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Resumen 

La oxidación de hidrocarburos poliaromáticos catalizada por hemoproteínas está 

seriamente limitada por la partición del sustrato hacia el solvente orgánico. Por esto, el 

propósito del presente trabajo fue incrementar la hidrofobicidad del sitio activo, a través 

de modificaciones químicas ex situ del grupo hemo, de la cloroperoxidasa y la 

hemoglobina con el propósito de mejorar sus características como biocatalizadores. La 

cloroperoxidasa del hongo de Caldariomyces fumago fue sometida a un proceso de 

extracción y modificación ex-situ su grupo prostético. Posteriormente, se ensayó la 

reincorporación del hemo en la apoproteína en la que se presentaron dificultades que 

impidieron su reconstitución. El diseño experimental incluyó la extracción y 

reconstitución en sistemas con urea y en solventes orgánicos, la incubación en presencia 

de aditivos estabilizadores de peroxidasas, la inmovilización de la proteína o del grupo 

hemo, la incubación con hemos modificados solubles en agua y la variación de las 

condiciones de reconstitución y extracción como la temperatura y el tiempo de 

incubación. El resultado de los experimentos sugiere que la causa que podria estar 

impidiendo la reconstitución de la apoenzima con su grupo prostético es el 

replegamiento inadecuado de la apoproteína. 

La hemoglobina humana fue exitosamente reconstituida con grupos prostéticos 

modificados químicamente. La reconstitución con su hemo original (sin modificar) 

produjo una hemoglobina con las mismas características cinéticas y espectroscópicas. La 

reconstitución con un hemo modificado con polietilenglicol de tamaño molecular de 350 

Da produjo una hemoglobina modificada con una eficiencia catalítica similar a la de la 

hemoglobina no modificada contra tiantreno en un sistema con 15% de acetonitrilo como 
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solvente. Sin embargo, la reconstitución con el hemo modificado con polietilenglicol de 

750 Da redujo al 50% la eficiencia catalítica de la hemoglobina en el mismo sistema. Las 

constantes de disociación de las tres hemoglobinas contra sustratos fenólicos sugieren 

que la presencia del polietilenglicol en el hemo de la hemoglobina disminuye la 

hidrofobicidad del sitio activo. Por otro lado, las construcciones computacionales 

muestran que la larga cadena de polietilenglicol podria limitar el acceso de los sustratos 

al sitio activo por impedimento estérico. Ambas causas provocarían que las 

reconstituciones con polietilenglicol compitan menos eficientemente por el sustrato 

hidrofóbico en sistemas con solvente orgánico. 

Se modificó la hidrofobicidad superficial y del sitio activo de la hemoglobina 

humana a través de la modificación in situ de sus aminos libres con polietilenglicol y la 

de los carboxilos libres, incluyendo los del grupo hemo, esterificando con trifluoruro de 

boro en metano!. La doble modificación de la proteína produce un biocatalizador hasta 

diez veces más activo para la oxidación de hidrocarburos poliaromáticos en sistemas con 

solvente orgánico. La correlación encontrada entre la actividad específica contra los 

poliaromáticos y el potencial de ionización indica un mecanismo de oxidación por un 

electrón mediada por radicales libres. El aumento en la hidrofobicidad del sitio activo de 

la hemoglobina, a través de la esterificación de los carboxilos del hemo, incrementa 

significativamente la afinidad por los sustratos hidrofóbicos. En conclusión, se favoreció 

la partición de sustratos hidrofóbicos hacia el sitio activo de las hemoproteínas 

incrementando la hidrofobicidad del sitio activo a través de modificaciones químicas. 
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Surnrnary 

Enzymatic transformations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in organtc 

solvents is limited by the unfavorable substrate partition between ¡he organic phase and 

the enzyme active site. In this work, reconstitution experiments of chloroperoxidase 

(CPO) and hemoglobin were done with different chemical modifications of their 

prosthetic group (heme group) with the aim to improve their biocatalytic activity in 

organic solvents. The heme group of chloroperoxidase was taken out of CPO, chemically 

modified and tested for reconstitution in the active si te 01' the apoenzyme in different 

refolding conditions. To reduce mass transfer limitations, hemin dimerization and 

apoenzyme aggegation an experimental design was carried out with the goal to produce a 

more hydrophobic enzyme active site in CPO. Unfortunately, reconstitution of CPO was 

not accompIished. The results of the experiments suggest that a inadecuate refold of 

apoCPO avoids the reconstitution of the enzyme. 

Reconstitution experiments with chemically modified heme groups were 

perfonned in human hemoglobin. Hemoglobin with a 350 Da poly(ethylen)glycol

modified heme (heme-PEG 350) shows minimal changes in its spectroscopic and kinetic 

constants; however, reconstitution with heme-PEG 750 reduces ca. 50% ofthe maximum 

velocity versus thianthrene in organic solvents. 80th chemically modified hemoglobin 

have less affinity for hydrophobic substrates than unmodified hemoglobin. Equilibrium 

substrate binding constants and computer models suggest that reduced affinity versus 

phenolic substrate of chemically modified hemoglobin could be due to reduced 

hydrophobicity and limited access to the active sit!!. 
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Chemical modifications on human hemoglobin were performed with the aim to 

change both surface and active site hydrophobicity. The modifications included covalent 

coupling of poly(ethylen) glycol on free amino groups and methyl esterification of free 

carboxyl groups. The moditied hemoglobin was assayed for 11 PAH and 2 organosulfur 

aromatic compounds. The doubly modified hemoglobin, PEO-Met-Hemoglobin, showed 

up to 10 times higher acti vity than the unmodified protein. The kinetic constants show 

that PEO-Met-hemoglobin has a significantly higher catalytic efficiency. Equilibrium 

substrate binding constants for unmodified and PEO-Met modified hemoglobin show 

that this catalytic enhancement could be attributed to the increased affinity for 

hydrophobic substrates in modified hemoglobin. 

In conclusion, it was possible to improve substrate partition to the enzyme active 

site by increasing hydrophobicity of hemoglobin active si te through chemical 

modifications. 
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1 Antecedentes 

1.1 Oxidación biocatalítica de hidrocarburos poliaromáticos por hemoproteínas 

Debido al continuo crecimiento del número de compuestos tóxicos generados por nuestra 

sociedad, en nuestros días se ha intensificado el desarrollo de metodologías y procesos para 

degradar y destoxificar estos productos que son dispersados en el ambiente. La biotecnología 

puede tener un impacto benéfico importante sobre el ambiente, por un lado creando procesos a gran 

escala con tecnologías limpias, y por otro, desarrollando procesos de remediación basados en el 

uso de microorganismos o sus enzimas. 

El uso de enzimas en la transfonnación de compuestos tóxicos como plaguicidas, 

herbicidas, colorantes, fenoles, hidrocarburos poliaromáticos, etc. ha sido reportado en 

numerosas ocasiones como un sistema adecuado de biotratamiento. Además, el desarrollo de 

técnicas que mejoren la funcionalidad de las enzimas (actividad, especificidad, estabilidad, etc.) en 

procesos a gran escala potencian la aplicación de éstas en procesos de tratamiento de efluentes 

tóxicos. 

El presente trabajo está enmarcado en la oxidación de hidrocarburos poliaromáticos por una 

clase importante de enzimas: las hemoproteínas. Con el objetivo de mejorar las propiedades 

catalíticas y de estabilidad de estas enzimas, se pueden usar técnicas de modificación genética y 

química, así como la ingeniería de solventes. Esta última muy importante para mejorar las 

reacciones con sustratos hidrofóbicos como los hidrocarburos poliaromáticos. 

Los hidrocarburos poliaromáticos (HP A' s) son constituyentes del petróleo crudo y de 

materiales derivados del carbón como la creosota o el alquitrán de hulla. Su dispersión en la 

atmósfera, suelos, superficies de agua y sedimentos, se debe principalmente a los derrames y a la 

combustión incompleta de combustibles fósiles. Los HP A' s son compuestos contaminantes de 

importancia debido a sus potenciales efectos tóxicos y carcinogénicos (Black, 1983; Kusk, 1981; 

Pipe el al, 1986; Savino el al., 1984). Numerosos son los estudios de los efectos de los HPA's en 
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los diferentes organismos. A continuación se hace una breve revisión de estudios concernientes a la 

degradación y destoxificación de los HP A' s, 

Algunos microorganismos han sido reportados como capaces de llevar a cabo la 

degradación de estos compuestos (Bezalel el al., 1996; Bogan y Lamar, 1995; Griffoll el al" 

1995). La principal dificultad en la degradación de HPA's es su biodisponibilidad, lo que significa 

que mientras más alto sea el número de anillos bencénicos en un compuesto, disminuye la 

capacidad de los microorganismos de llevar a cabo su degradación, De esta manera, los HPA's de 

más de cinco anillos son considerados como recalcitrantes al ataque microbiano. Debido a su alta 

hidrofobicidad, los HPA's se encuentran en el ambiente adheridos a partículas y/o disueltos en 

bajas concentraciones por lo que su velocidad de degradación depende, a su vez, de la velocidad a 

la cual son desorbidos y disueltos en el medio (Volkering el al., 1992), 

Una manera efectiva de resolver el problema de la biodisponibilidad es utilizando un 

surfactante para disminuir la tensión superficial (aumentando el área de contacto) y facilitar con esto 

la solvatación de compuestos hidrofóbicos, La naturaleza del agente tensoactivo puede ser química 

o biológica, conocidos estos últimos como biosurfactantes. Grimberg el al, (1996), reportaron un 

aumento en la velocidad de disolución, y en consecuencia, un aumento en la velocidad de 

degradación del fenantreno por p, stutzeri, al utilizar un surfactante no iónico, Por otro lado, 

Volkering el al, (1995) reportaron que la presencia de surfactantes no iónicos aumenta la 

microdispersión y disponibilidad a la degradación del fenantreno y del naftaleno por cepas 

bacterianas de Pseudomonas. U na forma adicional de disminuir los problemas de transferencia de 

masa para la degradación de HPA's es utilizando solventes orgánicos miscibles en agua, Sin 

embargo, estos sistemas son inadecuados para los microorganismos debido a su toxicidad, Este no 

es el caso para las enzimas, las cuales pueden ser activas en altas concentraciones de solvente 

orgánico, 

Las hemoproteinas, incluyendo las peroxidasas, han sido estudiadas en la oxidación de HP A' s 

(Ortiz-Leon el al" 1995; Torres el al" 1995; Vazquez-Duhalt el al" 1994), Las peroxidasas son 
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enzimas que poseen a la ferroprotoporfirina IX como grupo prostético. La principal función de 

estas enzimas es la oxidación de sustratos ligada a la conversión de H,O, en H,o. El intermediario 

enzimático de las peroxidasas, como la peroxidasa de rábano blanco (HRP), lactoperoxidasa y 

cloroperoxidasa, formado durante la reacción con peróxido de hidrógeno ha sido descrito como 

compuesto 1, que es una oxo(Fe<4)porfirina con un spin de electrones desapareado asociado a cada 

anillo pirrólico o a algún residuo aminoácido de la periferia de la proteína (figura 1). Para el caso de 

la HRP, en exceso de H,O, y en presencia de un sustrato reductor, Amao et al. (1990) reportaron 

que el compuesto 1 puede llevar a dos posibles caminos, dependiendo de la reducción que tome 

este compuesto: si la reducción es por un electrón se produce el compuesto II y si es por dos 

electrones se obtiene la enzima en estado basal (figura 1). El mecanismo propuesto en la figura 1 

podria aplicarse a otras hemoenzimas como la manganeso peroxidasa, o la ligninasa. En exceso de 

H,O, o en ausencia de un sustrato oxidable todas la peroxidasas son inactivadas por la presencia 

de H,O, (Aitken et al., 1989; Vazquez<Duhalt et al., 1994). Dos hemoproteínas con actividad 

peroxidasa, como la hemoglobina y el citocromo c, posiblemente sigan también el mismo 

mecanismo de reacción que la HRP (Ortiz<Leon et al., 1995; Torres et al., 1995). 

El citocromo PASO es una farrúlia de hemoproteinas presentes en todos los tipos de 

organismos. Sus funciones abarcan desde la sintesis de esteroides hasta la participación en 

procesos de desintoxicación. El citocromo P-450 ha sido reportado como capaz de modificar 

HP A' s (Azari et al., 1982; King et al., 1984). King et al. (1984) fueron los primeros en reportar 

la capacidad del citocromo PASO purificado para formar complejo· enzima-sustrato con el 

benzol a ]pireno para llevarlo a una posterior hidroxilación en presencia de un agente oxidante. 

Además, reportaron que era posible inducir una enzima más eficiente en su actividad 

benzo[a]pireno hidroxilasa con la presencia del sustrato poliaromático. En otras palabras, las 

constantes catalíticas (KM y V m.,J podían ser manejadas de acuerdo a la concentración de 

benzo[a]pireno en el medio de crecimiento. 
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~ 

o 
IIIV 1 4V+ 

(N) Compuesto 1 

N~ 
Figura 1.- Ciclo catalítico de las peroxidasas (sólo se muestran los compuestos I 

y 11 a los que se hace referencia en el texto) 

El cito cromo P-450 requiere, en forma natural, de un cofactor (NADPH) para su actividad; 

este requerimiento puede ser reemplazado con el uso de un hidroperóxido como agente oxidante. 

En la tabla 1 se muestran los resultados de los cambios en las constantes catalíticas al reemplazar al 

cofactor por hidroperóxido de cumeno y peróxido de hidrógeno (tabla 1). 

Tanto el peróxido de hidrógeno como el hidroperóxido de cumeno generaron velocidades 

de reacción más altas que el sistema soportado por el NADPH. Sin embargo, la afinidad por el 

sustrato disminuye para ambos sistemas (incremento en la constante de Michaelis-Menten). En los 

sistemas artificiales con hidroperóxidos hay una generación mayor de quino nas, fenoles y dio les 

(King el al., 1984». 
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Tabla 1. Actividad benzo(a]pireno hidroxilasa del citocromo P-450 de levadura en 
sistemas reconstituidos y artificiales 

NADPH 
Hidroperóxido de cumeno 
H,O¡ in situ 

King et al. (1984) 

K,,(¡.tM) 

33 
125 
200 

v ( . ~') mu mln 

0.0167 
0.0219 
0.0337 

Masaphy el al. (1995), determinaron las constantes catalíticas de la actividad 

benzo(a]pireno hidroxilasa del cito cromo P-450 en fracciones microsomales y citosólicas, 

utilizando NADPH como cofactor. Los valores de las constantes de Michaelis-Menten fueron 200 

~M Y 667 ~M para las fracciones microsomales y citosólicas, respectivamente. Estos valores 

fueron mucho más grandes que los reportados por King et al. (1984) para el citocromo P-450 

purificado en el mismo sistema de reacción. Seguramente las limitaciones difusionales presentes en 

las fracciones microsomales y citosólicas disminuyen la afinidad por el sustrato. Sin embargo, la 

V",," de los sistemas de Masaphy et al. (1995) fueron considerablemente mayores (0.125 y 0.570 

min" comparada con 0.0167 min" del citocromo P-450 purificado). 

El citocromo P-450 ha sido sometido a modificaciones por ingenieria genética con el 

propósito de diseñar un biocatalizador con menor especificidad en la hidroxilación. Fowler et al. 

(1994) reportaron que la sustitución de un sólo aminoácido del sitio activo del citocromo P-450 

(Tyr96Ala) permite la oxidación de un nuevo sustrato, difenil metano, produciendo un compuesto 

p-hidroxilado. Modi et al. (1995) reportaron que el citocromo P-450 era susceptible de ser 

modificado químicamente a través del reemplazo de su grupo hemo por otras ferroportirinas. La 

reconstitución del citocromo P-450 con el grupo hemo esterificado generó un biocatalizador 60 

veces más eficiente medido por el cociente k"¡K,, comparado con el citocromo P-450 con su 

5 

_._- - ._---



dominio del hemo sin modificar. Asímismo, esta modificación presentó una afinidad 4 veces 

mayor al sustrato utilizado, reflejada en la disminución de la constante de disociación. 

La lignino peroxidasa es otra hemoproteína presente principalmente en los hongos 

lignolíticos y juega un papel importante en la degradación de la lignina. En presencia de H,o, la 

lignino peroxidasa (ligninasa) es capaz de catalizar la oxidación por un electrón de una variedad 

amplia de compuestos aromáticos para producir, como productos iniciales, radicales catiónicos que 

rápidamente son oxidados. Por ejemplo, Sanglard et al. (1986) reportaron que la ligninasa es capaz 

de oxidar benzo[a]pireno in vitro en presencia de H,O, para dar lugar a tres productos de 

oxidación. Harnrnel et al. (1986) reportaron la oxidación del pireno por la ligninasa en un medio de 

reacción que contenía N, N-dimetilformamida como solvente produciendo principalmente 1,8 y 1,6 

pirenodionas. También se reportó la capacidad de esta enzima para degradar 2-

clorodibenzo[p ]dioxinas y dibenzo[p ]dioxinas. 

