ESTABILIZACION DEL CITOCROMO ¢ POR MODIFICACION QUIMICA
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Introduccion. Recientemente se ha mostrado un
creciente interés en la industria petrolera por la
reduccion biocatalitica del azufre organico presente en
los crudos destinados a la produccién de combustibles.
Para que un biocatalizador pueda ser empleado
eficientemente en este tipo de procesos es necesario
atacar dos problemas principales, la estabilidad a la
temperatura y la actividad en solventes organicos. Se
han reportado oxidaciones biocataliticas de diferentes
compuestos aromaticos y azufrados presentes en el
petréleo utilizando hemoproteinas como el citocromo
¢, hemoglobina y cloroperoxidasa (1). La modificacion
guimica de enzimas con polietilénglicol (PEG) ha
demostrado ser una metodologia Util ya que aumenta
la solubilidad en solventes organicos facilitando la
actividad enzimatica (2).

Este trabajo pretende obtener un biocatalizador
termoestable por medio de la modificaciéon quimica de
hemoproteinas.

Metodologia. Se modificé quimicamente al citocromo ¢
de corazén de caballo con PEG de diferentes pesos
moleculares por el método reportado anteriormente
(3). Se determiné el perfil de actividad contra
temperatura utilizando sustratos arométicos 'y
azufrados. Los ensayos de estabilidad se realizaron
incubando ambas preparaciones a 80°C o0 se
sometieron a la presencia de diferentes concentraciones
de agentes quimicos. La estabilidad estructural de k
proteina se monitore6 por diferentes técnicas
espectrofotométricas. Se determinaron las constantes
de inactivacion y los pardmetros termodinamicos de la
desnaturalizacion.

Resultados y Discusion. El perfil de actividades
contra temperatura demuestra que el citocromo no
modificado (cyt-wt) es inactivo a 80°C mientras que el
citocromo modificado (cyt-PEG) retiene el 10% de su
actividad maxima. Los estudios de estabilidad en
presencia de agentes quimicos indican que el cyt-wt
sigue un modelo de desnaturalizacion de dos estados,
a diferencia de la desnaturalizacién del cyt-PEG que
involucra la aparicién de un intermediario estable que
es cataliticamente activo. Se siguieron las cinéticas de
desplegamiento de ambas preparaciones. La sefial
espectrofotométrica del Soret, caracteristica del grupo

hemo, se mantuvo aun después de que el cyt-PEG se
incub6 por 7 hrs a 80°C mientras que la del cyt-wt se
pierde. Lo anterior demuestra una mayor conservacion
de la cavidad del sitio activo (grupo hemo) en la
proteina modificada. El analisis por dicroismo circular
de la proteina modificada a 80°C indica que no hay
cambios significativos en la estructura secundaria del
cyt-PEG mientras que el cyt-wt mostré una pérdida
considerable. El cuadro 1 muestra el efecto que tiene la
modificacion quimica del citocromo con PEG de
diferentes pesos moleculares sobre la actividad y la
vida media a 80°C. Todos los citocromos modificados
presentaron una mayor actividad especifica. Este
incremento en actividad puede deberse a un
desplazamiento de uno de los ligandos axiales (Met80)
del grupo hemo, lo cual deja al &omo de fierro del
grupo hemo en un estado pentacoordinado altamente
reactivo. Las cinéticas de inactivacion a 80°C mostraron
gue el citocromo modificado con Peg de 2000 Da es
completamente estable bajo las condiciones ensayadas.

Cuadro 1. Efecto de la modificacion quimica con PEG sobre la
actividad especifica y la vida media del citocromo c.

Preparacion Actividad especifica t1/2a80°C
a 80 °C (min-) (h)
Cyt-wt 0.01+0.001 N.D.*
Cyt-PEG (750 Da) 1.5+0.03 27.1
Cyt-PEG (2000 Da) 1.4+£0.03 Estable
Cyt-PEG (5000 Da) 0.64 £0.01 14.4

*No determinado debido a la baja actividad a 80°C.

Conclusiones. La modificacion quimica con PEG
resulta en un aumento en la estabilidad del citocromo
c. Esta modificacion produce un estado intermediario
cataliticamente activo durante la desnaturalizacién. El
citocromo modificado mantiene su  estructura
secundaria y su conformacion en el sitio activo. El
polimero de 2000 Da resultd ser el mejor agente
modificante en términos de estabilidad de la proteina.
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