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Thionine and toluidine blue were used as sensitizers on photooxidation processes of
methionine, tyrosine and tryptophane. They were more effective than methylene blue.

Methionine was photooxidized to sulfoxide and tryptophane to kinurenine. A tyro­
sine-sensitizer addition compound was postulated. Dye concentration, pH, temperature
and EDTA presence conditions were determined on each one of the modification
reactions. Methionine at acid pH was selectively modified.

On the basis of obtained results and published references, a direct interaction of
singlet oxygen with methionine and tryptophase and the excited dye with tyrosine
was respectively discussed.

La modification quimica de un amino-
dcido libre o formando parte de una pro-
teina, producida por oxidation en pre-
sencia de luz visible y un fotosensibiliza-

* Abreviaturas:
aa = AminoAcido.

EDTA = Sal disddica del ficido etilendia-
mino tetraacetico.

’O3 = Oxigeno singlete.
3O2 = Oxigeno triplete.
aD = Fotosensibilizador estado tri­

plete.
T = Tionina.

AT = Azul de toluidina.
AM = Azul de metileno.

dor adccuado, es un proceso bien conoci-
do (16, 18) cuyo estudio puede ser muy
util para determinar la relation entre es-
tructura y actividad de una cadena poli-
peptidica.

Existcn nuinerosos ejemplos de foto-
oxidacion de proteinas por irradiacion en
disoluciones oxigenadas y en presencia
de colorantes fotodinamicos adecuados,
tales como el azul de metileno y el rosa
de bengala, para modilicar los residues
de metionina (14), histidina (19) y demas
aminoacidos aromaticos (9). Mediante un
control de los parametros de reaction, se
puede haccr que la action dinamica de 
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los fotosensibilizadores sea selectiva sobre
un determinado tipo de residuos de ami­
noacidos (20).

En el presente trabajo se establece la
mayor efectividad de los colorantes de la
familia de las tiazinas, tionina y azul de
toluidina, frente al azul de metileno en
procesos de fotooxidacion de los amino-
dcidos tirosina, metionina y triptofano; se
han estudiado las condiciones y parame­
tros que controlan la reaccion para conse-
guir una selectividad en la modificacion
quimica de dichos aminoacidos y contri-
buir al establecimiento de los mecanismos
de reaccion.

Material y metodos
Los aminoacidos L-tirosina, L-tript6-

fano y L-histidina, bajo la forma de
clorhidrato, fueron suministrados por
Merck AG, asi como los productos sul-
foxido de metionina y metionil sulfona.
L-metionina por la firma Fluka y kinure-
nina por Sigma. Los colorantes tionina,
azul de metileno y azul de toluidina y de-
mas reactivos utilizados en el presente tra-
bajo fueron todos de la firma Merck AG,
de grado analitico y se emplearon sin
purificarlos previamente.

Procedimiento de fotooxidacion. Las
fotoreacciones se realizaron en un bano
de agua de paredes transoarentes, con un
control de temperatura de ±0,1° C. Los
recipientes de reaccion (tubes de ensayo
Pirex de 12,5 X 1,5 cm) se ilnminaron,
a una distancia de 20 cm, mediante dos
lamparas de incandescencia de luz blanca
de 300 W, colocadas una a cada lado de
las Daredes transoarentes del bano.

Cada ensavo de fotooxidacion. mientras
no se especifique lo contrario. se preparo
mezclando 2 ml de la disolucion de ami-
noacido 1 X 10~3 M v 4 ml del medio de
reaccion. Al mismo tienioo se realizaron
los corrcspondientcs ensavos de refcrcncia
sin colorante. aminoacido, oxigeno, ni luz,
rcspcctivamente. a una temperatura de
37 ± 0.1° C.

Los medios de reaccion ensayados fue­
ron los siguienles: acido acetico del 10
al 90 %, tampon acetato 0,2 M de pH 5,6,
tampon fosfato 0,2 M de pH 8,4 e hidro-
xido sodico 10-3 M.

