Capitulo 11.

Fotdlisis de 6-formilpterina.

En el capitulo 10 se mostrd que en las soluciones irradiadas de acido folico esta
presente la 6-carboxipterina, pero que este compuesto no proviene directamente del reactivo y
se sugirio que es el producto de la fotdlisis secundaria de la 6-formilpterina. En este capitulo
se exponen y analizan los resultados de experimentos realizados con soluciones que contienen
Unicamente 6-formilpterina, con el fin de analizar en detalle solamente la reaccion de fotolisis
de este derivado pterinico.

Al igual que en el capitulo anterior, en las proximas secciones se mostraran los
resultados que condujeron a la identificacion de productos y a la determinacién de los
correspondientes rendimientos cuanticos. Asimismo, esta fotolisis se estudio en presencia y

ausencia de O, y se investigé la participacion del *O, en el mecanismo de la reaccion.

11.1. Fotolisis de 6-formilpterina en presencia de O,.

La figura 11.1 muestra los profundos cambios espectrales que se producen cuando una
solucion ligeramente acida de 6-formilpterina se irradia con luz UV-A. En la figura 11.1.b se
observan los espectros DE durante la fotdlisis. En los 14 minutos que durd este experimento
se observd que el punto isosbéstico de 300 nm permanecia invariante. Ademas luego de los 8
minutos, aproximadamente, el espectro de la solucién vari6 muy poco. En la figura 11.2
puede observarse la variacion de la absorbancia con el tiempo para distintas longitudes de
onda. Esto sugiere que la 6-formilpterina se transforma, en este periodo de tiempo,
cuantitativamente en un compuesto que es mucho mas estable fotoquimicamente, pero que,

sin embargo, comienza a consumirse significativamente luego de los 10 min de irradiacion.
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Figura 11.1. a) Evolucién del espectro de absorcién de una solucién de 6-formilpterina (110
UM, pH= 6,0) al ser irradiada en presencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 2 min. y
las flechas indican el sentido del cambio. Caminos épticos de 1 cm para la irradiaciéon y la

observacion. b) Espectros DE correspondientes.
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Figura 11.2. Variacion con el tiempo de irradiacion de la absorbancia a distintas A de una

solucion de 6-formilpterina (110 uM, pH=6,0).
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Fotolisis de soluciones acidas

Como puede observarse en la figura 11.3, el espectro DEN de esta reaccion se
corresponde muy bien con el espectro DTN, obtenido a partir de los espectros de la
6-formilpterina y la 6-carboxipterina. Mas aun, como se aprecia en la figura 11.4, el espectro
de la soluciédn fotolizada puede compararse directamente con el espectro de una solucion de

6-carboxipterina.
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Figura 11.3. Comparacion de espectros diferencia normalizados. (1) Espectro DEN obtenido
luego de 8 min de fotodlisis. (2) Espectro DTN obtenido a partir de soluciones que contiene

6-formilpterina 100 uM y 6-carboxipterina 100 pM.

Los experimentos de TLC (figura 11.5), revelan la presencia de dos manchas
fluorescentes en las soluciones irradiadas de 6-formilpterina, con valores de Rf que se
corresponden a los patrones de 6-formilpterina y 6-carboxipterina. Se observa que la mancha
correspondiente al reactivo disminuye significativamente en intensidad respecto a la solucion
no fotolizada. No se detectan otras manchas coloreadas y/o fluorescentes ademas de las dos
mencionadas, sugiriendo que la Unica via de descomposicién de la 6-formilpterina, en estas
condiciones, es su oxidacion a 6-carboxipterina.

