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Introduccion: Las peroxidasas se encuentran en diferentes
microorganismos, plantas y animales. La actividad de las
peroxidasas se puede medir mediante un ensayo
colorimétrico utilizando guayacol, este ensayo se basa en el
cambio de absorbancia a 470 nm [1]. El producto de la
reaccion de oxidacion del guayacol mediada por peroxidasas
en presencia de H,0, se ha descrito como tetraguayacol (Fig.
1). En el presente trabajo comparamos la actividad catalitica
de 8 variantes de citocromo ¢ (proteina con actividad
peroxidasa) en la oxidacion de guayacol.

El objetivo de este trabajo es comparar las eficiencias
cataliticas entre las 8 variantes ensayadas. La descripcion de
las variantes se presenta en el Cuadro 1.
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Figura 1. Producto de reaccion de la oxidacion de guayacol por
peroxidasas.

Metodologia: La produccion de proteinas recombinantes se
realizd en jarras de fermentacién de 10 L y se purificaron de
acuerdo a lo reportado [2]. Se determind la actividad
especifica de los citocromos en la oxidacion de guayacol en
una mezcla de reaccion que contenia 16 mM de guayacol en
buffer fosfatos (60 mM/pH 6.1), midiendo el aumento de
absorbancia a 470 nm en un espectrofotometro BECKMAN
DU 650. Las reacciones se iniciaron agregando 4 mM de
H,O, y se tomo como control la ausencia de proteina. La
actividad especifica se determind midiendo las moles de
tetraguayacol producidas, utilizando un coeficiente de
extincion molar de 26.6 mM™* cm™ [3].

Resultados y discusiéon: Como se observa en la figura 2 las
variantes M5 y M2 presentan aproximadamente 45 veces la
actividad catalitica de la proteina nativa (tomando en cuenta
el error experimental). Los residuos N521 y Y67F son
comunes en la mayoria de las variantes por lo que no se
pueden tomar como responsables del aumento en la actividad,
sin embargo mutaciones puntuales M80l y K79A podrian
haber alterado la conformacién del grupo hemoprostético,
debido a que tanto la metionina 80 y la lisina 79 interactdan
con este. Al eliminar estos residuos potencialmente
donadores de electrones (Lisina, NHs;") se favorece la
oxidacién de guayacol debido a que los radicales formados

reducen su ataque a la proteina'y favorecen el ataque hacia el
sustrato. Otra posible explicacion a estos resultados resulta
del aumento de espacio (Metionina) dentro da la cavidad del
grupo prostético favoreciendo la entrada de los sustratos v el
agua. Con la finalidad de comprobar estas hipotesis se esta
realizando el analisis de modelos estructurales de las
mutantes.

Cuadro 1. Variantes de citocromo ¢ ensayadas.

Citocromos ¢ Mutaciones
Cryrt Bee Hativo
CytWTla (T-34, C102T)
Cryt W1 (T-34, C102T M52L VaTF)
Ct B2 (T-34, C102T WA52I, Y&TF, MEDA)
ot B3 (T-34, C102T W52L, WO, VaTF, 20D
Ct M4 (T-2&, C102T W52T, "WH9F, ¥a7F, FE2m
Ct LIS (T-2&, C102T M52T, WiSF, YavE, ET9A)
Ct B102 (T-24, C102T WA3T, WiHSE, ¥aTE, KYPF Feli)
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Figura 2. Actividad de los citocromos c en la oxidacion de
guayacol.

Conclusiones: ElI cambio de residuos potencialmente
donadores de electrones cercanos al grupo prostético aumenta
la capacidad de las variantes para la oxidacion del guayacol
en aproximadamente 45 veces en el caso de las mutantes M2
y M5.
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