Analisis de aminoacidos y productos
de fotooxidacion. Para la caracteriza-
cion de aminoacidos y productos de fo­
tooxidacion se utilize la cromatografia en
capa fina, soporte Gel de Silice G, tipo 60,
espesor de capa 0,25 mm. Se empleo
como eluyente en la separation la mezcla
n-butanol/acido acetico/agua (80/20/20;
v/v/v). Las placas fueron reveladas con
disolucion de ninhidrina-colidina. La iden­
tification de los productos de reaccion se
llevo a cabo por medidas de los Rf y su
comparacion con los Rf de patrones de
estos productos.

Asimismo, los aminoacidos triptofano,
tirosina y sus productos respectivos de
fotooxidacion que absorben en la zona
ultravioleta del espectro se caracterizaron
mediante un espectrofotometro Beckman
DB-GT de doble haz con registrador sin-
cronizado. Los espectros diferenciales, en
el caso particular de la tirosina, se reali­
zaron por comparacion de la absorbancia
de una muestra fotooxidada a un deter­
minado tiempo frente a una misma mues­
tra no fotooxidada.

La determination cuantitativa de me­
tionina se realizo por la modificacion de
Bolling al metodo del nitroprusiato s6-
dico de McCarthy y Sullivan (17).

La tirosina no fotooxidada se determi­
nd mediante el metodo de Gerngross-
Herfett (17).

Para determinar el triptofano residual
se utilizo la modificacion del procedimien­
to de Graham (17) y la disminucion de
la absorbancia a 280 nm.

Resultados

La figura 1 muestra la mayor efectivi­
dad de los colorantes ensayados, tionina
y azul de toluidina, en comparacion con
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Fig. 1. Constantes de velocidad de primer
orden de las fotooxidaciones con luz y oxi-
geno, a 37° C, utilizando como colorantes
tionina, azul de toluidina y azul de metileno,

cad a uno de ell os a 10~* M.
iy-.ii-lHirjl Tirosina 2 X IO-3 M en tampdn acetato
0,2 M, pH 5,6.1 I Tript6fano 4 X 10-3 M
en ticido acdtico 90 %, pH 1,5. Metio-
nina 1 X 10-3 M en ticido ac6tico 10 %, pH 2.5.

el azul de metileno en las fotooxidaciones
de metionina, tirosina y triptofano. Esta
efectividad se expreso en funcion de los
valores de las constantes de velocidad de
dichas fotooxidaciones al pH al que se
observo la maxima velocidad de reaction
para cada aminoacido. Las constantes de
velocidad se calcularon, representando
graficamente los logaritmos de las con-
centraciones de los aminoacidos, deter-
minadas a distintos tiempos de fotooxida­
cion, entre 0 y 60 minutes, cada 5 minu-
tos, y se calcularon, por minimos cuadra-
dos, los valores de las pendientes de las
rectas asi obtenidas.

Aminoacidos de caractcr nuclcofilico
tales como histidina y cisteina son suscep-
tibles de modification frente a estos colo­
rantes. Y asi el aminoacido histidina tam-
bien se modified totalmcnte on 30 minu-
tos al ser fotooxidado en prcscncia de 

tionina o azul de toluidina a pHs com-
prendidos entre 5,6 y 11, no estudiandose
los productos de fotooxidacion. En el
caso de la cisteina se observo una reac­
tion oscura de oxidation de cisteina a cis-
tina, independiente de la fotooxidacion
del aminoacido.

En la figura *2 se han expresado los va­
lores de las constantes de velocidad de
primer orden en funcion del pH de reac­
tion para los aminoacidos objeto de estu­
dio. Se observo que el aminoacido metio­
nina se fotooxido en todo el entorno de
pH, mostrando un mayor grado de trans­

Fig. 2. Variation con el pH de las constantes
de velocidad de primer orden de las foto­
oxidaciones a 37° C, con luz y oxigeno, de

distintos aminoacidos.
1. Tirosina con azul de toluidina. 2. Tirosina
con tionina. 3. Triptofano con azul de toluidi­
na. 4. Triptofano con tionina. 5. Metionina
1 X 10” M con azul de toluidina. 6. Metio­
nina con tionina. La concentration de coloran­
tes en todos los casos es de 10“’ M y la de
tirosina, triptofano y metionina 2, 4 y 10 X

10~’ M, respectivamente.
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formation a sus productos de fotooxida­
cion de pH muy dcidos. La tirosina solo
se modified parcialmente a pH ligeramen-
te neutro y al igual que el triptofano el
mdximo de velocidad de modification se
obtuvo a pH proximos a 8.