Vázquez-Duhalt et al. (1994) reportaron la oxidación in vitro de nueve compuestos 

poliaromáticos por la ligninasa en sistemas que contenian solventes orgánicos miscibles en agua, 

para disminuir los problemas de transferencia de masa. En la tabla 1I se muestran los resultados de 

la actividad específica de la ligninasa junto con los potenciales de ionización de los HP A' s. Como 

se muestra, la ligninasa fue capaz de oxidar aquellos compuestos que tienen un potencial de 

ionización (P.l) menor a 8 eVo Los autores reportaron que las constantes cinéticas para la oxidación 

de pireno fueron afectadas negativamente por la concentración de solvente orgánico en el medio. 

Otra hemoproteína que participa en la degradación de la lignina es la manganeso 

peroxidasa, la cual produce iones Mn -J que son altamente reactivos. La habilidad del acetato 

mangánico de producir oxidaciones por un electrón de benzol a ]pireno y dibenzo[ a ]pireno y la 

habilidad de algunos sistemas Mn(III)-H,SO 4 para oxidar algunos HP A' s se ha tomado como base 

para sugerir que compuestos de esta naturaleza pueden ser sustratos también para la manganeso 

peroxidasa vía la acción de Mn-J (Bogan y Lamar, 1995; Bogan y Lamar, 1996). 
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Bogan y Lamar (1996) reportaron la oxidación in vitro de fluoreno por un sistema de 

peroxidación de lípidos dependientes de manganeso peroxidasa (MnP) de P. chrysosporium, 

dando lugar al mismo producto que se obtiene al utilizar el hongo completo en cultivo líquido. Los 

mismos autores (Bogan y Lamar, 1995) reportaron que en el sistema de peroxidación de lípidos 

dependientes de MnP se podía llevar a cabo la oxidación de diferentes HP A' s presentes en la 

creosota. El porcentaje de degradación presentó una buena correlación con el potencial de 

ionización. En este sistema fue posible oxidar HP A' s con altos potenciales de ionización (como 

fenantreno, trifenileno, y criseno), los cuales no son sustratos para la lignino peroxidasa. 

Tabla IL Actividad específica y potenciales de ionización de los compuestos 
aromáticos en la oxidación con Iignino peroxidasa en 10 % de acetonitrilo. 

Sustrato 

Pentaceno 
9-Metilantraceno 
Carbazol 
l-metilantraceno 
Pireno 
Acenafteno 
2-metilantraceno 
Fluoranteno 
Dibenzotiofeno 
Criseno 
Fenantreno 
Trifenileno 
Naftaleno 
l-Metilnaftaleno 
Fluoreno 
1,3-Difenilpropano 
Dibenzofurano 
Bifenilo 

Actividad 
específica 

(seg,l) 

O.N.E. 
3.01 
1.69 
1.62 
0.33 
0.28 
0.25 
0.15 
0.06 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 

Vázquez-Duhalt et al., 1994. 
O.N.E. Oxidación no enzimática 
N.R. no reaccionó 
N.D. no disponible 
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Potencial de ionización (e V) 

Transferencia 
de carga 

6.55 
7.23 
7.20 
N.D. 
7.72 
7.70 
7.40 
7.76 
7.93 
8.01 
8.03 
8.19 
8.25 
8.50 
8.52 
8.60 
7.77 
8.80 

Impacto 
electrónico 

8.69 
7.26 
7.92 
7.36 
7.45 
7.70 
7.35 
8.15 
8.14 
8.12 
8.18 
8.10 
8.19 
7.97 
8.03 
8.53 
8.42 
8.46 



El citocromo c es una hemoproteína con actividad peroxidasa capaz de catalizar la 

oxidación de algunos sustratos tóxicos como benceno, o-metoxifenol, compuestos heterocíclicos 

azufrados y compuestos poliaromáticos, en presencia de H,02 como agente oxidante (Akasaka el 

al., 1994; Fujita el al., 1994; Torres el al., 1995; Vazquez-Duhalt el al., 1993) . El citocromo c 

presenta varias ventajas como biocatalizador: es activo en un amplio rango de pH (de 2 a 11), tiene 

su grupo hemo covalentemente unido a la proteína (lo cual permite su permanencia en la proteína en 

presencia de solvente orgilnico), es activo a altas concentraciones de solvente orgánico y es 

relativamente barato (Vazquez-Duhalt, 1999). 

En trabajos anteriores (Torres el al., 1995) se determinaron las actividades catalíticas del 

citocromo c en la oxidación de diferentes compuestos aromáticos. En la tabla III se reproducen los 

resultados reportados. El citocromo c fue capaz de catalizar la oxidación de cinco de estos 

compuestos aromáticos; sin embargo, la oxidación de arom~ticos por citocromo c no presentó una 

correlación con el potencial de ionización, como en el caso de la ligninasa. Por ejemplo, el 

citocromo e oxidó al dibenzotiofeno (P.1. 7.93 e V) y no catalizó la oxidación del acenafteno, ni del 

fluoranteno (P.1. de 7.7 y 7.76 eV, respectivamente). 

Tabla III. Actividad específica del citocromo c de levadura en la oxidación de 
sustratos aromáticos. 

Sustrato 

Dibenzotiofeno 
Antraceno 
Piren o 
Benzotiofeno 
Carbazol 
Fenantreno 
Criseno 
Fluoranteno 
Fluoreno 

Torres et al. (1995) 
N.R. no reaccionó 
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Actividad específica (min") 

3.18 (± 0.11) 
2.08 (± 0.13) 
1.28 (± 0.32) 
0.99 (± 0.23) 
0.87 (± 0.11) 
N.R. 
N.R. 
N.R. 
N.R. 



Con el objetivo de aumentar la versatilidad del cito cromo e, para incrementar el número de 

sustratos susceptible a la oxidación, así como el de aumentar la actividad catalítica, se le realizaron 

diferentes modificaciones por ingenieria de proteínas (Akasaka el al., 1994; Fujita el al., 1994). 

Akasaka el al. (1994) inmovilizaron al citocromo c en poli-g-metil-L-glutamato dándole la 

capacidad de oxidar benceno en un sistema con bajo contenido de agua. La constante catalítica del 

citocromo c inmovilizado fue similar a la del citocromo P-4S0 y, al parecer, el mecanismo de 

reacción podria ser el mismo para ambas proteínas. Un ejemplo de la modificación de la actividad 

catalítica del citocromo c fue reportada por Fujita el al. (1994) en el que el citocromo c al ser unido 

a una bicapa de fosfolípidos aumentó considerablemente su actividad para oxidar o-metoxi fenol (10 

veces más activo respecto al citocromo en forma libre). 

La hemoglobina es otra hemoproteína que contiene cuatro grupos ferroporfirinas por 

molécula y es capaz de oxidar algunos sustratos poliaromáticos. En la tabla IV se muestran los 

resultados reportados por Ortiz-Leon el al. (1995). La hemoglobina fue capaz de oxidar fluoreno 

(P.I. 7.91 eV), el cual no fue oxidado por la ligninasa, ni por el citocromo c. La naturaleza de los 

productos indica que probablemente el mecanismo de reacción sea el mismo para las tres proteínas 

(Ortiz-Leon et al., 1995; Torres el al., 1995; Vazquez-Duhalt et al., 1994). La comparación de las 

constantes catalíticas en la oxidación del pireno por la ligninasa, el citocromo c y la hemoglobina 

colocan a la primera como el mejor biocatalizador (2.6 s", 0.13 s" y 0.15 S", respectivamente). 

Por lo anteriormente expuesto, podemos decir que la modificación biocatalítica de 

hidrocarburos polinuclearomáticos por hemoproteinas se presenta como una alternativa interesante 

para la disminución de la toxicidad de estos compuestos. La naturaleza de los productos es de una 

mayor fucilidad a la degradación posterior por bacterias u otros microorganismos (Meulenberg et 

al., 1997), y su toxicidad es cientos de veces inferior siendo muchos de ellos no mutagénicos 

(Durant el al., 1996) (tabla V). 
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Tabla IV. Oxidación biocatalítica de HPA·s por hemoglobina y H,O, 

Sustrato 

9-Hexilantraceno 
Antraceno 
Carbazol 
Pireno 
Dibenzotiofeno 
Fluoreno 
Dibenzofu rano 

Ortiz-Leon et al .(1995) 
N.D. no disponible 
N.R. no reaccionó 

Potencial de 
ionización (e V) 

N.D. 
7.55 
7.2 O 
7.72 
7.93 
8.52 
8.77 

Reactivo 
transformado (%) 

100.0 
9\.2 (± 4.4) 
83.9 (±27.8) 
73.9 (± 0.9) 
48.9 (±30.7) 
~.R. 
N.R. 

Tabla V. Concentración mlfilma mutagénica (CMM) de hidrocarburos 
poliaromáticos y sus respectivas quinonas. 

Compuesto 

Cic\openta( cd)pireno 
Cic lopen ta( c d)p ireno-3-diona 

Fenantreno 
Fenantrenodiona 

Benzo [a] antraceno 
Benzo[a] antracenodiona 

Criseno 
Criseno quino na 

Benzo[a]pireno 

1,6-Benzo[a]p irenodiona 

3,6-Benzo[a] p irenodiona 

4,5-Benzo[ a ]pirenodion a 

Durant et al. (1996) 
N.M. No mutagénica 
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CMM 
(ng/mI) 

1.8 
2600 

N.M. 
N.M. 

570 
N.M. 

750 
N.M. 

14 
N.M. 

N.M. 

N.M. 



1.2 Biocatálisis en solventes no acuosos 

El uso de solventes orgánicos como medios de reacción para reacciones biocatalíticas ha 

probado ser un sistema extremadamente útil para expandir el rango y la eficiencia de las 

aplicaciones prácticas de la biocatálisis (Khmelnitski y Rich, 1999). La tabla VI resume las 

principales ventajas y desventajas de la biocatálisis en medio orgánico. En años recientes la 

investigación en esta área está progresando significativamente, particularmente en la elucidación de 

las propiedades estructurales de la enzima en ambientes no acuosos, en el mejoramiento de las 

propiedades catalíticas, en el diseño de nuevos tipos de medios de reacción y, eventualmente, en la 

implementación de estos desarrollos en aplicaciones a gran escala. 

Tabla VI. Efectos generales de los solventes orgánicos en la biocatálisis 

Principales ventajas 
Alta solubilidad de sustratos hidrofóbicos 
Incremento de la regio-, enantio- y estereoespecificidad 
Ajuste del equilibrio químico 
Eliminación de la contaminación microbiana 
Mejoramiento de la termoestabilidad de las enzimas 
Reducción de las reacciones laterales encontradas en agua 

Principales desventajas 
Disminución de la actividad enzimática 
Los solventes polares pueden actuar como desnaturalizantes 
Inactivación en la interfase en sistemas de dos fases 

Una de las preguntas más importantes en la biocatálisis en medios orgánicos es porqué las 

enzimas son menos activas al ser transferidas del medio acuoso a los solventes orgánicos. 

Numerosos trabajos han contribuido a responder esta pregunta desde diferentes perspectivas, 

descritas brevemente a continuación. Inicialmente los trabajos se entocaron a determinar si los 

cambios estructurales de las enzimas expuestas al solvente orgánico eran los responsables de la 

disminución de la actividad. Trabajos con la en diferentes solventes orgánicos mostraron que, sin 

importar en qué solvente se encontraba la enzima, la estructura terciaria y secundaria era 

virtualmente idéntica (Schmitke el al., 1997; Griebenow y Klibanov, 1997). 
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La estabilización del estado basal del sustrato, la energía del estado de transición y las 

intensidades de las interacciones enzima-sustrato pueden ser significativamente afectadas por el 

solvente orgánico. Estos efectos han sido cuantitativamente determinados en varios trabajos como 

responsables parcialmente de la reducción en la actividad enzimática (Xu el al., 1994; Wangikar el 

al., 1995; Schmitke el al. 1996). El problema puede ser resuelto con la selección adecuada del 

sistema de solventes a utilizar; esta selección deberá estar basada principalmente en las propiedades 

termodinámicas del solvente que disminuyan la energía de desolvatación del sustrato, 

incrementándose así las interacciones enzima-sustrato y favoreciendo la estabilización del estado de 

transición. 

La incapacidad de la mayoria de los solventes orgánicos de formar los múltiples puentes de 

hidrógeno que forma el agua con la proteína, por un lado, y la baja constante dieléctrica de los 

sistemas no acuosos, por otro lado, provocan que la flexibilidad de una enzima en sistemas con 

baja actividad de agua esté significativamente disminuida. La baja flexibilidad de las enzimas o su 

alta rigídez trae como consecuencia que las enzimas sean menos activas, aunque, como ha sido 

reportado, su termoestabilidad sea más alta (Zaks y Klibanov, 1988). Las reacciones llevadas a 

cabo a condiciones óptimas de actividad de agua, con solventes hidro fóbicos (poca capacidad de 

secuestrar las moléculas de agua), el uso de solventes o aditivos con capacidad de formación de 

enlaces de hidrógeno, o solventes sin capacidad de secuestrar el agua (hidrofóbicos) pueden ayudar 

a aumentar la actividad catalítica de las enzimas en medios no convencionales (Zaks y Klibanov, 

1988; Kitaguchi y Klibanov, 1989; Halling, 1994). 

Otro aspecto de importancia que debe tomarse en cuenta para evitar la caída en la actividad 

catalítica en medios con baja actividad de agua es el estado de protonación de la enzima. En 

sistemas acuosos la actividad biocatalítica es altamente dependiente del estado de protonacÍón de los 

grupos ionizables de la proteina, y dado que en solventes orgánicos el pH no tiene un significado 

real, el estado de protonación estará controlado por el pH de la solución acuosa a la cual esruvo la 

proteína expuesta previamente a su liofilización. Este fenómeno fue nombrado como "memoria al 
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pH ". Es decir, el comportamiento biocatalítico de la enzima en solventes orgánicos estará en 

función del pH de la ultima solución acuosa a la cual fue expuesta. El fenómeno de "memoria al 

pH" fue cuantitativamente elucidado en base a estudios de espectroscopia de infrarrojo de Fourier; 

el estado de ionización de diferentes compuestos modelos que contenían grupos funcionales 

encontrados en las proteínas (grupos amino, carboxilos y fenólicos) fue determinado en estado 

sólido después de ser liofilizados a diferentes valores de pH. Los valores de pk, de los compuestos 

modelos fueron muy similares (0.3 unidades de diferencia) en solución acusosa y en estado 

liofilizado. Esto significa que la remoción de agua por liotllización no atecta el estado de ionización 

de grupos cargados (Constantino el al., 1997). 

La elucidación de algunas de las causas de la disminución de la actividad catalítica de las 

enzimas en medio orgánico ha llevado al planteamiento de nuevas estrategias con el propósito de 

mejorar la funcionalidad de las enzimas en estos sistemas. Una estrategia utilizada en constante 

crecimiento es la modificación de las propiedades del medio de reacción, denominada ingeniería 

de solventes, la cual ha contribuido notablemente a mejorar las propiedades catalíticas de las 

enzimas como la especificidad, selectividad, estabilidad y la termoestabilidad. Millquist-Fureby el 

al. (1997) reportaron recientemente que el uso de soluciones metaestables sobresaturadas de 

carbohidratos como medio de reacción para reacciones de glicosilación, donde el azUcar sirve como 

medio de reacción (disminuye la actividad termodinámica del agua) y sustrato al mismo tiempo. 

Las enzimas ensayadas fueron activas hacia la reacción de síntesis y no para la de hidrólisis. 

Otra estrategia empleda para incrementar la actividad catalítica en solventes orgánicos ha 

sido la aplicación del estampado biomolecular; es decir, la inducción de una mejor 

conformación estructural del sitio activo de la enzima para un determinado. La conformación 

induciada se logra a través del acomplejamiento de la enzima en solución con una ligando 

químicamente similar al sustrato pero que no produzca reacción. La remoción del ligando en 

solvente anhidro mantiene el sitio activo de la enzima en una conformación estructural de mayor 

afinidad para el sustrato de interés. Como resultado de este procedímiento tres proteinas, albumina, 
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papaína, y lactoglobulina mostraron actividad catalítica en reacciones de ~-eliminación en 

acetonitrilo, mientras que las mismas proteínas no sometidas a ese tratamiento no mostraron 

actividad para la misma reacción (Ohya el al; 1996; Slade y Vulfson, 1998). 

Finalmente, la ingeniería de proteínas; es decir, el mejoramiento del comportamiento 

enzimático por modificación de la naruraleza del biocatalizador, esto incluye, inmovilizaciones del 

biocatalizador, el acomplejamiento de las enzimas con lípidos o surfactantes, las modificaciones 

químicas, genéticas o ambas de la proteína (De Santis y Jones, 1999). 

1.3 Limitaciones de transferencia de masa en la oxidación de HPA' s 

En sistemas acuosos hidrofilicos la interacción entre el sitio activo de la enzima y el medio 

se ve favorecido al incrementarse la hidrofobicidad del sustrato, siempre y cuando el ambiente 

protéico del sitio activo sea hidrofóbico. Esto resulta en una mayor afinidad por el sustrato y una 

mayor actividad catalítica a! incrementarse la hidrofobicidad del sustrato (Backes el al., 1993; 

Khatisashvili el a/., 1997; Satoh el al., 1999). Por otro lado, la biocatálisis con solventes 

orgánicos obedece al proceso contrario: el aumento de la hidrofobicidad del sustrato disminuye la 

interacción con el sitio activo de la enzima (Torres el al. 1996). Es decir, la biocatálisis con 

sustratos hidrofóbicos en sistemas orgánicos está limitada por la partición del sustrato hidrofóbico 

hacia el solvente, lo cual disminuye tanto la actividad catalítica como la afinidad por el sustrato 

(Ryu y Dordick, 1992; Wangikar el al., 1995). 