El analisis por HPLC de las soluciones de 6-formilpterina irradiadas muestra que el
area del pico de este compuesto disminuye al avanzar la fotolisis. Ademas se observa el
crecimiento de un pico con tR y forma coincidente con el del patron de 6-carboxipterina. La

figura 11.6 muestra un cromatograma correspondiente a una solucion iluminada y se lo
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compara con los cromatogramas de las soluciones de los patrones.
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Figura 11.4. (1) Espectro DEN de una solucién de 6-formilpterina (100 pM, pH=5,8) irradiada

10 min. (2) Espectro normalizada de una solucion de 6-carboxipterina (100 uM, pH=5,7).

Figura 11.5. Corrida de TLC. Calles: 1, solucion patrén de 6-formilpterina 150 uM; 2, solucién
patron de 6-carboxipterina 150 uM; 3 y 4, soluciéon de 6-formilpterina 150 pyM (pH= 6,0)

irradiada con luz de 350 nm; 2 min. y 4 min., respectivamente.
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Figura 11.6. Cromatogramas de HPLC. a) Solucion de 6-carboxipterina 150 pM. b) Solucién
6-formilpterina 95 puM. c) Solucién de 6-formilpterina 150 uM irradiada 0,5 min. Para los tres

cromatogramas la A de andlisis fue 340 nm.

Mediante las correspondientes curvas de calibracién se obtuvieron los perfiles de
concentracion de ambos compuestos durante la fotdlisis. La figura 11.7 muestra la evolucion
de dichas concentraciones, observandose un comportamiento lineal para el intervalo de
tiempo analizado. Se obtuvieron las siguientes velocidades en este experimento: -14,5 */-0,7
uM/min para la descomposicion del reactivo y 13,8 */- 0,3 uM/min para la formacion de
producto. A estas velocidades le corresponden rendimientos cuanticos de 3,9x10? y 3,7x107,
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respectivamente. Puede apreciarse que estos valores son lo suficientemente parecidos entre si
como para aceptar que la Unica via cuantitativamente importante de descomposicion de la

6-formilpterina es su oxidacion a 6-carboxipterina.
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Figura 11.7. Evolucién de las concentraciones de 6-formilpterina (a) y 6-carboxipterina (b),
determinadas por HPLC, durante la fotdlisis de una solucion de 6-formilpterina 95 uM y pH=
5,5.

En este caso no puede suponerse absorcion total de luz por parte de la 6-formilpterina,
ya que la absorbancia inicial es de solo 0,89. Por este motivo, el célculo de los rendimientos

cuanticos se realizé empleando la luz absorbida inicialmente y no el total de la luz incidente.

11.2. Papel del O, en la fotdlisis de la 6-formilpterina.

La transformacion del grupo 6-formilo al grupo 6-carboxilo que ocurre en la reaccion
que se esta estudiando implica una oxidacion. Para evaluar la participacion del O, disuelto, se
dosé este gas con el correspondiente electrodo selectivo durante la fot6lisis. Como muestra la
figura 11.8, en una fotdlisis de una solucién de 6-formilpterina saturada en aire se observa una
significativa disminucion de la concentracion de O, con el tiempo de irradiacion.

Se analiz6 por HPLC la evolucion de las concentraciones de 6-formilpterina y
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6-carboxipterina en los experimentos realizados en presencia de alcohol furfurilico descriptos
en la seccion 10.3. En la fotdlisis de la figura 10.18 se partid de una mezcla aireada que
contenia acido folico (42 uM), 6-formilpterina (32 uM) y alcohol furfurilico 10 mM. Como se
detallo en la explicacion de dicho experimento la concentracion de acido félico varié muy
poco durante el mismo. Por lo tanto, puede analizarse la evolucion de la concentracion de
6-formilpterina sin tener en cuenta a aquel compuesto. La Unica alteracion que produce su
presencia es la absorcion de parte de la luz incidente, pero debido a su baja concentracion,

este efecto no es importante.

10

[O,] (p.p.m.)

3 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t (min)
Figura 11.8. Evolucion de la concentracion de O, durante la irradiacién de una solucién de

6-formilpterina (200 puM, pH=6,0).