Por cromatografia en capa fina, no solo
se comprobo que el sulfoxido de metio-
nina es el producto de fotooxidacion de la
metionina en estos procesos, sino que
tambien es el unico, ya que el siguiente
grado de fotooxidacion del aminoacido,
la sulfona. no se identified como producto
de la reaccion; asimismo el analisis cro-
matografico del producto de fotooxida­
cion del triptofano conduio a kinurenina.

El aminoacido tirosina se modified de
forma distinta. La grafica 4 de la figura 3
corresponde al esnectro diferencial res-
pecto al aminoacido del producto de fo-

A(nm.)

Fig. 3. Espectros de absorcion UV de tiro­
sina (2 x 10~3 M) y tionina (10~* M).

1. Tirosina. 2. Tionina. 3. Tionina fotoreducida
con luz hlanca. 4. Tirosina fotooxidada du­
rante 30 minutos con tionina con respecto a
tirosina. 5. Tirosina no fotooxidada con tioni­
na con respecto a tirosina. Todas las disolucio-
nes se han efectuado en tampon acetato 0.2 M,

pH 5.6.

Fig. 4. Variation de la constante de velo­
cidad de primer orden con la concentration
de fotosensibilizador tionina, a 37° C, con luz

y oxigeno, para distintos aminoacidos.
•--------------• Tirosina 2 X 10-s M, en tam-
p6n acetato 0,2 M, pH 5,6. •------------• Trip­
tofano 4 X 10_s M, en &cido acdtico 90%,
pH 1,5. •-----------• Metionina 1 X 10-3 M, en

&cido acfitico 10 %, pH 2,5.

tooxidacion a los 30 minutos de la tiro­
sina con tionina, que si se compara con el
espectro de tirosina no fotooxidada, gra­
fica 5, en las condiciones expresadas al
pie de la figura, se observa la aparicidn
de dos bandas de absorcion a 235 y
288 nm, respectivamente, cuyas intensida-
dcs se incrcmentaron proporcionalmente
con cl tiempo de irradiation de las mues-
tras y con la temperatura de reaccion.
Dichos maximos no coincidieron con los
maximos de absorcion correspondientcs a
la tirosina, tionina oxidada y tionina rc-
ducida (graficas 1, 2 y 3, rcspectivamente-
tc). Por otra parte, la caractcrizacion cro-
matografica en capa fina de dicho pro­
ducto de reaccion dio una mancha de 
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bajo Rf, proximo al del colorante, cuya
intensidad se incremento proporcional-
mente a la desapacion del aminoacido
fotooxidado y con caracteristicas fluores-
centes a la excitation de luz de 280 nm.
De todo ello se postula la formation de
un compuesto de adicion entre el colo­
rante y el aminoacido, como producto de
la modification, y cuya estructura esta en
estudio.

La figura 4 muestra el efecto de la
concentration de uno de los fotosensibi-
zadores ensayados, tionina, en funcion de
la constante de velocidad de primer orden
de las reacciones de fotooxidacion. Se
observo un incremento en el valor de di­
chas constantes al aumenlar la concentra­
tion de colorante para los aminoacidos
metionina y triptofano, mientras que para
la tirosina la constante de velocidad no
aumento con la concentration del foto-
sensibilizador, sino que mostro un valor
dptimo para una concentration de tionina
de ICT4 M.

Un efecto tambien diferente se observo
para la velocidad de fotooxidacion de la
tirosina en presencia de EDTA (tabla T).
Empleando tionina como fotosensibiliza-
dor a pH 6. donde presenta maxima ve­
locidad de fotoreduccion (1), se observo
que las velocidades de fotooxidacion se
incrementaron, en el caso de la metionina
y del triptofano, y disminuyeron para la
tirosina cuando el EDTA esti presente
en el medio.