Como resultado de los trabajos desarrollados en nuestro laboratorio fue posible demostrar 

que la biocatálisis con sustratos hidrofóbicos, como los compuestos aromáticos, está seriamente 

limitada por la partición del sustrato entre el sitio activo y el solvente. En un inicio a! aumentar la 

concentración de solvente orgánico la actividad específica aumenta hasta un máximo, ya que se 

disminuyen los problemas de transferencia de masa. A concentraciones de solvente mayores, y 

después de alcanzar ese máximo, la actividad disminuye debido a la disminución de la interacción 

entre el sitio activo y el sustrato (figura 2 y 3). Este comportamiento fue similar para los diferentes 

14 



--------

sustratos ensayados, pero los máximos de afinidad y actividad estuvieron en función de la 

hidrofobicidad del sustrato: a mayor hidrofobicidad del sustrato, menor la actividad biocatalítica del 

citocromo c. 

Como se muestra en la tI gura 2 el citocromo c conserva el 50% de su actividad máxima a 

concentraciones de solvente tan altas como 60% de tetrahidrofurano (THF) cuando el sustrato es 

hidrotllico (cloruro de pinacianol), mientras que únicamente conserva el 50% de su actividad 

máxima a 20% de THF cuando el sustrato es hidrofóbico (pireno). Es decir, a determinada 

concentración de solvente el sustrato deja de interaccionar con el sitio activo, limitando la reacción 

enzimática. Esto se demostró con diferencia de espectros del complejamiento del citocromo c con 

dos sustratos de hidrofobicidad variada (figura 3). Como se muestra, el citocromo forma un 

complejo con ambos sustratos, medido como la di ferencia en el espectro de absorción en la banda 

Soret del citocromo en ausencia y presencia del sustrato, el cual disminuye al incrementar la 

concentración de tetrahidrofurano. El aumento de la concentración de solvente no efecta la 

estrucrura tridimensional del citocromo c (Wu y Gorenstein, 1993). En conclusión, la C so 

(concentración de solvente a la cual se observa el 50% de la actividad máxima) resultó ser una 

función de la hidrofobicidad del_sustrato (Torres et al., 1997 y Torres, 1998) y no del poder de 

desnaturalización del solvente, como había sido reportado previamente (Khmelnitsky et al., 1991). 
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Figura 2. Efecto de la concentración de tetrahidrofurano y la hidrofobicidad 
del sustrato en la biocatálisis con citocromo c (Torres et al., 1997). 

Ryu Y Dordick (1992) reportaron que la oxidación de sustratos fenólicos con la peroxidasa 

de rábano blanco en solventes orgánicos está limitada principalmente por la estabilización del 

estado basal del sustrato, o en otras palabras, la desestabilización del complejo enzima-sustrato en 

solventes orgánicos comparada con el sistema acuoso. Esta estabilización del sustrato se manifestó 

por un incremento significativo de la K", lo cual redujo hasta en cuatro órdenes de magnitud la 

eficiencia catalítica de la peroxidasa, comparada con el sistema en ausencia de solvente. Los autores 

concluyeron que la enzima puede mantener casi la totalidad de su estrucrura tridimensional en 

solventes orgánicos y que el efecto del solvente sobre la termodinámica del sustrato debe ser 

considerado en la biocatálisis en solventes orgánicos. 
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Figura 3.- Espectro de diferencia del citocromo c con tiantreno y pireno a 
diferentes concentraciones de tetrahidrofurano 

Wangikar et al. (1995) reportaron que la biocatálisis con quimotripsina en solventes 

orgánicos es dependiente del solvente, del sustrato y de la hidrofobicidad del sitio activo, y por 

ende, es modificable variando cualquiera de estas variables. De esta manera, comprobaron que el 

aumento de la hidrofobicidad del sustrato disminuye la eficiencia catalítica en solventes orgánicos 

hidrofóbicos debido a la partición desfavorable del sustrato entre el sustrato y el solvente. Sin 

embargo, con solventes hidrofilicos (corno agua, acetona, alcoholes, etc) el aumento de la 

hidrofobicidad del sustrato favorece la partición de éste hacia el sitio activo y, por lo tanto, la 

eficiencia catalítica aumenta 

En conclusión, en la biocatálisis con solventes orgánicos es posible modificar la 

partición del sustrato hacia el sitio activo por ingeniería de solventes, ingeniería genética y por 

modificación química de la enzima. 
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1.4. La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago 

La cloroperoxidasa (epO) es una glicoproteína extracelular producida por el hongo 

filamentoso Caldariomvces ji/mago con un peso molecular aproximado de 42 000 Da. La 

actividad principal de la c1oroperoxidasa como enzima son las reacciones de halogenación; S10 

embargo, además presenta actividad catalítica de peroxidasa, monooxigenasa y catalasa (figura 4). 

Debido a esto, la epo es la más versátil de las hemoenzimas conocidas y ha sido objeto de 

múltiples investigaciones acerca de su estrucrura y función como biocatalizador. La 

c1oroperoxidasa posee características propias de las peroxidasas y, como ha sido reportado por 

Sundaramoorthy el al. (1995), características similares a las del cilOcromo P-450 ( figura 9, al final 

de la introducción). El cmnpo de reacciones catalizadas por la epo es muy amplio, incluye, entre 

otras, epoxidación de alquenos, oxidación de sulfuros a sulfóxidos, oxidación de alcoholes a 

aldehídos, dealquilación de alquilaminas, halogenación de p-dicelOnas, etc. A continuación se hace 

una descripción más detallada de las caracteristicas estrucrurales y catalíticas que hacen de la epo 

un biocatalizador atractivo. 

Deshídrogenación oxidativa 
2SH + H,o, ~ 2S' + 2H,O 

Halogenación oxidativa 
SH + H,O, + H1+) + XI·) SX + H20 
x= el, Br, f 

Rompimiento del H,o, 
2H,o, ~ 2KO + 0, 

Transferencia de oxígeno 
SH + H,o, ----<~~ SOH + H,o 

Figura 4.- Actividades catalíticas de la cloroperoxidasa de C. fumago 
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1.4.1 Ambiente proteico del hemo 

El grupo prostético de la c\oroperoxidasa es la ferroprotoporfirina IX. la cual está unida a la 

proteína principalmente por puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas. Los grupos 

nitrógeno de los grupos pirrólicos proveen los cuatro ligantes ecuatoriales del fierro. mientras que 

la naturaleza del quinto ligante corresponde al grupo tiol de la cisteina 29. a diferencia del resto de 

las peroxidasas en las que el grupo axial cercano es una histidina (Sundaramoorthy el al .• 1995). 

De la misma manera que en el citocromo P-450. el grupo tiol de la cisteina en la epo funciona 

como un fuerte donador de electrones interno que facilita el rompimiento del enlace O-O que da 

lugar al compuesto 1 de las peroxidasas (figura 1). En consecuencia con este hecho, la biocatálisis 

se tavorece. La parte distal del hemo de la epo está ocupada por una molécula de solvente, la cual 

está demasido lejos, 3.4 Á, como para t'armar un enlace axial fuerte. Debido a lo anterior, el fierro 

de la c\oroperoxidasa presenta un estado pentacoordinado de alto spin. El sitio activo de la epo es 

de carácter polar, como en la mayoría de las peroxidasas, y el aminoácido involucrado en la 

catálisis de rompimiento del enlace o-o es el ácido glutámico 183, mientras que en el resto de las 

peroxidasas el aminoácido involucrado en la catálisis es la histidina. La histidina en la epo esrá 

posiblemente involucrada en la oríentación adecuada del Glu 183 y en proveer interacciones del 

tipo polar (Sundaramoorthy el al., 1995). 

La estructura cristalográfica de la epo muestra que tanto los contornos como el fierro del 

hemo están accesibles al sustrato, aunque en una dimensión diferente; es decir, el acceso al fierro 

está limitado a sustratos pequeños, mientras que el acceso a los contornos presenta mayor tamaño. 

Esto resulta en una enzima capaz de reconocer un amplio número de sustratos de diversa naturaleza 

química, lo que la hace un biocatalizador muy atractivo princípalmente para la industria de sintesis. 

1.4.2 Reacciones de oxidación de la cloroperoxidasa 

Oxidación de heteroátomos.- Una de las reacciones más estudiadas de la epo es la 

oxidación de sulfuros para producir sulfóxidos quirales, utilizando al peróxido de hidrógeno como 
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agente oxidante. Los sulfuros quirales son compuestos de alto interés en la industria farmacéutica y 

de síntesis. En la tabla VII se reproducen los resultados de la comparación de la CPO con otras 

peroxidasas capaces de catalizar la oxidación del metil-fenil-sulfuro (Colonna el al., 1990, 1993, 

1994: Miller el al .. 1992). 

Tabla VII. Comparación de las peroxidasas en la oxidación de metil-fenil
sulfuro ( Colonna el al., 1990, 1994, 1995; Miller el al., 1992). 

Enzyme Conversión ee' Actividad específica 
(%) (%) (min") 

CPO 100 98 (R) 1050 
HRP 95 46 (S) 0.48 
LPO 40 52 (R) 0.54 
:VI P-ll 45 3 (S) 0.06 

, 
exceso enantiomérico 

Como se muestra, la CPO es un enzima realmente atractiva para la conversión de sulfuros a 

sulfóxidos quirales debido a su alta actividad catalítica y a su habilidad de producir prácticamente 

puro al enantiómero deseado, a diferencia de las demás peroxidasas, en las que su actividad 

catalíticas es hasta seis órdenes de magnitud menor y el enantiómero no es producido con la pureza 

requerida. En la tabla VIII se exponen los resultados de la biocatálisis de la CPO contra diferentes 

sulfuros (Colonna el al., 1990). Como se aprecia la CPO es capaz de reconocer como sustratos 

diferentes alquil-aril-sulfuros, y aunque en algunos casos la enantioselectividad y la conversión 

fueron bajas, el problema puede ser resuelto al eliminar las trazas de diferentes óxidos de metales 

que catalizan la oxidación de los sulfuros sin ninguna selectividad. La eliminación de estos óxidos 

llevó a la producción del enantiómero puro en altas conversiones. 

Oxidación de alguenos.- Los epóxidos ópticamente activos son moléculas de interés en la 

industria de síntesis de compuestos bifuncionales: además, son intermediarios claves en la 

producción de compuestos quirales bioactivos o como productos finales con actividad biológica. A 
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causa de la importancia de los epóxidos en la industria de síntesis, numerosos trabajos se han 

encaminado a su producción masiva. 

Tabla VIIL- Oxidación de alquil-aril-sulfuros por la c1oroperoxidasa y H,O, 

Sulfuro 
R ,-S-R, 

R, 

Colonna et al., 1993 

R, 

Conversión 
(%) 

98 
50 
53 
27 
72 
24 
100 
33 
100 

ee 
(%) 

91 
68 
5 

31 
90 
27 
98 
85 
99 

El uso de la CPO para producir epóxidos se presenta como una alternativa prometedora. La 

oxidación de alquenos catalizada por la CPO se resume en la tabla IX (Zaks y Dodds, 1995). 

Como se muestra, la enantioselectividad puede llegar hasta el 100% con buenas conversiones para 

cis-alquenos pequeños de hasta 9 carbonos con el enlace doble cerca al carbono terminal. En 

contraste, la epoxidación de trans-a1quenos y alquenos terminales da muy bajas producciones de 

los epóxidos puros debido principalmente a la inactivación de la enzima por alquilación del hemo. 

Oxidación de indoles.- La oxidación de indol e indoles sustituidos, catalizada por la CPO 

en presencia de hidroperóxidos para obtener oxindoles es un método más eficiente y rápido que la 

obtención de los mismos por métodos químicos. En la tabla X se muestran los resultados de la 

oxidación de indoles sustituidos por la CPO (van Deurzen, 1996). Como se muestra, a escala 

preparativa se obtienen altas purezas y excelentes producciones de los oxindoles. La catálisis con 

CPO en la oxidación de indoles es dependiente de la posición y la naturaleza del sustituto; 
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particularmente, la sustitución en las posiciónes 5 y 6 disminuye significativamente la interacción 

de la enzima con el indo\' afectando con esto la eficiencia catalítica. 

Tabla IX. Epoxidación de olefinas catalizadas por la cloroperoxidasa 

Olefina 

cis-2-Hepteno 
cis-3-Hepteno 
cis-3-0cteno 
cis-2-Noneno 
2-metil-l-hepteno 
trans-2-Hepteno 
cis-l-Hepteno 
trans-3-Hepteno 
Estireno 

Zaks y Dodds, 1995. 

Tabla X .- Parámetros 

Derivado del indol 

Indol 
4-CI 
5-Cl 
5-0CA3 
6-CI 

van Deurzen, 1996 

E natioselecti vidad 
(%) 

95 
99 
95 
94 
95 
3 

10 
O 

49 

cinéticos y de producción de 

Conversión Pureza 
(%) (%) 

96 96 
70 76 
99 99 
93 95 
96 99 

Conversión 
(%) 

100 
40 
20 
20 
23 
38 
2 
,2 
40 

oxindoles por la 

kC2I 
(seg- I

) (mM) 

250 
160 
84 

475 
263 

CPO 

K" 

22 
200 
24 

400 
75 

Oxidación de plaguicidas organofosforados.- La cloroperoxidasa es capaz de catalizar la 

oxidación de compuestos tóxicos como los pesticidas organofosforados. En la tabla XI se muestra 

la actividad específica de la epo contra diferentes plaguicidas (Hemandez et al., 1998). Los 

compuestos producidos son los respectivos oxones, los cuales son productos más tóx.icos que 

inhiben directamente la función de la acetilcolinesterasa, llevando a graves efectos disfuncionales 

del sistema nervioso. 
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Tabla XI .- Oxidación de plaguicidas organofosforados por la CPO de C. fumago 
(Hernández et al., 1998) 

Compuesto 

Paratión 
Terbufos 
Diclorofention 
Cloropirifos 
Azinofosmetil 
Dimetoato 
DEF 
Fosfamidón 
Triclorofon 

N.R. no reaccionó 

Otras reacciones catalizadas por la CPO.-

Actividad específica 
(seg") 

5.58 ± 0.04 
5.03 ± 0.58 
4.19 ± 0.06 
3.37 ± 0.79 
2.73 ± 0.35 
2.43 + 0.26 

N.R. 
N.R. 
N.R. 

La cloroperoxidasa es también capaz de 

catalizar la oxidación de alcoholes primarios a aldehídos, y en algunos casos la oxidación continúa 

hasta el ácido (Geigert el al., 1983). Otra reacción catalizada por la CPO es la hidroxilación 

selectiva de hidrocarburos cíclicos y alquenos en presencia de H,O, (Zaks y Dodds, 1995). La 

mezcla de productos obtenidos contiene principalmente los alcoholes, aunque también se producen 

aldehídos yen pocas ocasiones la oxidación llega hasta el ácido respectivo. 

1.5. La hemoglobina humana como biocatalizador 

La hemoglobina es la proteína transportadora de oxígeno en la sangre. Está compuesta de 

cuatro subunidades (dos unidades a y dos ~) , las cuales están unidas por interacciones no 

covalentes. Cada subunidad contiene un grupo hemo unido a la proteína por interacciones 

hídrofóbicas y puentes de hidrógeno, principalmente. El ligando axial cercano al fierro del grupo 

hemo es el grupo imidazol de la hístidina, y el ligando lejano se encuentra también ocupado por 

otra hístidina débilmente unida que se mueve ligeramente para auxiliar en la ligación de la molécula 

de oxígeno con el fierro. 
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La hemoglobina fue la primera proteína para la cual la estrucrura tridemensional por rayos-x 

fue determinada. La molécula de hemoglobina es prácticamente esférica, con un diámetro de 55 Á. 

Las cuatro subunidades están empaquetadas en un arreglo tetrahédrico. Los grupos hemo están 

localizados en cavidades de aminoácidos cercanos a la superficie. con los propianatos en el exterior 

de la proteína ( figura 10 al final de la introducción). Cada cadena a está en contacto con ambas 

unidades ~, por lo tanto, existe poca interacción entre ambas unidades a o entre las dos unidades ~. 

Cada sub unidad a y p presenta una alta similitud estrucrural con la molécula de la mioglobina. 

proteína transportadora de oxígeno, en la que las ocho a-helices de cada sub unidad son 

virtualmente superponibles a las a-hélices de la mioglobina. 

El ambiente proteico de la hemoglobina alrededor del grupo hemo es de naruraleza no polar, 

como en la mioglobina, y seguramente, el acceso de los sustratos al hemo es similar también al de 

la mioglobina , en donde los bordes del hemo interactúan con las moléculas de sustrato. 