En esta fotdlisis se observd que, a diferencia del acido félico, la 6-formilpterina se
consumia rapidamente. Ademas se generd en los primeros minutos de irradiacién una
cantidad apreciable de 6-carboxipterina que alcanza un méaximo y luego disminuye. La
evolucion de la concentracion de estos dos compuesto, durante este experimento, se muestra
en la figura 11.9.

Estos resultados indican que el O, participa en la reaccién siendo el agente oxidante,
lo cual queda evidenciado por la disminucion de su concentracion al avanzar la fotdlisis. No
obstante, no lo hace a través de su intermediario activado, el *O,. En el capitulo anterior se
demostré que la 6-formilpterina genera O, al ser irradiada en presencia de O,; sin embargo,
de acuerdo a los resultados mostrados en esta seccion el mismo no ataca a la molécula y la
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fotooxidacion que conduce al derivado carboxilico ocurre a través de otro mecanismo.
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Figura 11.9. Evolucién de las concentraciones de 6-formilpterina y 6-carboxipterina,

determinadas por HPLC. Experimento realizado en presencia de alcohol furfurilico (10 mM).

Es necesario realizar algunas observaciones acerca de los ultimos resultados
presentados. Nétese en la figura 11.9 que la suma de las concentraciones de 6-formilpterina y
6-carboxipterina no se mantiene constante sino que, por el contrario, disminuye rapidamente
al avanzar la fotdlisis. Este hecho podria indicar que el reactivo, bajo estas condiciones
experimentales, ademas de transformarse en 6-carboxipterina, se descompone por otra via; lo
cual no invalida las conclusiones expuestas mas arriba, pero sugiere que el alcohol furfurilico
estd involucrado en esta nueva via fotodegradativa. Ademéas se observa un consumo
importante de 6-carboxipterina lo cual contribuye a que la suma disminuya.

Para obtener mayor informacion en este sentido, se realizaron experimentos en los
cuales se irradiaron soluciones que contenian solamente 6-formilpterina y alcohol furfurilico
(recuérdese que el experimento anterior fue llevado a cabo sobre una mezcla que contenia
acido folico ademas de estos dos compuesto). Se tomaron los espectros a distintos tiempos de
irradiacion (figura 11.10.a) y se obtuvieron los correspondientes espectros DE y DEN.

Cuando se comparan los espectros DEN con el espectro DTN de la reaccion que rinde como
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Fotolisis de soluciones acidas

producto 6-carboxipterina, puede apreciarse que existen diferencias entre ellos (figura
11.10.b). Resulta evidente que dicha reaccion, si bien estd presente, no es la Unica que esta

ocurriendo.
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Figura 11.10. a) Evolucién del espectro de una solucion de 6-formilpterina (160 pM, pH= 6,0), y
alcohol furfurilico (10 mM) al ser irradiada en presencia de O,. Los espectros fueron tomados
cada 2 min y las flechas indican el sentido del cambio. Caminos oOpticos de 1 cm para la
irradiacion y la observacion. b) (1) Espectro DEN obtenido luego de 2 min de irradiacién. (2)

Espectro DTN obtenido a partir de soluciones que contiene 6-formilpterina 100 uM vy

6-carboxipterina 100 pM.

Debido a que las soluciones empleadas para estos experimentos son estables en la
oscuridad, puede especularse sobre la posible reaccion de la 6-formilpterina excitada con el
alcohol furfurilico o con alguno de sus productos oxidados por reaccion con el 'O,. Sin

embargo, no es objetivo de este capitulo profundizar sobre esta cuestion.
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11.3. Fotolisis de 6-formilpterina en ausencia de O,.