Cuando se calcularon los valores de las

Tabla I. Constantes de velocidad de primer
orden de las fotooxidaciones de los amino­
acidos indicados, con tionina 10~* M como
fotosensibilizador, en presencia de EDTA
(10~2 M) y en su ausencia, a pH 5,6 a 37° C,

luz y oxigeno.

Aminoacido [M]
Kx10- (min-')

con EDTA sin EDTA

Metionina 1 x w-2 5,5 3.6
Tirosina 2 X 10-3 0.35 0,74
Triptofano 4 X 10-’ 10,4 6.3

energias de activation de las fotooxida­
ciones de los tres aminoacidos estudiados
con cada uno de los dos colorantes, a
partir de las pendientes de las represen-
taciones de los logaritmos de las constan­
tes de velocidad de fotooxidacion frente
a la inversa de la temperature absoluta y
utilizando la ecuacion de Arrhenius, en
un rango de temperature de 25 a 45° C
y al pH de maxima fotooxidacion, se ob-
tuvieron unos valores de energia de acti­
vation de 5 a 7 kcal/mol, magnitudes
que confirman los valores normales de los
procesos de fotosensibilizacion.

Discusion

Los colorantes azul de toluidina y tio­
nina participan en el proceso de modifi­
cation del aminoacido, a traves de una
interaction del colorante y el grupo fe-
nolico de la tirosina, del anillo indolico
del triptofano o del grupo tioeter de la
metionina. De manera que los grupos ami­
no de los colorantes influyen en la veloci­
dad de fotooxidacion en tai medida que
a menor grade de sustitucion de los gru­
pos amino del fotosesnsib’lizador, se ob­
serve una mavor velocidad de fotooxida­
cion. Esto podria implicar un menor tiem-
po de fotooxidacion para h modification
de estos aminoacidos en pro^einas cuando
se emolearan estos colorantes en lugar del
azul de metileno.

Esta relation esta de apuerdo con los
resultados obtenidos per Bonneau et al.
(2) v Pottier et al. <13^ resnecto a la
variation de production de oxfaeno sin-
tie»e via los colorantes azul de metileno.
tionina v azul de toluidina.

Correlacionando tanto los valores de
las energias aproximadas para los estados
tripletes de los fotosensibilizadores, ya sea
en su forma ticida como en la Msica
(tabla II). como los de la diferencia de
energia entre cada colorante en estado
triplete y el oxigeno singlete. con la na-
turaleza del colorante. se observa que
dichas difercncias implican una produc-
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Tabla II. Valores de nlveles de energia de
los estados triplete de /os colorantes en su
forma acida y basica y sus diferencias con

el nivel del oxigeno singlete.

Especie Energies
(cm-1)

A Energia
’D-'O,
(cm-1)

Referenda

3TH+ 13640 5760 (12)
3TH22+ 10300 2420 (2)
3ATH+ 12600 4720 (14)
3ATH22+ 9000 1120 (14)
3AMH+ 11500 3620 (11)
3AMH22+ 7670 90 (2)
’O2 7880 — (14)

cion de ]O2 que es mayor cuando se em-
plea tionina, que azul de toluidina o azul
de metileno, respectivamente, como foto-
sensibilizadores.

Sluytermann (15) establecid que la ti-
rosina se fotooxidaba cuando el grupo
fenolico estaba ionizado, mientras que la
velocidad de fotooxidacion no dependia
del grado de ionizacion de sus grupos
a-amino y a-carboxilico. Ni para tirosina,
metionina, ni triptofano cabe afirmar, a
la vista de la figura 2, la dependencia de
la velocidad de fotooxidacion con el gra­
do de ionizacion de estos grupos y los de
las cadenas laterales de los aminoacidos.
Y asf el pH optimo de la fotooxidacion
de metionina, triptofano y tirosina se en-
contro a pH 8,5.