Pocos trabajos han sido reportados sobre la hemoglobina como biocatalizador. Como fue 

descrito anteriormente, en presencia de peróxido de hidrógeno la hemoglobina (una proteína no 

diseñada por la naturaleza para funcionar como bicoatalízador) es capaz de catalízar la oxidación 

de hidrocarburos poliaromáticos (Ortiz-Leon el al., 1995). También ha sido reportado la oxidación 

de anilinas (Mieyal el al., 1976), lipidos (Yoshida el al., 1994), alquenos (Catalano y Ortíz de 

Montellano, 1987), y algunos compuestos azufrados (Klyachko y Klibanov, 1992; Alvarez y 

Ortiz de Montellano, 1992). 

Otra caracteristica que hace atractiva a la hemoglobina como biocatalizador es que es activa 

a concentraciones tan altas de solvente orgánico como el 99% de etanol, 1,2-propanodiol, 

etilenglicol, metano 1, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 2-metoxietanol, forrnamida, 2,3 

butanodiol, l-popanol, aunque las velocidades de reacción y las conversiones de sustrato son 

bajas ( Klyachko y Klibanov, 1992). Sin embargo, a concentraciones más bajas de solvente, la 

actividad específica de la hemoglobina contra dibenzotiofeno es mayor que algunas peroxidasas 

como la de rábano blanco y la lactoperoxidasa (Klyachko y Klibanov, 1992). Incluso, la 
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hemoglobina es capaz de catalizar la oxidación de moléculas no reconocidas como sustratos para 

otras hemoproteínas (Vazquez-Duhalt, 1997). 

1.6. Modificación química de proteínas 

Las aplicaciones potenciales de las enzimas como biosensores. como fármacos, como 

catalizadores en el procesamiento de alimentos. en detergentes y en procesos de biorremediación 

han requerido del desarrollo de técnicas que permitan mejorar sus propiedades catalíticas. Dentro 

de estas técnicas, la modificación química de las enzimas ha sido usada exitosamente para mejorar 

el desempeño de la biocatálisis (DeSantis y Jones. 1999). 

1.6.1. Entrecruzamiento de proteínas cristalinas 

Uno de los desafios para la implementación práctíca de enzimas como biocatalizadores es el 

incrementar su estabilidad (hacia el medio de reacción-solvente orgánico-, temperatura, pH 

extremos, etc). En este sentido, el entrecruzamiento de enzimas con enlaces inter e intramoleculares 

utilizando reactivos bi y poli funcionales ha sido ampliamente utilizado (figura 5). El uso de 

glutaraldehído para el entrecruzamiento fue inicialmente reportado por Quiocho y Richards (1964), 

quienes emplearon este procedimiento para estabilizar a la carboxipeptidasa con el fin de determinar 

su estructura por rayos x. El éxito de este procedimiento llevo al entrecruzamiento de la 

termolisina, previamente cristalizada, para obtener un cristal catalítico insoluble (CLEC, por sus 

siglas en inglés), el cual incrementó significativamente su estabilidad reteniendo un alto nivel de 

actividad enzimática (St. Clair y Navia, 1992) 

La modificación de la Subtilisina en CLEC elimina barreras que existían para la síntesis de 

péptidos con enzimas: autodigestión de la enzima y la poca estabilidad al solvente orgánico. La 

síntesis de péptidos basada en la biocatálisis con CLEC's es más eficiente comparada con el 

procedimiento con la enzima sin modificar ya que genera menos desechos y produce el péptido 
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deseado con un alto rendimiento y con una alta pureza diastereomérica, aun cuando se suministre 

una mezcla racémica de aminoácidos como sustratos (Wang el al., 1996). 

·H3:\ CI ¡ ~~m3· 

V 
O O ~HJT 

~ 
H H 

~ 

\~~ 'H)I G ¡ ~:-m; 
V 

NH3+ :'< 

Figura 5.· Entrecruzamiento de enzimas con glutaraldehído 

Los CLEC' s de la penicilina acilasa, utilizados para hidrolizar cefalosporina G para 

producir precursores para nuevos antibióticos de interés industrial, ilustran las altas 

productividades que es posible obtener con catalizadores insolubles. La cantidad de CLEC's 

usados en este proceso es sólo el 1·2% en peso del utilizado con la enzima sin modificar, y 

después de 1000 reacciones en batch los cristales retuvieron el 70% de su actividad original (Baust· 

Timpson y Seufer·Wasserthal., 1998). 

Entre las desventajas de la modificación de enzima en CLEC' s se encuentra la disminución 

de la actividad específica de los cristales. La existencia de este problema ha sido atribuida a la 

reducción de la transferencia de masa de los sustratos y los productos. Además, dada la 

heterogeneidad de la mezcla obtenida en el entrecruzamiento de los cristales, la cuantificación de 

los sitios activos viables remanentes es compleja, lo que hace dificil la comparación de los datos 

con la enzima en solución y con otros cristales (Govardhan, 1999). 
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La viabilidad técnica de la producción de cristales catalíticos entrecruzados está limitada 

principalmente por dos razones. Primero, la cristalización de la enzima no es siempre posible. 

sobre todo a gran escala y. segundo. el cristal entrecruzado puede ser inactivo por la obstrucción de 

los sitios activos de la enzima (Govardhan, 1999). 

1.6.2 Modificación química con polímeros monofuncionales. 

La modificación química de enzimas con polímeros mono funcionales ha permitido la 

mejora en las propiedades catalítcas de algunas enzimas. En particular, la modificación de grupos 

aminos superficiales con polietilenglicol (PEG) ha sido empleada para solubilizar proteínas para su 

aplicación en sistemas con solventes orgánicos (Hernaiz el al., 1997), y para la preparación de 

proteínas terapéuticarnente activas con reducida antigenicidad y mejorada estabilidad in vivo 

(Lundbland y Bradshaw, 1997). 

La modificación covalente de la peroxidasa de rábano blanco (HRP) con p-nitro

fenilcloroformato-metoximetilpolietilenglicol (m-PEG) protege a la enzima contra la 

desnaturalización por pH extremo y la hace más termoestable (Garcia el al., 1998). Según los 

autores, los cambios en las propiedades de la HRP podrian deberse a que el mPEG disminuyó las 

repulsiones electrostáticas entre cargas superficiales. 

El citocromo c de corazón de caballo fue modificado con PEG y posteriormente metilado en 

los carboxilos libres, incluídos los de los propionatos del grupo hemo, para producir un 

biocatalizador menos específico para los hidrocarburos poliaromáticos (HPA's). El citocromo c sin 

modificar fue capaz de oxidar, en presencia de peróxido de hidrógeno, 8 de 20 HP A' s ensayados, 

mientras que la proteína modificada oxidó 17 de los 20 HPA' s, Un aumento del doble en el rango 

de sustratos oxidados (Tinoco y Vazquez-Duhalt, 1998), 

Una' alternativa a la modificación con PEG puede ser el uso de detergentes no iónicos 

anfipáticos como el Brij 35 (polioxietilen lauril eter). La modificación con Brij 35 se llevó a cabo en 
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la cata lasa, la cual resultó más soluble en tolueno vi, 1, l-tricloroetano, mostrando una actividad 

catalítica 200 veces mayor que la nativa en tricloroetano y de 15-20 veces más activa en solución 

acuosa (Jene el al., 1997). 

La solubilización de la proteínas en sistemas orgánicos resulta en una catalisis más eficiente 

debido a que no hay limitaciones en la transferencia de masa de los sustratos y productos. Sin 

embargo, los costos de recuperación de los biocatalizadores de la fase orgánica al tinalizar la 

reacción son elevados. Para resolver este problema Ito el al. (1999), acoplaron a los grupos amino 

libres de la subtilisina un polímero que contenía grupos espiropiranos en sus cadenas laterales, los 

cuales tienen una solubilidad que es dependiente del tipo de luz que se les irradíe. La subtilisina 

moditicada fue soluble en tolueno y activa en reacciones de transesterificación. Al finalizar la 

reacción, la subtilisina se expuso a una irradiación de luz ultravioleta con lo que se precipitó del 

medio de reacción, posteriormente fue tacilmente recuperada por centrifugación, se resolubilizó en 

tolueno aplicando unicamente una radiación de luz visible. Esta preparación de la subtilisina fue 

activa después de varios ciclos de precipitación-solubilización. 

1.6.3. Plásticos biocatalíticos 

Una técnica reciéntemente desarrollada para producir biocatalizadores estables y activos en 

solventes orgánicos y sistemas acuosos es la introducción de una enzima dentro de un polímero. Es 

decir. la polimerización de un monómero en presencia de la enzima produce un plástico 

biocatalítico (figura 6). Las enzimas a-quimotripsina y subtilisina fueron incorporadas en 

materiales plásticos como poly(metil metacrilato), estireno, acetato de vinilo, etc. que alcartZaban a 

contener hasta 50% en peso de proteína. Los plásticos biocatalíticos resultaron ser altamente 

dependientes del medio de reacción. En sistemas acuosos y solventes apolares la enzima soluble 

(acomplejada con un detergente para solubilizarla en los solventes orgánicos, y asi ser 

comparables los resultados) fue más activa que las enzimas modificadas, mientras que en solventes 

polares resultaron ser hasta 1200 veces más activas que la enzima soluble para la síntesis de 
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péptidos yademás, ambas enzimas modificadas fueron significativamente más estables en hexano 

y tetrahidrofurano. La razón de este comportamiento fue los problemas de difusión de los 

Sustratos hacia el sitio activo en sistemas acuosos y en solventes apolares -factor de efectividad de 

0.1-, mientras que en solventes orgánicos polares los problemas de difusion eran despreciables -

factor de efectividad de 0.9- (Wang et al., 1997). 

C) Enzima 

~_ Monómero 

........ Detergente 

Figura 6.- Copolimerización de enzimas con polímeros de vinilo con previa 
solubilización de la enzima con un suriactante 

1.6.4 Modificación química de grupos prostéticos 

La modificación química ex-situ e in-situ del grupo hemo de las hemoproteínas ha sido 

reportada como una técnica que mejora las propiedades catalíticas y de ligación del sustrato de las 

enzimas. La modificación química ex-situ del hemo requiere que este sea primeramente extraído de 

la proteína, posteriormente ser modificado o sintetizado una metaloporfirina con diferentes 

características químicas, electroquímicas y estéricas, y finalmente reincorporarlo en la apoproteína 

(figura 7) (Fioretti et al., 1976; Ascoli et al., 1981). Una metodología diferente requiere la 

expresión heteróloga de la apoproteína en algún microorganismo huésped, la purificación de la 

misma y finalmente el ensamblaje de la metaloporfirina deseada con la apoproteína en un medio 
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adecuado que permita el plegamiento correcto de la holoproteína (Johnson y Li, 1991; Whitwam el 

d., 1995). 

Madi el d. (1995), reportaron la extracción y modificación ex-silu del grupo hcmo del 

citocromo P-450. La reincorporación del propio hemo sin modificar produjo una enzima con las 

mismas características cinéticas que la enzima nati va. La reincorporación con un hemo modificado, 

la ferroprotoporfirina IX dimetilester, dió lugar a una enzima con una afinidad mayor por el 

sustrato, el ácido dodecanoico, triplicando con este hecho la eficiencia catalítica del citocromo P-

450. La ferroprotoporfirina IX dimetilester es una porfirina que está metilada en los propionatos 

del grupo hemo; es decir, es una porfirina que no tiene la carga negativa de la ferroprotoporfirina 

IX por lo que al ser incorporada en el sitio activo del citocromo P-450, incrementa su carácter no 

polar. Esto explicaría el hecho de que la afinidad por el sustrato hidrofóbico es mayor en la 

hemoproteína modificada que en la no modificada. 

Hemoproteína nati va Apoenzima 
Enzima reconstituida 

~ FerroprotoporfirimlX 

.,.-0 Ferroprotopoñirina IX quimicamente modificada 

e Apoenzima 

Figura 7. Modificación qUlmlca ex-situ del hemo de una hemoproteína y su 
reconstitución en la apoproteína 

La modificación del hemo en las posiciones 2, 4, 6 Y 7 (figura 8) ha demostrado tener un 

efecto importante tanto en estructura como en catálisis y estabilidad a la temperatura. El grupo 
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hemo de la peroxidasa de rábano blanco fue sujeto a modificación de sus grupos vinilos, los cuales 

fueron sustituidos por hidrógenos y etilos para producir dos enzimas con características cinéticas y 

espectroscópicas diferentes a la nativa Los autores demostraron que la modificación en las 

posiciones 2 y 4, interactúan estéricamente con la apoproteína y no tienen un efecto significativo 

en la velocidad de reincorporación de la porfirina en el sitio activo ni en la catálisis; mientras que 

las modificaciones en las posiciones 6 y 7 (grupos propionatos), que también interactúan con la 

apoproteína, tienen un efecto importante en la cinética de reincorporación del hemo en la 

apoperoxidasa y en las actividades catalíticas y electroquímicas de las enzimas reconstitufdas 

(DiNello y Dolphin, 1981; Ryabov el al., 1999) 

La modificación en las posiciones 2 y 4 de la mioglobina de caballo y la hemoglobina de 

Scapharca innequivalvis con grupos etilos e hidrógenos produjo proteínas menos sensibles a los 

cambios estructurales, reflejados por los cambios en la banda Soret, provocados por el aumento en 

la temperatura (de 80° a 300 °K). Este cambio de comportamiento respecto a la temperatura fue 

debido a la disminución de las interacciones entre el hemo y la apoproteína, las cuales fueron 

cuantitativamente determinadas por los autores (Boffi el al., 1997). 

Figura 8.- Ferroprotoporfirina nx, grupo prostético de las peroxidasas 
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1.6.5 Combinación de modificación química y mutación sitio dirigida 

Aunque la modificación química de proteínas ha resurgido como una técnica factible para 

mejorar la funcionalidad de las enzimas. el hecho de que en la mayoría de los casos la extensión y 

el lugar exacto de la modificación no puedan ser controlados con presición no permite deducir 

cuales cambios son los responsables de la mejora en estabilidad y/o actividad. Esta problemática 

podria ser superada con la combinación de la mutación sitio dirigida y la posterior modificación 

química de la proteína (Bech y Breddam, 1988; Smith el al., 1988; Gran el al., 1990; Foong el al., 

1997). 

Esta combinación de mutagénesis y modificación química fue aplicada para alterar las 

propiedades catalíticas de la subtilisina de Bacillus lenlus. La estrategia involucró la introducción de 

un residuo de cisteína por mutación sitio dirigida en una posición clave del sitio activo, el cual fue 

posteriormente tioalquilado haciendo reaccionar la enzima con metanotiosulfonato para finalmente 

dar lugar a una mutante de subtilisina químicamente modificada. El metanotiosulfonato reacciona 

exclusivamente con los sulfidrilos, resultando esto en un producto homogéneo para el caso de esta 

subtilisina que no posee cisteínas de manera natural. La eficiencia catalítica se incrementó hasta tres 

veces cuando el alquilo introducido fue el CH2-c-C,H II , el cual indujo un incremento en la 

hidrofobicidad en el ambiente del sitio activo y una disminución del pK, de la histidina catalítica, 

que llevó a una mejor funcionalidad de la enzima (De Santis y Jones, 1998). 

En resumen, podemos concluir que la modificación química de proteinas es una técnica 

rápida y de bajo costo para estabilizar enzimas por diferentes metodologias. La principal desventaja 

es la falta de control con respecto a la extensión y especificidad de la modificación. Por otro lado, 

la combinación de la mutación sitio dirigida y la modificación química, ha surgido como una 

estrategia rápida, controlada y versátil para producir productos homogéneos. 
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1. 7 Hipótesis de trabajo. 

La modificación enzimática de los hidrocarburos poliaromáticos requiere de la presencia de 

un solvente orgánico que permita su disolución. Sin embargo, en presencia del solvente orgánico la 

partición del sustrato hacia el sitio está desfavorecida. Por lo anterior, nos hemos propuesto 

mejorar la partición del sustrato aromático hacia el sitio activo de dos hemoproteínas, la 

cioroperoxidasa del hongo C. fumago y la hemoglobina humana, incrementando la hidrofobicidad 

del sitio activo por medio de la modificación química del grupo hemo. Con estas modificaciones se 

pretende incrementar la afinidad de la proteina por los sustratos hidrofóbicos, aun en presencia de 

solventes orgánicos. 
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Figura 9.- La c1oroperoxidasa de C. ¡umago. 
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Figura 10.- !La hemoglobina humana 
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2 Objetivos 

General. 

Estudiar el efecto de la modificación química del grupo hemo sobre el comportamiento catalítico de 

la cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces ji/mago y de la hemoglobina humana. 

Particulares 

l. Optimizar las condiciones de extracción y reincorporación del hemo de ambas hemoproteínas 

2. Modificar quimicamente al hemo y reincorporarlo en las apoproteínas 

3. Modificar químicamente el hemo de la hemoglobina in silu 

4. Caracterizar cinéticamente las proteínas modificadas y compararlas con la nativa 

5. Determinar las constantes de disociación de todas las modificaciones realizadas para sustratos 

de diferentes hidrofobicidades. 
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3 Materiales y métodos 

3.1 Reactivos y solventes 

La hemoglobina humana, la catalasa y la peroxidasa de rábano blanco fueron 

compradas a Sigma. La cloroperoxidasa del hongo C. jitmago fue obsequiada por el Dr. 