Cuando se irradia una solucién ligeramente acida de 6-formilpterina burbujeada con
N, se observa que la solucion, inicialmente de un color amarillo muy palido, se torna, en el
término de unos pocos minutos, color naranja-rojizo. Este efecto queda registrado en los
profundos cambios espectrales que ocurren como consecuencia de la irradiacion. Estos
resultados se muestran en la figura 11.11. Puede observarse la aparicion de una banda de
absorcidn, relativamente poco intensa y ancha, con un méaximo en 480 nm. Ninguno de los
patrones comerciales de pterinas mencionados presenta tal caracteristica espectral. Por ende,
los espectros DEN de la fotolisis no concuerdan con ninguno de los posibles espectros DTN
obtenidos a partir de soluciones patrones. No puede, en consecuencia, proponerse la identidad
de este "fotoproducto rojo" en base a comparaciones espectrofotométricas con soluciones de
patrones comerciales.

El "fotoproducto rojo” no es estable en presencia de O,. En efecto, cuando una
solucion de 6-formilpterina, irradiada durante unos minutos en condiciones anaerdbicas, es
posteriormente puesta en contacto con el aire, se observa que su espectro cambia rapidamente.
Estos cambios espectrales incluyen, como puede observarse en la figura 11.12 la desaparicion
de la banda con maximo en 480 nm. Esto implica, obviamente la pérdida del color rojo-
anaranjado de la solucion irradiada.

La figura 11.13.a muestra el espectro DEN obtenido en la reaccion que ocurre al airear
la solucion irradiada en ausencia de O,. El espectro de la figura 11.13.b es el espectro DEN
global obtenido en el proceso de irradiacion (en condiciones anaerdbicas) y posterior
aireacion. Es decir, este espectro se obtuvo restando al espectro 3 de la figura 11.11 el
espectro 1 de la misma figura y luego normalizando. En la figura 11.13.b se muestra, ademas
el espectro DTN obtenido con los patrones de 6-formilpterina y 6-carboxipterina. Notese que
son muy parecidos, sugiriendo que el producto final, luego de poner en contacto la solucién
irradiada con el O, del aire es la 6-carboxipterina.

Los experimentos de TLC muestran que, en las soluciones irradiadas en ausencia de
O, y posteriormente aireadas, aparece una mancha fluorescente con Rf coincidente con el de
la 6-carboxipterina. Estos resultados pueden apreciarse en la figura 11.14. Puede observarse
ademas que la intensidad de la mancha del reactivo disminuye con el tiempo de irradiacion y

que no se detectan otras manchas que indigquen la presencia de otros fotoproductos.
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Figura 11.11. a) Evolucién del espectro de absorcién de una solucién de 6-formilpterina (200
puM, pH=5,8) al ser irradiada en ausencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 2 min. y las
flechas indican el sentido del cambio. Caminos 6pticos de 1 y 0,2 cm para la irradiacion y la
observacion, respectivamente. b) Detalle de la zona del espectro comprendida entre 400 y 650

nm. Camino éptico= 1 cm. ¢) Espectros DE correspondientes.

Se analizaron por HPLC soluciones de 6-formilpterina irradiadas en condiciones
anaerdbicas durante periodos crecientes de tiempo y posteriormente puestas en contacto con
el aire. Se observa, en estas muestras, la aparicion de un pico correspondiente a la

6-carboxipterina, el cual aumenta su area con el tiempo de irradiacion. Simultaneamente se
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observa una disminucion del &rea del pico de la 6-formilpterina. En la figura 11.15 se muestra

un cromatograma tipico obtenido durante este experimento.
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Figura 11.12. Espectros obtenidos en un experimento de fotélisis partiendo de una solucién de
6-formilpterina (134 uM, pH=5,0) Camino éptico de 1 cm para la irradiacion y la observacion.
(1) Espectro de la solucion original no irradiada. (2) Espectro de la solucién irradiada 10
minutos en ausencia de O,. (3) Espectro de la solucion irradiada 10 minutos en ausencia de O, y

luego aireada.