Si se supone que la reaction *O2 +
aa—>productos es independiente del pH,
lo cual parece razonable ya que los pKs
de los aminoacidos estan entre los valo­
res de 2 a 3 y de 9 a 10, las curvas expe­
rimentales de la figura 2 representarian
los rendimientos relatives de formation
de ’O., como una funcion del pH. De esta
forma la velocidad de desaparicion del
triptofano es mayor en medio debilmente
basico, incrementandose en un factor de
aproximadamente 5 cn el rango de pH
entre 4 y 8.5 para volver a dccrecer en
un mismo factor cn medio basico. Esta
variation de velocidad siguc pareja a la 

variation del rendimiento cuantico de
production de oxigeno singlete, tanto
para tionina como azul de toluidina (2, 13)
que depende del estado de ionizacion del
colorante (tabla II). Especies ionicas cu-
yas propiedades fisicas y quimicas son
diferentes, y cuyos pKs de los equilibrios
acido-base del estado triplete de los colo­
rantes estan en la vecindad de 7 (5, 6).

Tan solo para metionina existio un ma-
ximo valor de modification a pH acido,
lo que podria tener importancia en orden
a la selectividad de la modification frente
a los demas aminoacidos fotooxidables,
que en esta zona de pH muestran muy
poca o ninguna capacidad de fotooxida­
cion.

El que se obtuvieran mayores constan-
tes de velocidad para las fotooxidacio-
nes de triptofano y metionina conforme
aumento la concentration de colorante
cabe interpretarlo en funcion de la for­
mation de un dimero, el cual es quenched
mas eficazmente por el oxigeno (12).
Mientras que para la tirosina a altas con-
centraciones de colorantes existe una
agregacion del mismo que impediria la
formation del posible compuesto de adi-
cion (8).

En base a los resultados obtenidos se
puede argumentar que las fotooxidaciones
de metionina y triptofano tuvieron lugar,
probablemente. mediante un mecanismo
diferente al de la modification de tirosina.
Asi, para metionina y triptofano se podria
postular que el fotosensibilizador en el
estado 3D reaction© con el oxigeno 3O.,
como primer reactive, oripinandose el oxf-
peno ’O2 de gran reactividad y que posi-
blemente es el que interacciono con el
sustrato (aa) provocando ]a oxidation
del mismo (3). La formation del fotoper-
oxido seria la causa de la fotooxidacion
de metionina a sulfoxido de metionina v
de triptofano a kinurenina. Ademds el
proceso se encontro acelerado en presen-
cia de moleculas que en medio aerobico
fotorcducen rapidamente los estados tri-
pletcs de los fotosensibilizadores, entre los 
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que se incluyen aminas terciarias tales
como el EDTA, y que reaccionaron con
el colorante en el estado triplete reducien-
dolo a su forma leuco, proceso que retor-
naria a su estado inicial en presencia de
oxigeno molecular (1, 7).

Por el contrario, en el caso de tirosina
se podria admitir que la primera inter­
action del colorante excitado seria con el
aminoacido, que generaria radicales que
rapidamente reaccionarian con el oxigeno
molecular para dar el posible producto de
modification derivado de la tirosina. El
EDTA se comportaria en este caso como
un sustrato que desactivaria al colorante,
tanto en su estado singlete como triplete,
debido a las altas concentraciones de
EDTA utilizadas fotoreduciendo al colo­
rante a su forma leuco (1, 4).

Resumen

Se ha establecido una mayor efectividad de
los colorantes tionina y azul de toluidina frente
al azul de metileno en procesos de fotooxida­
cion de los amino^cidos tirosina, metionina y
triptdfano.

Se ha caracterizado el producto de fotooxi­
dacion de metionina como sulfoxido de metio­
nina, de triptofano como kinurenina, y se pos-
tula como posible producto de la tirosina un
compuesto de adicidn entre el aminoicido y el
fotosensibilizador. Se han determinado las con-
diciones y parametros cindticos en cada uno de
los procesos de fotooxidacion, a saber, pH,
concentration de fotosensibilizador, temperatu­
re, EDTA. La metionina se fotooxidd selecti-
vamente a pH Acidos.

Se argumenta que metionina y tript6fano se
modificarian por un mecanismo de interaction
directa con el oxigeno singlete. Mientras que
tirosina reaccionaria en primer lugar con el
colorante excitado. El EDTA acelera la modi­
fication de triptofano y metionina y disminuye
la de tirosina.
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