Michael Pickard de la Universidad de Alberta, Canadá. Los solventes utilizados todos 

grado HPLC, dimetilformamida, acetonitrilo, metil-etil-cetona, acetona, cloroformo y 

tetrahidrofurano fueron adquiridas de Merck. Los compuestos poliaromáticos tiantreno, 

fenantreno, fluoranteno, acenafteno, benzo( a)pireno, fluoreno, azuleno, antraceno, pireno, 

dibenzotiofeno, criseno, dibenzofurano, y bifenilo fueron comprados a Aldrich. Los 

reactivos siguientes fueron obtenidos de Sigma: ácido oxálico, alcohol nitrofenilo, 

alcohol aminofenilo, catecol, fenol, glicerol, hemina hidrocloruro, 

metoxipolietilenglicol activado con cloruro cianúrico, y metoxipolietilenglicol de 

diferentes tamaños moleculares, Tween 80, pirogalol, resorcinol, etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimida, glutatión oxidado, o-metoxifenol, urea, y ditiotritol. 

Las sales para los amortiguadores, el peróxido de hidrógeno, el cloruro de calcio, la 

sacarosa y el sulfato de sodio fueron compradas a Baker. El reactivo de Bradford, las 

resinas de intercambio catiónico y la de permeación en gel fueron adquiridas de Bio-Rad. 

3.2 Cinética de desdoblamiento de la CPO en urea 

Se incubaron 3.8 !lI11oles de CPO a diferentes concentraciones de urea (1 a 6 

molar) a pH 5 a 27 'C. Se monitoreó la absorbancia de la banda Soret a 400 nm hasta 

alcanzar el equilibrio (sin cambio en la absorbancia). La constante de desdoblamiento de 

la CPO por la urea se determinó del ajuste de los datos a un modelo de primer orden: 
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L'lA = EXP (-kdt) 

donde kd es la constante de desdoblamiento, t el tiempo de incubación y la L'lA es el 

cambio de absorbancia a 400 nm determinado por L'lA = (Al - A,q)/(AN - A,q) (Schmid el 

al., 1992), donde Al es la absorbancia al tiempo t, A,q es la absorbancia al equilibrio y AN 

es la absorbancia de la CPO al tiempo cero. 

Al final de la incubación se obtuvo el espectro de emisión de 3 lOa 400 nm de las 

muestras excitando a 293 nm, con un slit de emisión y excitación de 2.5. También se 

determinó la actividad residual contra o-metoxifenol y H,02 a pH 6.1. 

Se detenninó el efecto de di ferentes aditivos sobre la velocidad de desdoblamiento 

de la c1oroperoxidasa: 100 mM de CaCI" 100 mM de sacarosa, 100 mM de glicerol y 

l mM de glutation oxidado, 100 mM de OTr, 0.1 % de Tween 80. 

3.3 Cinética de replegamiento de la CPO 

Fueron incubados 3.8 !lIT1oles de CPO para su depliegue en 6 M de urea hasta 

alcanzar el equilibrio, momento en el cual se diluyó la urea con amortiguador de fosfatos 

con el aditivo disuelto en el mismo amortiguador. Se adicionó hemina en exceso disuelta 

en dimetilfonnamida (5%) y se monitoreó el cambio de absorbancia a 400 nm. 

3.4 Métodos de extracción del hemo 

Método de la butanona ácida.- El experimento se realizó como sigue: la CPO o 

hemoglobina fueron incubadas a diferentes pH' s a 4°C durante un minuto. Al ténnino de 

la incubación se adicionó 2-3-metil-etil-cetona (butano na) en una relación 2/3 

(agua/butanona) y se agitó vigorosamente para extraer el grupo hemo. Se pennitió la 

38 



• 

separación de las fases y se leyó a 400 nm la concentración de hemo en la fase orgánica. 

La fase acuosa se dializó exhaustivamente a diferentes pH' s. se centri fugó y se separó el 

material desnaturalizado. 

Método de la acetona ácida.- La hemoglobina se adicionó lentamente por goteo a 

la acetona ácida (500 mi de acetona';' 1.25 mi de HCl 2M) previamente enfriada a -20°C. 

Se permitió disociar hemo-proteína por aproximadamente l minuto despúes de la gota 

final y posteriormente se centrifugó a 6000 rpm durante 15 mino El hemo permaneció 

disuelto en la acetona ácida, mientras que el pellet (apohemoglobina) se redisolvió en 

agua a -4°C. Se dializó varias veces contra una solución al 0.1 % de bicarbonato de sodio y 

más adelante con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 6.1. 

Extracción del hemo de la CPO con urea.- Se incubaron 9.8 nmoles de CPO en 

diferentes concentraciones de urea (de 1 a 6 M) en soluciones de amortiguador en el 

rango de pH de 3 a 5. Pasado I minuto de incubación se extrajo el grupo hemo con 

butanona, centrifugando a 1000 rpm o filtrando a través de un filtro de 0.2 ¡.tm. Se 

separaron las fases y a la fase acuosa se le cuantificó el hemo remanente leyendo la 

absorbancia a 400 nm. 

Reconstitución de la CPO.- Los ensayos de reconstitución de la apoCPO, obtenida 

por las diferentes metodologías mencionadas, involucraron la combinación de diferentes 

variables, en resumen, se incubó a la CPO en presencia del hemo a diferentes 

condiciones como: temperatura, tiempo de incubación, presencia de aditivos y/o 

solventes, inmovilización de la CPO o del hemo, presencia de detergente, etc. 
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3.5 Modificaciónes quimicas de la protoporfirina IX. 

Modificación con polietilenglicol Ihemo-PEG).- se mezclaron 4 mg de hemina 

hidrocloruro, disuelta en dimetilformamida. en 10 veces en exceso molar de etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimida y 10 veces en exceso molar de polietilenglicol de 350 o 

750 Da. La reacción se llevó a cabo durante 24 hrs a temperatura ambiente bajo agitación 

constante. La mezcla resultante se lavó con 10 volúmenes de cloroformo, se filtró para 

remover la hemina no modificada y finalmente se evaporó el solvente para redisolver el 

hemo modificado en agua (Takahashi el al., 1986). 

Esterificación de los carboxilos de la hemina clorada IHemo-Metl.- la hemina 

clorada se incubó en trifluoruro de boro en metanol durante lO minutos a 60 oC, como ha 

sido reportado para la esteriíicación de grupos carboxilos; después se extrajo la hemina 

metilada lavando con cloroformo tres veces. El solvente se evaporó bajo flujo de 

nitrógeno y se redisolvió a la hemina modificada en dimetilformamida. Se ensayó la 

reconstirución con la apohemoglobina y apoCPO como se describió anteriormente. 

Obtención de la porfirina sulfonada (hemo-sulfonadol.- 4 mg de 

tetrafenilferroporfirina se mezclaron con 10 mi de H,SO, concentrado. La mezcla de 

reacción se incubó por 7 hrs a 165 oC y se dejó enfriar por 12 hrs (este proceso provocó la 

salida del fierro de la porfirina). La solución se diluyó 10 veces con agua a 4 oC 

adicionada por goteo y se filtró. Posteriormente se adicionó una solución de bicarbonato 

de sodio sarurada hasta alcanzar un pH aproximadamente de 8. Esto último provocó que 

la mezcla se haya tomado altamente viscosa dificultando la agitación. Se decantó el 

sobrenadante (que contiene la porfirina modificada) y el precipitado se lavó varias veces 

con etanol para extraer la porfirina modificada (Dolphin el al. 1990). Al sobrenadante se 
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le adicionó etanol en varias ocasiones para precipitar la sal aun presente. El sobrenadante 

se pasó por una columna cromatográfica de intercambio hidrofóbico (fenil-sefarosa), la 

cual se equilibró previamente con NaCl I M. La separación se logró eluyendo con agua 

destilada. Se colectan las fracciones y se lee el espectro de absorción. Se colectan las 

muestras que presentan los picos caracteristicos de las porfirinas sustituidas. 

Reincorporación del fierro en la porfirina sulfonada.- Cloruro férrico hexa 

hidratado se disolvió en dimetilformamida y se mezcló con la porfirina sulfonada a 

reflujo durante varias horas hasta ver un cambio de color y precipitación, lo cual indicó la 

inserción del fierro en la porfirina. Se aereó durante todo la noche para oxidar al fierro. 

Se filtró la mezcla y al filtrado se le adicionó una solución diluida de HCI para precipitar 

a le porfirina de la solución. El precipitado se lavó con agua y se secó al vacío. El sólido 

se redisolvió en diclorometano y se aplicó a una columna cromatográfica de gel de 

sílice. Se eluyó la porfirina sin fierro con diclorometano y en una relación de porcentaje 

5:95 de una mezcla metanol:diclorometano para la porfirina que si contiene el fierro 

insertado. 

Finalmente, el solvente se evaporó y se redisolvió en diclorometano puro. Se 

extrajo con HCL concentrado una vez para regenerar el enlace fierro-cloro. La fase 

orgánica se lava con agua hasta alcanzar un pH neutro del agua. Se secó sobre Na,SO, y 

se extrajo con cloroformo (Dolphin et al, 1990). 

Preparación del 8-hidroximetil hemo.- se mezclaron 168 mg de peroxidasa de 

rábano blanco (HRP) en 140 mi de amortiguador de fosfatos pH 7 con 15 mg de azida 

de sodio o fenil hidrazina. Después de 10 minutos, se adicionó peróxido de hidrógeno a 

una concentración final de ImM. Quince minutos más tarde se agregaron 20 IlL de una 
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solución 10 mglml de cata lasa, para eliminar el exceso de H,O,. Se acidificó con ácido 

acético y se extrajeron los hemos con eter etílico y finalmente se evaporó el éter con 

nitrógeno. 

La separación del 8-hidroximetil hemo se realizó con una cromatografia líquida de 

alta resolución (HPLC) utilizando una columna de fase reversa C-18. La fase de elución 

fue de 65% metanol, 35% de solución ácida (agua con 10% de ácido acético). Los picos 

de elución se monitorearon a 400 nm colectando fracciones cada minuto (Ator el al., 

1987). 

3.6 Modificación química in silu de la hemoglobina 

La hemoglobina fue químicamente modificada en sus aminos y carboxilos libres de la 

siguiente manera. Primero, a 0.12 gr de hemoglobina disuelta en amortiguador de 

boratos pH lOse le adicionó 5 veces en exceso de polietilenglícol (peso molecular de 

5000) activado con cloruro cianúrico, en base a sus aminos libres. La mezcla se dejó 

reaccionar por dos horas a temperatura ambiente. Después, se dializó en numerosas 

ocasiones con amortiguador de fosfatos pH 6 Y se concentró por ultrafiltración con una 

membrana de 10 000 Da. y finalmente se dializó. Con este procedimiento se produjo la 

hemoglobina-PEGo La segunda modificación se realizó sobre la hemoglobina-PEG como 

sigue: la proteína liofilizada fue disuelta en 2 mi de trifluoruro de boro-metanol y se 

permitió que reaccionaran los carboxilos libres (incluidos los del hemo, que están 

expuestos al solvente) durante I hr a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de 

reacción se dializó exhaustivamente contra amortiguador de fosfatos pH 6. Con esta 
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doble modificación obtenemos la hemoglobina-PEG-Met (Tinoco y Vazquez-Duhalt, 

1998). 

Detenninación de fierro en hemo de la hemoglobina modificada .- El método se 

basa en la conversión del hemo a su derivado portirina fluorescente con la incubación en 

ácido oxálico. La curva estándar se construyó como a continuación se describe: 4 mI de 

una solución de acido oxálico saturada (12.6 % en peso) se mezclaron con 100 ¡.tL de la 

solución de hemoglobina conteniendo de 0.1-0.5 nmoles de proteína (0.4 a 2 nmoles de 

fierro) y se incubaron durante dos horas a 110°C. La mezcla se dejó enfriar lentamente y 

una vez atemperada se leyó el espectro de emisión de la mezcla excitando a 410 nm. La 

lectura se realizó en el máximo de emisión (603 nm) del hemo derivatizado (Rice-Evans 

etal.,1991). 

3.7 Determinación de las actividades catalíticas 

Actividad específica.- La actividad específica de la hemoglobina contra diferentes 

sustratos aromáticos se detenninó en un sistema de reacción con 15% de acetonitrilo y 10 

rru'v1 de H,O, en amortiguador de fosfatos pH 6.1. Después de 10 minutos de reacción se 

analizó la disminución de la concentración del sustrato por HPLC a 225 o 250 nm. La 

elución se realizó con una fase 70% de acetonitrilo 30% agua. 

La actividad específica contra los sustratos fenólicos (fenol y o-metoxifenol) 

fueron detenninadas espectro fotométricamente siguiendo el incremento de absorbancia a 

398 nm para el fenol (coeficiente de extinción molar igual a 36 000) Y 420 nm para el 0-

metoxifenol (coeficiente de extinción molar de 26 600). La actividad catalítica contra 

resorcinol no fue detenninada. 
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Constantes cinéticas.- La detenninación de las constantes cinéticas se realizó con 

tiantreno como sustrato en el mismo sistema de reacción descrito anteriormente para las 

actividades específicas. La velocidad de reacción se detenninó espectro fotométricamente 

midiendo la disminución de la absorbancia a 254 nm. El cálculo de la actividad específica 

se determinó con el coeficiente de extinción para el tiantreno de 35 000 M·'cm·'. El 

cálculo de las constantes cinéticas se realizó utilizando el modelo de Michaelis Menten 

linearizando según Lineweaver-Burk. 

Detenninación de la estabilidad ante peróxido de hidrógeno.- La hemoproteína, no 

modificada y modificada, se incubó en presencia de peróxido de hidrógeno 10 mM 

durante diferentes tiempos de incubación, en amortiguador de fosfatos 60 mM pH 6. l. A 

cada tiempo se dió inicio a la reacción con la adición de pireno 20 ¡.tM. La actividad se 

midió espectro fotométricamente monitoreando disminucíón de la concentración del 

sustrato a 335 nm. El cálculo de la constante de inactivación se detenninó ajustando los 

datos a una ecuación de primer orden: 

A = AoEXP (-k;ot) 

Donde A y Ao son las actividades específicas al tiempo t de incubación en peróxido y al 

tiempo cero, respectivamente y k;o es la constante de inactivación por peróxido de 

hidrógeno. 

Constantes de disociación.- A la hemoglobina se le adicionaron diferentes 

concentraciones de sustratos (pirogalol, catecol, resorcinol, fenol) y se detectaron los 

cambios en el banda Soret (404 nm) debidos al acomplejamiento proteína-sustrato. El 

cambio de absorbancia se detenninó con la diferencia de la absorbancia en ausencia de 
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Sustrato menos la absorbancia a una concentración de sustrato conocida. El modelo de 

ajuste para el cálculo de la constante de disociación es el siguiente: 

donde KD es la constante de disociación. "'A es el cambio de absorbancia a una 

concentración de sustrato dada y "'A, es el cambio de abSorbancia a la concentración de 

saturación de sustrato (Casella el al., 1992). 

Deteaninación de proteína.- La concentración de proteína fue detenninada por 

el método de Bio-Rad utilizando una curva estandar de hemoglobina previamente 

cuantificada espectro fotométricamente con el coeficiente de extinción 7.12 mM"cm" a 

523 nm (Snell y Marini, 1988). 

3.8 Minimización energética de las reconstituciones hemo-PEG de la 

hemoglobina. 

l. A partir del archivo.pdb de la hemoglobina humana se extrajeron los grupos hemo y se 

guardan en un nuevo archivo2.pdb 

2. Utilizando el programa Insíght !I se crearon los hemos modificados con PEG de 350 y 

750 Da. 

4. Con los archivos en fonnato pdb de los grupos hemos modificados se generaron los 

archivos de topología y parámetros (necesarios para la minimización energética con CNS 

en http://alpha2.bmc.uu.selhicup/) 

5. En CNS se integraron los archivos de proteína, hemos modificados y moléculas de 

agua con la subrutina GENERA TE. 
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6. Con los archivos pdb y diccionarios integrados se minimizaron las coordenadas con la 

subrutina mode1-minimize (900 pasos). 

7. Finalmente las figuras de las reconstituciones se generaron con el programa GRASP. 
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4 Resultados y discusión 

4.1 La cIoroperoxidasa del C. fumago 

La epo del hongo e ji/mago fue incubada a di ferentes concentraciones de urea 

para estudiar el proceso de desplegamiento y replegamiento en presencia de diferentes 

aditivos con el propósito de utilizar esta estrategía como una metodología para extraer al 

grupo hemo, en el proceso de desplegamiento, y sustituirlo con otro químicamente 

modificado, en el proceso de replegamiento . En la figura II se muestra la cinética de 

desdoblamiento de la epo en urea, la cinética de desdoblamiento es similar al seguido 

por la peroxidasa de rábano blanco (Tams y Welinder. 1998) y por la peroxidasa de 

Coprinus cinereus (Tams y Welinder, 1996). La cinética fue monitoreada a 400 nm, la 

cual es el máximo de absorción del hemo en la cloroperoxidasa 

~ 
R 
...l 

4.80 

4.60 '= 
4.40 

4.20 

4.00 

3.80 

3.60 

3.40 

3.20 

3.00 

0.00 

: : 

50.00 100.00 

Tiempo (hrs) 

: : 

150.00 

.1 M urea 

02 M urea 

.6.3 M urea 

o 4 M urea 

Figura 11. Cinética de des plegamiento de la epo en urea 
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En la tabla XII se muestran los valores de las constantes de velocidad de la epo 

para el proceso de desplegamiento en urea en ausencia y presencia de ciertos aditivos. 

