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Introduccion: Los fenoles se encuentran entre los principales
contaminantes en los efluentes de industrias manufactureras
de petroquimicos, herbicidas y refinerias. Los fenoles son
compuestos altamente toxicos y cancerigenos, por lo que
representan un riesgo a la salud humana y al medio ambiente
[1]. Enzimas como las peroxidasas se han utilizado en la
oxidacién de fenoles con buenos resultados, presentandose
como una alternativa para la biotransformacion de fenoles
[2]. En el presente trabajo evaluamos la actividad del
citocromo c (proteina con actividad peroxidasa) en la
oxidacién de compuestos fendlicos.

El objetivo de este trabajo es comparar las eficiencias
cataliticas entre el citocrmo ¢ de Sacharomyces cerevisiae
(Cyt Scc) y una mutante estable a la inactivacion por H,O,
(Cyt B102).

Metodologia: La produccion de proteina recombinante se
realizo en jarras de fermentacion de 10 L y se purificaron de
acuerdo a lo reportado [3]. Se determind la actividad
especifica de los citocromos en la oxidacién de diferentes
compuestos fendlicos en una mezcla de reaccién que contenia
2 mM de cada compuesto en buffer fosfatos (60 mM/pH 6.1),
midiendo la diferencia de concentracién de los fenoles por
HPLC, utilizando una columna de fase reversa y un detector
UV de arreglo de diodos. Los compuestos fendlicos se
enlistan en el Cuadro 1.

Resultados y discusién: La variante de citocromo ¢ B102
presentd menor actividad contra 10 de los sustratos
ensayados comparada con la proteina nativa, solo en la
oxidacién de 4-hidroxibenzonitrilo la variante presento
mayor actividad (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividades especificas contra los compuestos fendlicos.

Act E=p Win-1
FEMOLES ENSaYaDos | Cyl e See | Oyt & B102

4-ETILFEMOL &-EF 534 307
pCREOL L - JEE| 406
4-BROMOIFENT 4-Br-F BB 1.6
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La capacidad de los citocromos ¢ para oxidar al fenol en
solucidn resulta interesante debido a que no existen reportes
de esta actividad del citocromo c¢ de Saccharomyces
cerevisiae, por lo que se estudiara mas detalladamente.
Analizando los potenciales de oxidacién de los compuestos,
observamos que en el rango de 0.73 a 0.94 V los citocromos
c presentan la mayor actividad. En el caso del citocromo ¢
B102 (variante estable) el aumento en la oxidacion de 4-
hidroxibenzonitrilo (compuesto con el P. redox mayor),
puede atribuirse a cambios conformacionales en el grupo
hemoprostético, como resultado de las cinco mutaciones
puntales presentes en esta proteina (Figura 1).
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Figura 1. Actividad de los citocromos c en base al potencial de
oxidacion de los compuestos fenélicos.

Conclusiones: Como efecto de las mutaciones puntales, la
actividad catalitica de la variante Cyt B102 disminuyd. Sin
embargo estos cambios podrian permitir que la variante
pueda oxidar compuestos con potenciales de oxidacion
mayores que la proteina nativa como en el caso de 4-
hidroxibenzonitrilo.
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