla 2 indican que la modalidad en carga no resuelve tan
eficientemente como la columna las formas bésicas de POD. Sin embargo, el procedimiento tiene la
ventaja de ser mucho mas rapido y se obtienen actividades especificas comparables. Por lo tanto se
decidi6 utilizar esta modalidad para la preparacion de la enzima.

Para conocer la pureza de los extractos se determind la actividad especifica de las diferentes
fracciones recolectadas durante las eluciones de las proteinas presentes en el extracto. El rendimiento se
presenta en la siguiente tabla.

Tabla I1l. Rendimiento y actividad enzimatica de las fracciones eluidas de CM-52 en modalidad de carga.

E - Concentracion Proteinas Actividad Actividad
[Na( Ar;i:g;] Volumen de Proteinas Totales Especifica Total
(ml) (mg/ml) (mg) (U*/mg) (U%)

5mM
(Material no 12 1,2 14,4 3,8 55
retenido)
50 mM 0,4 0,06 0,024 0,14 0,0034
100 mM 0,4 0,2 0,08 0,13 0,01
250 mM 20 3,1 62,0 51 316
* Unidad de actividad enzimatica: cantidad de enzima que cataliza la oxidacién de 1 pmol de TMB
por minuto

La preparacion de POD en la fraccion de acetato de sodio 250 mM fue seleccionada para los ensayos
de actividad enzimatica. La estabilidad del preparado se comprob6 mediante ensayos directos usando
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soluciones patrén de perdxido de hidrogeno, y también con el sistema acoplado a GOx usando patrones
de glucosa. En ambos casos el sustrato cromogénico fue TMB [10].

El andlisis de esta fraccion de POD por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes revel6 la banda caracteristica de la enzima (fig 3). El grado de pureza de la enzima no
es tan alto como el del peroxidasa comercial. Sin embargo, los ensayos de actividad enzimética (Tabla
3) indicaron que la calidad del preparado es suficiente para la preparacion de un reactivo para
determinaciones cuantitativas de glucosa.

kDa 1 2 3
225 —

150 —

100 —
75 —

50 —

<—— POD
35 — b (40 kDa)

25 —

Fig. 3. Analisis de la preparacién de Peroxidasa por electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Se analizaron la
fraccion de POD parcialmente purificada en CM-52 (carril 2) y Peroxidasa comercial (carril 3).

IVV.CONCLUSION

Se desarrollé una metodologia de extraccion que permitié obtener un extracto parcialmente
purificado con una alta actividad de la enzima POD. Aun cuando no se logré alcanzar el nivel de
pureza de la peroxidasa comercial, los ensayos de actividad mostraron que el extracto posee una alta
actividad enzimatica, lo que pudiera sugerir su uso en diferentes ensayos que no ameriten la presencia
de la POD con un alto grado de pureza.
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