Como se muestra, la presencia de aditivos como la sacarosa, el cloruro de calcio, el 

glutation oxidado y el glicerol no tienen un efecto claro sobre la cinética de 

desdoblamiento de la epo en urea. Un comportamiento similar fue reportado por Tams 

el al (1996) para la peroxidasa de C. cinereus contra la desnaturalización por urea, pH y 

temperatura. 

Tabla XII. Constantes de desdoblamiento (días) de la CPO en urea a H3 
Urea (M) Sin aditivo glicerol glutation CaCl, sacarosa 

1 0,010 0.002 0.002 0.002 0.010 
2 0.010 0.0001 0.005 0.007 0.010 
3 0.023 0.012 0.012 0.057 0.012 
4 0.072 0.086 0.079 0.161 0.043 
5 0.168 0.252 0.151 0.269 0.168 
6 0.168 0.385 0.291 0.497 0.168 

El espectro de absorción de la epo en la banda Soret a concentraciones de 4 M de 

urea o mayores, muestra una banda similar al hemo libre en solución, esto podría indicar 

que el hemo está fuera de la proteína, por lo que el ambiente alrededor del hemo podria 

estar muy desestructurado. Para corroborar lo anterior se obtuvo el espectro de emisión 

de la epo a diferentes concentraciones de urea en el equilibrio (sin cambio en la 

absorbancia) (figura 12). Es sabido que e grupo hemo atenúa la intensidad de la emisión 

de los grupos triptófanos en las hemoproteínas. Al incubar a la enzima en urea, la 

intensidad de la emisión se incrementa al incrementarse la concentración del 

desnaturalizante. Esto nuevamente sugiere que el hemo está saliendo de la proteína y el 

hecho de que el máximo de emisión se mueva desplaze a la derecha, que los triptófanos 

48 



están más expuestos al solvente. Es decir, la incubación con urea expulsa al hemo de la 

proteína de ss estructurando a esta última. Los patrones de emisión en presencia y ausencia 

de aditivos son similares. Es decir, los aditivos no tienen un efecto sobre el 

mantenimiento de la estructura terciaria de la CPO. 
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Figura 12.- Espectro de emisión en el equilibrio de la CPO a diferentes 
concentraciones de urea 

El siguiente paso fue ensayar el replegamiento de la epo desnaturalizada 

previamente en urea (hasta el equilibrio, aprox. 7 días). La urea fue removida lentamente 

por diálisis en presencia y ausencia de aditivo. En todos los casos el resultado fue 

negativo para el replegamiento de la proteína. Por otro lado, si la epo se incuba en urea 

(en concentraciones entre 4 y 6 M) a los 10 minutos pierde el 80% de su actividad 
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catalítica. Si en ese momento se diluye rápidamente la urea con amortiguador se 

recupera del 90-100% de la actividad. 

Con este procedimiento con el que se logra dla recuperación de actividad, se llevó 

a cabo la remoción del hemo del medio desnaturalizante por filtración, centrifugación y 

con meti-etil-cetona para darle tratamiento a la apoproteína en un medio con diferentes 

aditivos con el propósito de favorecer el replegamiento. 

La incubación de la apoCPO con hemina en exceso utilizando esta metodología 

no llevó a la reconstitución de la CPO. Los aditivos conocidos como mejoradores del 

replegamiento de peroxidasas corno el CaCI" el glutation oxidado, la sacarosa, etc. no 

favorecieron la recuperación de actividad al incubar la apoCPO con hemina en exceso. 

En el replegado de una proteína desnaturalizada intervienen muchos factores y no 

síempre es posible recuperar una proteína plegada en la forma correcta. La complejidad 

del problema y los resultados obtenidos nos llevaron a ensayar una metodología diferente 

de extracción del hemo, en donde el desplegamiento de la proteína no fuese necesario. 

Asi, la extracción del hemo en solventes orgánicos se presentó corno una alternativa 

viable. 

Ha sido reportado que la estructura de muchas proteínas permanece ínalterable en 

sistemas con altas concentraciones de solvente orgánico (Schmitke et al. 1997). De 

hecho, se sabe que la disminución de la constante dieléctrica, causada por la presencia de 

solvente, incrementa la fuerza de las interacciones de la proteína. Este incremento 

rigidiza a la molécula haciéndola más estable estructuralmente. 

Para la extracción del hemo de la CPO se utilizaron tres sistemas de solventes 

orgánicos en condiciones ácidas: acetona, butanona y etanol. Las condiciones ácidas 
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promueven la protonación del ambiente proteico alrededor del hemo y facilitan su 

expulsión. La extracción del hemo con acetona acida (aprox. pH 1) fue exitosa con una 

remoción del 100%. Este método ha sido usado con éxito para otras hemoproteínas como 

la hemoglobina, la mioglobina, la peroxidasa de rabano blanco, etc (Ascoli et al., 1981; 

Dinello y Dolphin, 1981; Boffi el al., 1997). Sin embargo, en nuestro caso la apoproteína 

precipitada resultó ser insoluble en el amortiguador de reconstitución. 

La extracción con etanol ácido fue muy ineficiente, con un máximo de remoción 

del 50%. La imposibilidad de separar la apoenzima de la mezcla, impide el uso de este 

método. No es posible realizar la estimación de la modificación del hemo cuando se tiene 

en la preparación altas proporciones de enzima nativa. 

Con el método de la butanona ácida es posible extraer el 100% de hemo sin 

insolubilizar a la proteína. La desnaturalización por pH resultó también ser irreversible, 

ya que el simple cambio de pH hacia condiciones de estabilidad de la CPO nativa no 

lleva al replegamiento de la apoCPO. Si bien la apoproteína obtenida era soluble en el 

amortiguador de reconstitución no fue posible recuperar la actividad catalítica. Lo 

anterior puede tener dos causas principales; por un lado, que la proteína esté mal 

estructurada y, por otro, que existan limitaciones en la transferencia de masa en la 

incorporación del hemo (hidrofóbico) hacia el sitio activo de la apoCPO. Los 

experimentos siguientes tuvieron el propósito de resolver estos posibles problemas. 

Para favorecer el replegamiento de la apoCPO (obtenida con el método de 

butanona ácida) se incubó a la proteína en diferentes aditivos bajo variadas condiciones 

de tiempo, temperatura y pH. Además, para evitar la agregación de la enzima 

desnaturalizada se inmobilizó a la CPO en Nylon y se ensayó tanto la remoción del hemo 
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como la reconstitución de la apoCPO en estado inmovilizado. Por otro lado. para 

disminuir los problemas de transferencia de masa se adicionaron solventes como 

dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF), butanona, o un detergente como el 

Tween 80. Además, se utilizaron modificaciones quimicas del hemo para hacerlo soluble 

en agua. Finalmente, para evitar la dimerización de la hemina y favorecer la transferencia 

de masa se inmovilizó el hemo en amberlita. La combinación de las variables 

mencionadas se muestra en la tabla XIII. 

Aunque el resultado de esta larga serie de experimentos fue negativo en todos los 

casos, los experimentos realizados para disminuir los problemas de transferencia de masa 

fueron realmente efectivos. La ferroporfirina se disolvó perfectamente en el medio de 

reacción conteniendo 5% de DMF, THF o 20% de butanona. así como en un medio con 

0.1 % de Tween 80. Lo anterior sugiere que la razón principal por la que la apoCPO no se 

reconstituye no es por problemas en el acceso al hemo, sino por algún cambio irreversible 

en la estructura. 

Existen tres vias para el plegamiento de las hemoproteínas In vivo. En una de 

ellas, la incorporación del hemo se realiza en una proteína previamente plegada y por 

medio de una enzima; este es el caso del citocromo c, en donde el hemo es incorporado a 

la apoproteína en una reacción catalizada por la hemoliasa (Nall, 1996). En un segundo 

proceso el plegamiento de la proteína se realiza en presencia del hemo y este sirve de 

templado para el plegamiento correcto; este es el caso de la cito cromo c peroxidasa 

(Tsaprailis et al., 1998). 
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Tahla X 111.- Comhinación de variahles V condiciones de operaciólI para la I'ccollslilución dc la apoCI'O 

Experimento CaClz GllIt. Oxido Sacarosa Tw 80 Glicerol Temperatura Tiernpo Solvente 

1 4 1 Dirnetilformamida 
2 4 1 Tetrahidrofurano 
3 25 1 Dimetillormamida 
4 25 1 Dimetillormamida 
5 X 25 1 Dimetillormamida 
6 25 1 Dimetilformamida 
'{ X 25 1 Dimetillormamida 
8 X 25 1 Dimetillormamida 
9 X 25 1 

10 X 25 1 Dimetillormamida 
1 1 25 1 Dimetilformamida 
1 2 X X X X X 25 1 
13 X 25 7 Dimetillormamida -
14 25 7 Dimetilformamida 
1 5 X 25 7 Dirnetillormamida 
1 G X 25 7 Dirnelillormamida 
1 7 X 25 7 
1 8 X 25 7 Dlmetilformamida 
1 9 25 7 Dirnelilfonnamida 

20 X X X X X 25 7 
21 25 7 Dimetillorrnamida 

22 25 7 Dimetillormamida 

23 25 7 Dimetilfonnamida 
24 25 7 Dimetillormamida 
25 X 25 7 Dimetillormamida 

26 25 7 Dimetilformamida 
27 X 25 7 Dirnetillormamida 
28 X 25 7 Dimetillormamida 
29 X 25 7 Dimetillormamida 

30 X 25 7 Dimetillormarnida 

31 25 7 Dimetillormamida 

Inmovilización 

Nylon 
Nylon 

Nylon 
Nylon 

Nylon 
Nylon 

Nylon 

Nylon 
Nylon 
Nylon 

Nylon 

Hemo 

Protoporfirina IX 

ProloDorfirina IX 
ProtoDorfirina IX 
ProtoDorfirina IX 
Protoporfirina IX 
Protoporfirina IX 
Proloporfirina IX 
Protoporfirina IX 
Proloporfirina IX 

Protoporfirina IX 
Protoporfirina IX 

Proloporfirina IX 
Protoporfirlna IX 

Proloporfirina IX 
Proloporfirina IX 
Proloporfirina IX 
Proloporfirina IX 

Proloporfirina IX 

ProtoDorfirina IX 
Protoporfirina IX 
ProtoDorfirina IX 
Protoporfirina IX 
Protoporfirina IX 

ProtoDorfirina IX 
ProtODorfirina IX 

Protoporfirina IX 

Protoporfirina IX 
Protoporfirina IX 
Protoporfirina IX 
Protoporfirina tX 

Proloporfirina IX 

I 

i I 

I 
, . 



32 X X X X X 25 7 Dimetilfonnamida Nylon Protoporfirina IX 

33 25 1 Amberlita Protoporfirina IX 
34 25 1 Amberlita ProtOQorfirina IX 
35 X 25 1 Amberlita Protoporfirina IX 
36 25 1 Amberlila Proloporfirina IX 
37 X 25 1 Amberlita ProtOQorlirina IX 
38 X 25 1 Amberlita Protoporfirina IX 
39 X 25 1 Amberlita Protoporfirina IX 
40 X 25 1 Ambertita ProtOQortirina IX 
4 1 25 1 Ambertita Protoporfirina IX 
42 X X X X X 25 1 Amberlita ProtoRorfirina IX 
43 25 1 AmortiQuador Hemo soluble 
44 25 1 AmortiQuador Hemo soluble 
45 X 25 1 AmortiQuador Hemo sotuble 
46 25 1 Amortiquador Hemo soluble 
47 X 25 - 1 AmortiQuador Hemo soluble 
48 X 25 1 Amortiguador Hemo soluble 
49 X 25 1 AmortiQuador Hemo soluble 
50 X 25 1 AmortiQuador Hemo soluble 
51 25 1 AmortiQuador Hemo soluble 
52 X X X X X 25 1 Amortiguador Hemo sotuble 
53 x 37 0.1 Protoporfirina IX 
54 x 37 0.1 Protoporfirina IX 
55 X x 37 0.1 ProtqlJOrfirina IX 
56 x 37 0.1 Protoporflrina IX 
57 X x 37 0.1 ProtClPorfirlna IX 
58 X x 37 0.1 Protoporfirlna IX 

59 X x 37 0.1 Protoporfirina IX 

60 x 37 0.1 ProtClPorflrina IX 
61 x 37 0.1 Proto.l'orfirina IX 
62 X X X X X 37 0.1 Protoporfirina IX 

La conccntración dc los aditivos fue \ 00 mM, la del Tw 80 fue 0.\ % Y los solventcs al 5% v/v. El Tiempo estú dado en (lias y la 

Tcmperatura cn "C 



El tercer proceso de plegamiento de las hemoproteínas se lleva a cabo en enzimas 

como la peroxidasa de rábano blanco, donde el plegamiento se realiza en ausencia del 

grupo prostético, para posteriormente producir la holoproteína con la inserción del hemo 

(Pappa y Cass, 1993). En el caso de la cloroperoxidasa de C. furnago, la proteína sufre un 

procesamiento postraduccional. Como producto de las investigaciones de nuestro 

laboratorio, se sabe que la proteína plegada sufre dos cortes proteo líticos en sus extremos 

amino y carboxilo previos a su excreción de la célula. Este razonamiento indica que al 

carecer de dos porciones significativas de la proteína, el camino que toma la apoCPO 

desnaturalizada para replegarse pudiera dar una estructura diferente a la de la proteína sin 

procesar, aun cuando coordinara correctamente el grupo hemo (Valderrama el al., trabajo 

en progreso). La otra razón tiene que ver con la glicosilación de la CPO, la cual contiene 

cerca de 27 residuos de azúcares unidos covalentemente (Sundaramoorthy el al., 1995). 

La rigidez impuesta por estos grupos sobre la cadena polipeptídica podna también influir 

sobre la cinética de desplegamiento-replegamiento dirigiendo la estructura a una 

configuración inactiva. Por supuesto que podna darse una combinación de ambos 

fenómenos. 

La expresión heteróloga de la apoCPO ha sido obtenida en E. coli (Zong el al., 

1995) . En este caso la reincorporación del hemo se realizó a altas presiones obteniéndose 

muy bajas eficiencias de reincorporación. Este método no ha sido reportado 

posteriormente, lo cual es extraño ya que son muchos los grupos en el mundo trabajando 

con la CPO. Después de los resultados obtenidos en esta tesis, en el laboratorio se está 

trabajando en la expresión heteróloga y reconstitución de la CPO. 
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4.2 La hemoglobina humana 

La hemoglobina es la hemoproteína transportadora de oxígeno en la sangre. Esta 

proteína es capaz de catalizar la oxidación de sustratos de interés en presencia de 

peróxido de hidrógeno (Catalñano y Ortiz de montellano, 1987; Klyachko y Klibanov, 

1992; Ortiz-Leon et al., 1995). El grupo hemo de la hemoglobina fue extraído, 

modificado y reinsertado exitosamente en la apohemoglobina. La reconstitución con el 

hemo sin modificar presenta características espectroscópicas iguales a la de la 

hemoglobina control (figura 13). La reconstitución con hemo-PEG de 350 Da no afecta 

las propiedades electrónicas del hemo lo suficiente como para alterar la posición de la 

banda Soret; sin embargo, la modificación de los propionatos del hemo con PEG de 750 

Da desplaza el máximo de absorción de la banda Soret aproximadamente 6 nm a la 

derecha, situando su máximo en 410 nm. 
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Figura 13. Espectros de absorción de la hemoglobina no modificada y sus 
reconstituciones con diferentes hemos. 
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Las constantes cinéticas contra tiantreno en un sistema que contenía 15% de 

acetonitrilo se muestran en la tabla XlV. La reconstitución con el hemo no modificado 

(hemo exógeno) mantiene las características cinéticas de la hemoglobina no modificada. 

La sustitución del hemo con hemo-PEG 350 aumenta ligeramente la k"" mientras que la 

sustitución con hemo-PEG 750 la disminuye ligeramente. Para ambas reconstituciones la 

afinidad por los sustratos, medida por la KM' disminuye ligeramente. El efecto global 

está indicado por el cociente k,,/KM , la eficiencia catalítica, la cual muestra que la 

modificación con PEG 350 no altera significativamente las características cinéticas de la 

hemoglobina; sin embargo, la modificación con PEG 750 disminuye aproximadamente a 

menos del 50% la eficiencia de la hemoglobina como biocatalizador. 

Tabla XIV.- Constantes cinéticas de la hemoglobina modificada y no modificada 
contra tiantreno en 15 % de acetonitrilo'. 

Reconstitución k,,, 

Nativa 
Hemo exógeno 
Hemo-PEG3s0 
Hemo-PEG7s0 

(min .1) 

12.s±12 
12.7±48 
16.s±66 

9.2±s4 

K".ti.n",.no OlM) 

14.6 
15.3 
23.4 
23.2 

kea/ K:\1.tillntrcno 

(min·1rnM-1) 

856 

830 
705 
396 

'La determinación de las constantes se realizó a concentraciones de saturación de H,O, 

Nuestro interés estuvo centrado sobre el efecto de las modificaciones en la 

partición del sustrato entre el sitio activo y el solvente. Esta partición puede estar 

reflejada por la constante de Michaelis-Menten; sin embargo, siendo la diferencia tan 

pequeña se prosiguió con el cálculo de la eso (concentración de solvente a la cual la 

actividad especifica máxima disminuye a la mitad), corno una manera de determinar 

como se particiona el sustrato con las reconstituciones. En la figura 14 se muestra el 
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efecto del aumento en la concentración de acetonitrilo sobre la actividad específica de la 

hemoglobina y sus diferentes reconstituciones. 
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Figura 14.- Efecto de la concentración de solvente sobre la actividad 
catalítica de la hemoglobina reconstituida y no modificada. 

La figura 14 muestra, por un lado, que la extracción y reincorporación del hemo 

no modificado (hemo exógeno) no altera el comportamiento catalítico de la hemoglobina 

a diferentes concentraciones de solvente. Por otro lado, los valores de la Cso 

(concentración de solvente a la que la velocidad máxima disminuye a la mitad) indican 

que las reconstituciones de la apohemoglobina con hemos modificados con 

polietilenglicol tienen menor capacidad para competir por el sustrato que la hemoglobina 

no modificada (Cso igual a 32, 22 y 24% para la hemoglobina nativa, hemo-PEG 350 y 

hemo-PEG 750 respectivamente, figura 14). 

La disminución de actividad catalítica al aumentar la concentración de solvente 

puede reflejar no sólo la partición desfavorable del sustrato hacia el sitio activo, sino 

también la sensibilidad del biocatalizador al solvente. Como ha sido reportado, la 
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hemoglobina se ve seriamente dañada al incubarla en solventes como el dimetilsulfoxido 

a Concentraciones tan bajas como el 20% (Liu et al., 1998). Las principales razones de la 

desnaturalización de la hemoglobina en solventes es la pérdida del grupo hemo, debida a 

la disrupción de los puentes de hidrógeno entre los carboxilos de la porfirina y la 

superficie proteica, y al desordenamiento del interior hidrofóbico de la proteína. 

Para determinar si realmente las reconstituciones presentaban menor afinidad por 

los sustratos hidrofóbicos se procedió a la determinación de las constantes de disociación 

para las hemoglobinas con sustratos fenólicos de diferentes hidrofobicidades (fenol, 

catecol, resorcinol y pirogalol, cada uno es un anillo bencénico con uno, dos, dos y tres 

hidroxilos, respectivamente). 

Los sustratos seleccionados son solubles en agua para evitar el uso de solventes 

orgánicos, y su solubilidad aumenta al incrementarse el número de hidroxilos presentes 

en la molécula. Debido a que no se llegó a la saturación de las hemoglobinas 

reconstituidas con estos sustratos, se limitó el cálculo a la pendiente del modelo descrito 

en materiales y métodos para el cálculo de la constante de disociación. En la tabla XV se 

presentan las pendientes del modelo para la hemoglobina no modificada y las 

reconstituciones con hemo-PEG 350 y hemo-PEG 750. 

Tabla XV.- Comparación de las pendientes del modelo 
disociación para la hemoglobina y sus dos reconstituciones. 

Sustrato 
Fenol 
Catecol 
Resorcinol 
Pirogalol 

Nativa 
153 
257 
358 
489 

Pendiente [ ml\1j 
Hemo-Peg350 

59 

273 
320 
386 
465 

de la constante de 

Hemo-peg750 
783 

2449 
2426 
7086 



Como puede apreciarse, a medida que aumenta la hidrofobicidad del sustrato, 

medida por la solubilidad en agua, la afinidad por él también se incrementa para las tres 

hemoglobinas. Comparando la hemoglobina no modificada con la reconstituída con el 

hemo-PEG 350 las pendientes son muy similares cuando el sustrato es hidrofilico (como 

el pirogalol y resorcinol) y a medida que el sustrato es más hidrofóbico la diferencia en 

afinidad, reflejada por la pendiente, se hace más evidente, siendo menor para la 

hemoglobina reconstituida. Esto sugiere que el sitio activo de la hemoglobina 

reconstituida tendría menor capacidad para competir por un sustrato hidrofóbico que la 

hemoglobina no modificada si la colocáramos en un sistema con solventes orgánicos, en 

donde el sustrato tiende a particionarse hacia el solvente. 

Al comparar la reconstitución con hemo-PEG 750 contra la hemoglobina nativa 

se puede apreciar que la afinidad de la nativa es mayor para todos los sustratos; al 

parecer, .la afinidad por los sustratos de la hemoglobina reconstituida con hemo-PEG 

750 no está en función únicamente de la hidrofobicidad del sitio activo, sino también del 

efecto estético provocado por la larga cadena de P EG unido al hemo. En la figura 15 se 

muestra la molécula de la hemoglobina humana enfocada en el hemo de la cadena B, y en 

la figura 16 se muestra la minimización energética de la hemoglobina reconstituida con 

hemo-PEG 750 en la misma zona. Como puede apreciarse, según la minimización de 

energía obtenida para la reconstitución con hemo-PEG 750, la larga cadena de 

polietilenglicol podría limitar la entrada de los sustratos al sitio activo formando 

posiblemente múltiples interacciones con la proteína y con otras moléculas de P EG de 

hemos vecinos. 
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Figura 15.- MIodelo estructurml de la hemoglobinm nmmanm que mues~rmla posición 
y el acceso mi hemo. 
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Figura 16.- Minimización energética de la hemoglobina reconstituida con hemo
I?EG 750 

4.3 Modificación in situ de la hemoglobina 

La hemoglobina fue químicamente modificada en los grupo amino y carboxilos 

libres con el propósito de incrementar su hidrofobicidad tanto superficial como la del 

sitio activo. La modificación en los grupos amino se realizó con PEG de 5000 Da. Como 

ha sido reportado, la modificación de los ami nos con polietilenglicol incrementa la 

hidrofobicidad superficial de algunas proteínas como la peroxidasa de rábano blanco 

(Vazquez-Duhalt et al., 1992). La metilación de los carboxilos libres, incluidos los del 
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hemo, produce una proteína con un sitio activo más hidrofóbico (Modi et al., 1995). La 

hemoglobina doblemente modificada muestra un espectro de absorción en la banda Soret 

diferente al de la hemoglobina no modificada (figura 17), reflejo de un cambio en el 

ambiente alrededor del sitio activo. Diferencias similares han sido reportadas para 

hemoproteínas reconstituidas con hemos químicamente modificados (Modi et al., 1995; 

Di Nello et al., 1981). 
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Las constantes cinéticas para la hemoglobina modificada y no modificada contra 

tiantreno en un sistema con 15% de acetonitrilo se presentan en la tabla XVI. La doble 

modificación de la hemoglobina incrementó 3 veces la constante catalítica, 1,"", y 

disminuyó ligeramente la constante de Michaelis-Menten (1.5 veces). El efecto global de 
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la modificación está reflejado por el incremento de 3.7 veces en la eficiencia catalítica 

(tabla XVI). 

Tabla XVI.- Constantes cinéticas de la hemoglobina PEG-Met y la hemoglobina sin 
modificar contra tiantreno en 15 % de acetonitrilo. 

Hemoglobina 
Hemoglobina-PEG-Met 

, -_.:) 

6.7 
15.0 
10.8 

k,,/K,! 
(min"mlV¡-') 

166 
620 

Tinoco el al. (1998) reportaron que la modificación de los ami nos libres con 

PEG Y la metilación de los carboxilos libres del citocromo c de corazón de caballo 

produjo un biocatalizador con mayor actividad y un rango de sustratos oxidados más 

amplio. Posterionnente, Busi el al. (2000) reportaron que este aumento en actividad fue 

debido a que la doble modificación del citocromo c modificó el estado del spin del tierro 

conviertiéndolo de un estado de bajo spin (hexacoordinado) a uno de alto spin 

(pentacoordinado); además, los autores sugirieron que el aumento en el rango de sustratos 

oxidados se debió a un incremento en la hidrofobicidad del sitio activo. 

Con el propósito de comparar la capacidad contra hidrocarburos poli aromáticos, 

se detenninó la actividad específica de la hemoglobina-PEG-Met y la hemoglobina no 

modificada contra 13 sustratos aromáticos en un sistema que contenía 15% de 

acetonitrilo. En la tabla XVII se muestran los resultados obtenidos. En un trabajo previo 

realizado en nuestro laboratorio se detenninó la capacidad de la hemoglobina para oxidar 

HPA's en un sistema con 20% de acetonitrilo (Ortiz-Leon et al., 1995); bajo esas 
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condiciones la hemoglobina fue incapaz de catalizar la oxidación de algunos sustratos 

como el fenantreno, acenafteno y fluoranteno. Como se muestra en la tabla XVII, en un 

sistema con 15% de acetonitrilo (5% menos que el trabajo previo) la hemoglobina 

catalizó la oxidación de 10 de los 13 sustratos ensayados. Entre ellos están incluidos el 

benzo(a)pireno, azuleno, pireno, tiantreno y los compuestos no reconocidos como 

sustratos anteriormente, acenafteno, fenantreno y fluoranteno. La importancia de la 

concentración del solvente en la partición del sustrato entre el solvente y el sitio activo 

ha sido demostrado anterionnente para la oxidación del pireno con el citocromo c y otras 

peroxidasas (Torres et al., 1998). Una disminución del 5 % de acetonitrilo en el sistema 

de reacción decrece lo suficiente la hidrofobicidad del medio como para que la partición 

del sustrato hacia el sitio activo de la hemoglobina esté favorecida sobre la partición 

hacia el solvente, 

Tabla XVU.- Actividad específica (min'l) de la hemoglobina no modificada y la 
hemoglobina modificada quimicamente contra diferentes HPA' s . 

Sustrato P.I.' No modificada Hemoglobina-PEG-Met 

Azuleno 7.43 2.2 (± 0.14) 10.8 (± 0.74) 
Dibenzotiofeno 7.4 0.7 (± 0.02) 7.3 (± 0.5) 
Tiantreno 7.8 1.5 (± 0.07) 6.8 (± 0.37) 
Antraceno 7.5 0.4 (± 0.02) 2.6 (± 0.26) 
Benzo(a)pireno 7.63 0.3 (± 0.01) 2.4 (± 0.08) 
Pireno 7.72 0.19 (± 0.07) 1.5 (± 0.07) 
Acenafteno 7.73 0.035 (± 0.003) 0.29 (± 0.007) 
Fluoreno 7.91 0.016 (± 0.003) 0.15 (± 0.003) 
Fenantreno 8.07 0.021 (± 0.001) 0.14 (± 0.003) 
Fluoranteno 7.95 0.016 (± 0.007) 0.10 (± 0.003) 
Bifenilo 8.64 NR NR 
Dibenzofurano 8.77 NR NR 
Criseno 7.80 NR NR 

, potencial de ionización en eV (Mallard y Linstrom, 1998). 
NR No se detectó reacción 
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La capacidad de la hemoglobina para catalizar la oxidación de sustratos 

poliaromáticos está limitada por el potencial de ionización del sustrato. En la tabla XVII 

se muestran los valores del potencial de ionización de los sustratos utilizados. Como 

puede apreciarse, hidrocarburos poli aromáticos con potencial de ionización hasta de 8 e V 

son susceptibles de ser modificados. La correlación entre la actividad catalítica y el 

potencial de ionización de los HPA' s sugiere un mecanismo de oxidación por un electrón 

mediado por radicales libres reportado para di ferentes peroxidasas (figura 18) 

(morehouse et al., 1989; Vazquez-Duhalt el al., 1994). Los sustratos azufrados 

ensayados, tiantreno y dibenzotiofeno, escapan a esta correlación debido a que son 

oxidados por un mecanismo diferente. Al parecer, la hemoglobina, al igual que la 

cloroperoxidasa y el citocromo P-4S0, oxida a los compuestos azufrados transfiriendo 

oxígeno directamente desde el fierro y no transfiriendo electrones desde los bordes de la 

protoporfirina, como en los HPA's (Ortiz de Montellano, 1992). 

La hemoglobina-PEO-Met mostró una actividad específica de hasta 10 veces 

mayor que la hemoglobina no modificada para los diferentes HPA' s ensayados. 

Modificaciones similares hechas al citocromo c de corazón de caballo incrementaron su 

actividad específica hasta 10 veces en la oxidación de sustratos poli aromáticos (Tinoco el 

al., 1998). Al parecer, un aumento en la hidrofobicidad superficial y del sitio activo son 

responsables principales de un incremento en la afinidad de la proteína modificada por 

los sustratos hidrofóbicos, y en consecuencia, del incremento en la actividad específica. 
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Figura 18.- Dependencia del potencial de ionización del sustrato sobre 
la actividad específica de la hemoglobina humana. 

Para comprobar esto último se prosiguió a la determinación de la afinidad a través 

de las constantes de disociación para tres sustratos fenólicos de hidrofobicidad variada. 

Se utilizaron sustratos fenólicos para evitar la presencia de solventes orgánicos, cuyo 

efecto es más pronunciado que los cambios detectados por el acomplejamiento con el 

sustrato en la banda Soret de la hemoglobina. En la tabla XVIII se muestran las 

constantes de disociación para el o-metoxifenol, fenol, y resorcinol para la hemoglobina 

PEO-Met y la no modificada. Como se muestra, el aumento en la hidrofobicidad del 

sustrato, o una reducción en la solubilidad del mismo, incrementa la formación del 

complejo sitio activo-sustrato para la hemoglobina modificada, reflejado por la 

disminución de la constante de disociación. La doble modificación de la hemoglobina 

incrementa significativamente la afinidad por los mismos sustratos. Este incremento es 

más notorio a medida que se utilizan sustratos más hidrofóbicos. 

67 

- - - --------



Tabla XVIII.- Constantes de disociación para la hemoglobina PEG-Met y para la 
hemoglobina no modificada. 

KD (mM) 
Solubilidad 

Sustrato en agua Hemoglobina Hemoglobina- PEG-Met 

Resorcinol 10.0M 221.0 138.0 
Phenol 0.7 M 29.8 13.1 
Guaiacol 0.12M 45.8 3.6 

El aumento en la afinidad por los sustratos hidrofóbicos sugiere un incremento en 

la hidrofobicidad del sitio activo de la hemoglobina modificada, lo que podlÍa indicar que 

el incremento de la actividad específlca de la hemoglobina modificada sobre la no 

modificada se debe a la mayor facilidad de la hemoglobina PEO-Met de formar 

complejo con el sustrato. Esta conclusión está soportada por resultados reportados en la 

literatura. Por ejemplo, Wangikar et al. (1995) reportaron que la catálisis de la subtilisina 

procedía más eficientemente con sustratos hidrofóbicos en agua, debido principalmente a 

dos contribuciones energéticas: la primera, la energía diferencial del estado basal del 

sustrato disminuye a medida que aumenta la hidrofobicidad del sustrato; esto es, el 

sustrato mientras más hidrofóbico sea tendrá mayor tendencia a desolvatarse y de 

asOCIarse con un medio hidrofóbico (sitio activo); y la segunda, la energía de 

estabilización del estado de transición (acomplejamiento enzima-sustrato) también 

disminuía a medida que el sustrato incrementa su hidrofobicidad. 

Finalmente, en la figura 19 se muestra el efecto de la concentración de acetonitrilo 

sobre la biocatálisis con las dos hemoglobinas. Como puede apreciarse, la doble 
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modificación de la hemoglobina resulta en un biocatalizador que es activo a 

concentraciones de solvente en la que la hemoglobina no modificada no es activa. Esto 

puede significar que la hemoglobina modificada es más resistente al solvente, por un 

lado, y que tiene mayor capacidad de competir con el solvente por el sustrato, por otro 

lado. 
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Figura 19.- Efecto de la concentración de solvent<¡~ sobre la actividad catalítica de la 
hemoglobina modificada y no modificada. 

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que es posible modificar la 

partición del sustrato hacia el sitio activo de las hemoproteínas en sistemas con solventes 

orgánicos por la modificación química ex-situ e in-situ del grupo hemo. 

Los resultados del efecto de la modificación química in si/u de la hemoglobina 

sobre su comportamiento biocatalítico contra los hidrocarburos poliaromáticos en 

sistemas con solvente orgánico fueron publicados en la revista Biochemical and 

Biophysica1 Research Communications, se adiciona una copia del mismo en el anexo l. 
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5 Conclusiones 

o La reconstitución de la apocloroperoxidasa de C. ji/mago con hemo no modificado y 

modificado no fue posible debido probablemente al replegamiento incorrecto de la 

proteína. Este replegamiento inadecuado podría deberse a que la proteína madura ha 

sufrido dos cortes proteolíticos que impidirían el replegamiento logrado in vivo con 

la proteína completa. 

o Fue posible modificar el comportamiento biocatalítico de la hemoglobina a través de 

la modificación química ex-situ del grupo hemo. 

o La modificación del hemo con polietilenglicol de tamaños 350 o 750 Da produjo 

cambios mínimos en las constantes catalíticas de la hemoglobina contra tiantreno en 

sistemas con solvente orgánico 

o La afinidad por sustratos de diferente hidrofobicidad disminuyó drásticamente 

debido probablemente a los cambios de hidrofobicidad del sitio activo y a efectos 

estéticos. 

o Las simulaciones computacionales, obtenidas de minimizaciones energéticas, de las 

reconstituciones de la hemoglobina con hemo-PEG 750 revelaron que el acceso al 

sitio activo de la hemoglobina está estéricamente limitado por la cadena de PEG. 

o El incremento en la hidrofobicidad superficial, a través de la modificación con 

polietilenglicol de 5000 Da, y del sitio activo, metilando los carboxilos del hemo, 

favorecieron la partición de sustratos hidrofóbicos, como los HPA' s y fenoles, hacia 

el sitio activo incrementando hasta 10 veces la actividad específica contra los HPA's 

y hasta 13 veces la afinidad por los sustratos fenólicos. 
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Anexo I 

Chemical Moditlcation ofhcmoglobin improves biocatalytic oxidation ofPAHs. 



Chemical Modification of Hemoglobin lmproves 
Biocatalytic Oxidation of PAHs 
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tha.n t.he un.rnodi.ficd prot.ci.n. The kin-~t1c const.ants 
5hov..· t.hat tht_ ... PEG-:'-If::"t-he:no~!obt:i. h~lS a -.ig-nificant.ly 
h.icher ca~L!y'tic efticic:ncy ... Thr. equi!ibriu.rn substrat.e 
bi.nding con~t.a.nts for u.n.modificd and PEG-:0.fet
modified hemoglobis and hf"mo.;lobin shov..· that iliis 
cat.a...ly-~ic cn.hanccment could be attr-lbut-Pd t.o thc af
fi.ni~· incrca5'e far hydrophobic substrates in th"'" mod
ified prot..ein. e,_,,.,..., A.c·,...,.,..._,c p,...,. ... 
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~1.0:Tl"r t.0 U-.e- en..i:,.-:-::e 5.::::ution :!""::.he :e:"e:enc"" ~~ll. _.:._"...er :'!!:1ch::-.o; :.~._. 
""':(L:Jhbnu::n. :n-e- c:f!"e:-e:-.c~ s;;:~c:.:-a ,... as r~c'.Jr.:::e•.:i.. -:-:-.e .;i;ss.-x::.:it:cn 
c<::nsta..."ltS "'ere c.J.ic-..:.!:!.:.PC f:-o::::::i :.he :".;,;iovqn,¡; :i:'l..-1:- equat.ic·n ,::._;,. 

: ·.:._-t "' ~~~A. 1: S.· - :,..:._..;,. 

-..,·he:e .:.....\ and .!..-\, a.r~ ":.-.e .:tb~cr"=.1.:-.i;"' cnar.~ .. ~ ": 405 :--.;:-¡ a: a ¡;iv..-n 
~:--.. u.ia.l IS .. J a.nd !'.at-...:-a:1n,,: '!iUb.,:.:-ate ccncer.:.:-atior.s r .. s~ct;:ve!y. a:-;d 
~. is t..":le dissociaw•~n cons:Jr.t of !...""oc ~n=:--r=-i~-.!--..:t:-,:.:-a:...:: -:c:::i;:ie1. 

~ES¡_JL TS Ar"~O CtSC:.JSSIC:"·J 

Hemoglobin is a Ole -:o c::itoly::e :.:-.~ oxida:.:a=-i of ~ev
eral polycyc!.~c o..:-oma:.ic ::.ycir-o..:::i:-bon. o..:ld ~he chem:cal 
nature of prod uc:..s has been. de-:.er:n.ined. by mass spec .. 
trometrv (7). In order to :-educe t.he r:i.ass tra.r..sfer lim
it.a.t.ions- during t...li.e :-eo.ct.ion. :.wo chemical modifica· 
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tions "'·c,re ;:>t~rf·.)r~.ec o:;n :.!-.e !i.o2':nr.·f:iobt~ :r .. )lec'--ile: The 
SUj:)Crfic~Jl h:¿rv~hobici!.y 0f:.hc pn:;tc::-! was ~:r.crea~ed 
by .3. covaic:i: :-:i.odif:c:i.tio::=. of :·!"ee ar.~!::O ¡,,-roups w1:.~ 
.:lctivatr:.>d ;:>oiy· t.~:.:Oyi .. ·:--:•2 ¡;-lycol 5000 Da 1. Th¿n. a 
::1.ethyl.atior. of :":-ee ca:-bvx-y:ic ~oup:s -.... ·.:i.:; .:ichieved, ;r:. 
·.v!-lic!i. :.he ;:irc;::iicnat.:- i:-rot.;;:s uf :he ::-:.c~c pros:.he:ic 
.i;-:-oup are a.lso o::-~:.c:-:.:1.cd. -~•-e:- :.f:e c;-;o:~icJ.l :-r:0d.1fic::?.
:.1on Ciff..:·re:--:ct..·~ :.....-:. :..r:.._. .~b~vrpt:or.. ~;:iec:=-u:-:-:. cci...:.1C ::Oe 
Ct:-t.t."'c:c-d, F:¡_;. l . 7!-:.c s~:.::. :::-~ ::-... ~ 5on.!t. b<'.":..:-:.d ir.dic:J.t~s 
.:::....,_ .:-~v-irnr:.r:-.~:!1t. ;.·!-:~'1;;-e •J:° ::.e :?.c:1v._. _.::¡:e ;:-ocket 
·!-:..:rne•. T:-.is Coubk ch.:-:-r:._ic:'..l :":1oc:i1:1c:J.:;cn i.:-:cre.::ise-d 
boti-1. :.f-.i.,. .J.c:i ... ·::.y . .1.r.<..i :!1.t< r.:S.....-:.!=;·~ ,_,¡ ?.-'\.1-i ;:;L.:.u-:-:.1.::i:e~. 
...... ·h..:-:1. c;.-::ochrvr:;..:: e was ~::.cd .:i.s '.:iioc;:i.t.:;i.!y~t '14 •. r~ 
aCC.:..on. :o :rnprovt: :r.c ,:;:~0:5:.:-:i.tt: p.a.r:;:.10:-i :.-:; :.he ac
:ivc s;:e. :.:-:ie b1nc:::.t::tly:.ic :-~::~c:ion~ v.·•.:-!"•.' ?er:Or;nt::d :::i. 

~;_~l~r~~e;;~e 5o;~~~~;l~· 3:c~~-1 :~:ev:.~~¡~:rdd~~I~~h:~~:~~~bt~ 
""hº""·ed. to bc.> -..:p :0 :o :ir.-:es hi~!':.:r th;J.n :he ur:.mo¿iii.f:¿ 
;:ir-::itein. Th!s :.:-.c:-"".::lse cot.:.1¿ ::.--~ :-::G.i:-.iy o.i:.tr~::.c.:.c¿ :o ::.e 
es:.R:-::1.catior! of ::-.~ co:i.rOcx-y:ic ~OL!;J"'. whl'.:::-~ ::;.~y :n
c:-e:i:;e :he ~ydr-:.pC-:.oi:>icit:-· l):"the .:..c:ive ~::e.:-:-.<:? mt:~hyl 
~s:.o:.>ri:1.:::i.tion o: .. ;:n.,;::i:on:J.:.e::: ..... .:J.>:: .::~:nc.n~t:-::ito::ci by :he 

T~flLE 2 

!.(fr•et:c Cv:-:.st.ints cf l":-.=.0¿1f..:-ci ~¿ ?SG-:0.1ct-:0.1o¿:fied 
Her::io~k:bU•s far ?:--:-ene o,,..c.n1cn .'.lnd ::-:..3Ct~V3.t.10n Can
S!-l....•t .n :..."'ic ?:-1.?S<!:!=:.:c :)f :O ;::::-..__'\1 H~drol{":c'n ?i:rc:-..:Ce' 

;_·:i.r::i~:5.-ci h'"mcn;:oo1n 
?E.G-Met-he::;ioG:ioc1n 

.:.: ... _,_ 
=."·l.' 

:s 0 
!.0.6 

') ... ~ 
f).l":' 

• The :'!a.et.ion mixt.ur~ c-:int.i.in.,-d :scc .ac-etonit.r.~11!' :n '50 :::i'.\f phos
ph.J.te buffer. ;>H 6 !. 
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TAHLI:. J 

Dissociation Cnnst.1utts for Pht.•noJs •>f L'nn1._ldifit.-.d and PEC<\let·='-foJ:itied Hctuo~!obu1s 

Sub11trate \\.at .. r soiubthty •~ti t "nrno<l1fio«i h .. mci;iub1n 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-· -~~~~~~~~--~~~~~--~~~~-

Resorcinol 
Ph""'nol 
Gu.U,\o:;:ol 

!O O 
o 7 
•) 12 

ditTcrenct.·:-> in the ,.-¡::;ible .... nt_•ctrur:1 of ,.;olve:lt t.•x~r:ictt.·d 
heme bcfore :i.nd at'lit.•r rn;-,ciiricat1on. ln addttiun. th(• 
absorbance :->Pt_'Ctrun1 •>i tht.• t•xtr:lct.:•d h"nh' :·rnn1 !!"!•Jd
iiied PEG·-:;\Ie.t-iH.·rn1)glob1n n1nt~hed that obta1nt•d frun1 
:¡ protoporphyrin IX rri)ll 'III' :Th'!.hy! ":--t.·r -.tar~.J:trd 

lJnder our rt.•nctton cnndit:nn~. ht_•r110.;lnblri wa~ ~1blc 
to ox.idiz.e 11 o[ 1:3 P.·\H,.:;; t~?.--tt'd. i.:1ciud.1r.J.! phcnan
threnc . .:ict-.naphthene. and ~luor;:lnth~.·ne. ![.n.,·ev~~r. 
chrys,¿onio:- dibe:i.Z<.lfurane and bipht.'n.vl ,.,.,_.n~ no ,.-ub
:itro.tes cOr ncither, n1oditied !'1or unn1odith~d hcrnm..;!n
bi.ns. Th~ product~ ~·rom PA!-I~ •lXidati.._1n .... ·1th PEG
:\let-hemo¡.!lobin an_• th .. .' sanie rl1und "'•:th unrnodlri.-.d 
hemoglobi.n 7'•. and a:-> in tht_• ca.-.~ uf <Hher h+:rnnµr~>
teins. including- pt..•rnx1d.:-1,.:;;t.'.:-'. tht~:.;;e product,,.; are aisn 
n1ainly quint)r.H.•::.O: ·Sl. Thianthr1_•ne and dibt.•n.-oth1n
phene .. ..-erit.• tra.n.->funned by both ht.•n-1ot:!ob1:i pri.·p~u·a
tions to tht..•ir rL•:.;;pt..~ctt\:t.-. .:;ul(•.1xid~•s. In ;:i ;irev1nus \Vork 
r7i. unn1odit1t~d hcrnog!obin ,.,.·as unab!t!' :o ox1di:;:t.• 
phenanthrene. acen~phtht.•ne . .::i.nd ~luoranthent..• i.n n~
action 01edium cont.:ünin.l! :20't· .:1Ct.·t.>n1trilt.• .• -\.s sho .. .,:ed 
i.n Table 1, ~l decreast..• iru:n :20 to 15'';- or" a..:e~on1tnle in 
the reacuon nüxtun.> .::tllo .... ·1-.-d phenanthrene. ¡u.:tc>naph
thene. and t1uorant.hene to re:-lct with unmo<lit1Pd he
n:1og!obin. The importa.nce oithe 5-oivent concentration 
on tht..• sub:,,trate pa..rt1t.1on bet ..... ·e""-'º tht.' J.ctive :;itc and 
the solvent has becn den1onstrn.ted for p~-rene ox.ida
tion b_v c:i--r.ochr0me e .ind other pcroX!das .. ~s 1 11. 161. 
For an aqueous mtxtu.re of ,•,:atcr ni1~c1ble org~uuc soi
vent. the solvent hydrophobicir.y depends on the or
o;ra.n.ic ::;olvent concentration : 16l. Increasing this con
Centratinn. t.he pa.rtition of the hydrop: ;1>blC :;ub:;tr:itc 
bet""·een the sitc active anci react1on ~oivec.t bccon1es 
favorablt- to the bulk solvent. decre::i~in¡,; the enzyrne
substrate intero.ct1on. 

Kinetic constant...."5 for p~-rene oxidatinn ..... ~ith hemo
globi..n a.ad its chemico.1 modiñcat1on PEG-:\let
hemog!obin1 in 15c-<"' acetonitriic are reported in Table 
2. A.5 shown. the double rnodification increaseri the 
cat.:l-1~.rt.ic con~tant .;;:~,.,; fi.lr p:o-rene. The substrate aftin
ity •K.,1 .. .,.,:' is ;ilso ::.li~htly ln1proved . .:L'"lri thus the C<.lt
.:tlyt.1c ~ffic1ency of the PEG-:\let-hemof,_?lobin wa!i 3. 7 
times hi.gho::::-r than for unrnodified hernoglobin. Intert•st
ingly. PEG-:\.let.-hemoglobin showed to be more ::.t.:J.blc 
against. t.he inactivation by the presence of hydrogen 
peroxide. than the unmodiñed protei.n. In arder to de
ter.nin~ the etTect of thc chenlical moditication on the 

:.!:2: •J 
:.! ~ J .., 

i"'•:') 

L!.S o 
::11 

1 ,; 

~.dlin1t) !~lr hylir-ophobic sub~trat._..~. ~qudibnun1 exper-
1n1ents ,.,..t-·n.• µ1:rfnrrt1t_•d u~:nl; dit1t.•rent phenujs 1 re.::;or
,·i:>.qi. t-lh .. ·tu.11. :Lnci L.!"uaia.._'ui '. 1'!: .. ·c.o!~ \"'·it:·re U::-L·d instt..•ad 
r1f l'.Al!'..; to a-.·.)j(j tht..· ;.ist_• •>f orl:!.:tnic ·.::r1h·(·nt in :.he 
:-<·;st.•'nl T¡1b;,. 3 -:1•lW.:- :l!•_. c.ii::-su<.:1:1tiun i.:ur.stants fur 
tht_• thrt_'C diffl'r•_·:-.t phenoi.--. Che:au:a.1 n~od1tic:atiun of 
!:.-•rn1J...:;Jobin ¡ncr(•a;:,;l.'d th~-~ :;ub..;tr.::itt.• ,1ifin:t_v. as :-'hO\_....n 
by a ch:..:rl.'.::is1._• •Jft.!;•· di:-. . ..;nc:a~ion cnnstant. The r:-todified 
~~n-1ol!i•)b1n b1n.d.:-= tht..• :-:::uostr:ltt..• !rtore ~ik!htlv JS the 
.-.;uh::>trat.e hydrophnbicity increa:-:. .. s •Tabl~ 3 ·. i"hu:s. the 
.lctivit:,. irh:rt-:1:-~..' ... :•Juld b•.• .1ttnbuted to tht.• hydropho
b1cLty !ncn·ase ot' :h1' acti·,.t· ..;¡tl.' .::iflt.•r C:-H·rnical muditi.
cat:on. 

In conc:!u,:-;jpn, h·~:nm;h,b1n ¡:-; ab'.t_· tn oxidi.-:c severa! 
P.-\H.-. :ncludi:::~ phenJ.r.tht:-1•ne. 3c1•n,1phth~n·~ and the 
\.-\'t..•ll·i-tno""'·n .:a:-ctr.<•.-:::t..'ntc :.,.:n.~o<c 1pyn_·n•:. Tht• chemical 
rnoditlc:nior. <Hl hoth. prot•·i:-i s:..irf.ict> .:.ind ,..ite activc
p•lCkt·t :rnprnvt:..:, :-;1~111kantly :ht• ..::italytic ~1ctiv1t.y and 
--.t.:.1bd1t·,: or" hcni.ot;Lnb1n. 01,-.;.nc:.auon cun~ta.nts for ar
nn1.:lt1c :'-Ub!-'tr~t._•s -lr·~ :-~·Guct'n bv the l.·ht_•:-nH:ai rnuditi
c;1t:on. ~u(!gt·~t1n~ .:-in 1ncr1..>.1s•_• •>f· :he ::ic:ive ,.;.1te hvdro
pnobic1ty r.h~lt - t_•!'"lhancL'S the forn1.1tion of- i:.he 
.::;ubstrat•."-prot~1n compl~_'X:. D1t"!L•n:nt chen1icJ..l and .;e
nt..·tic m•)cilfication:-; on ht_'mo9rut.:1ns are in prnlf!"'t!SS in 
our laboratory ., ... ·1th :he a.1n1 to product? an attractiv(.• 
bioc:.it.a.lyst. for »nvir1)nn1cnt..ii ¡:>urptJsc.s. 
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