En la figura 11.16 se muestra la evolucion de las concentraciones de los dos
compuestos. Se obtuvieron las siguientes velocidades en este experimento: -14 */- 1 pM/min
para la descomposicion de la 6-formilpterina y 16,8 */- 0,7 uM/min para la formacion de 6-
carboxipterina. A estas velocidades le corresponden rendimientos cuanticos de 3,5x107 y
4,2x107%, respectivamente. Estos valores indican que la Gnica via cuantitativamente importante
de descomposicion de la 6-formilpterina es su oxidacion a 6-carboxipterina. Ademéas son
comparables a los rendimientos cuanticos correspondientes a los experimentos realizados en
presencia de O,. En definitiva, realizando la irradiacién en ausencia de O, y luego aireando la
solucion, se obtiene el mismo producto y con el mismo rendimiento cuantico que en las
fotolisis realizadas en condiciones aerobicas. Esto sugiere que en ambas condiciones

experimentales la reaccion ocurre a través del mismo mecanismo: se genera un fotoproducto
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que posteriormente reacciona con el O, disuelto en el medio.
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Figura 11.13. a) Espectro DEN obtenido entre los espectros 2 y 3 de la figura 11.11. b) (1)
Espectro DEN obtenido entre los espectros 1 y 3 de la figura 11.11. (2) Espectro DTN entre una

solucion que contiene 6-formilpterina 100 uM y 6-carboxipterina 100 pM.

Figura 11.14. Corrida de TLC. Calles: 1, solucién patrén de 6-carboxipterina 150 uM; 2,
solucion patrén de 6-formilpterina 150 uM; 3y 4, solucién de 6-formilpterina 150 uM (pH= 5,5)

irradiada con luz de 350 nm; 10 min. y 30 min. respectivamente.
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Figura 11.15. Cromatogramas. Solucién de 6-formilpterina 150 pM (pH= 5,0) irradiada con luz
UV-A de A= 350 nm. A de andlisis= 340 nm.
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Figura 11.16. Evolucién de las concentraciones de 6-formilpterina (a) y 6-carboxipterina (b),
determinadas por HPLC, durante la fot6lisis de una solucion de 6-formilpterina (130 uM y pH=
5,2).

En el experimento recién descripto, se obtuvieron los espectros de absorcion de las
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soluciones irradiadas antes de ser aireadas. Luego, como se explicO, se pusieron en contacto
con el aire y fueron analizadas por HPLC, obteniéndose las concentraciones de las sustancias
involucradas en la reaccion para los distintos tiempos de irradiacion. A partir de estos datos y
el espectro de una solucién patron de 6-formilpterina se obtuvo la evolucion de los espectros
de dicha sustancia durante el experimento. Pudo, entonces, obtenerse el espectro del
“compuesto rojo” de la siguiente manera: para un tiempo de irradiacion dado, al espectro de la
solucion irradiada, pero aun no aireada, se le restd el espectro de la 6-formilpterina
(correspondiente a la concentracion a ese tiempo determinada por HPLC). Los espectros asi
determinados a distintos tiempos, se dividieron por la concentracién del “compuesto rojo” que
es igual a la concentracion determinada por HPLC para la 6-carboxipterina, y se promediaron

obteniéndose el espectro que se muestra en la figura 11.17.
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Figura 11.17. Espectro del ""compuesto rojo™ obtenido segln se explica en el texto.

11.4. Estudio de fotolisis de flash.

Se realizaron experimentos de fotolisis de flash empleando la técnica descripta en la

seccion 8.1 sobre soluciones ligeramente &cidas de 6-formilpterina en presencia de O,.
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Variando la concentracion del reactivo y la longitud de onda de andlisis se buscaron las
condiciones experimentales Optimas. De esta manera, se emplearon soluciones de
concentracion comprendidas entre 25 y 100 uM y longitudes de onda comprendidas entre 390
y 550 nm. A longitudes de onda superiores no se observan cambios espectrales. Por otro lado,
los altos coeficientes de extincion molar de la 6-formilpterina, junto con el relativamente bajo
rendimiento cuantico de los procesos observados, evitaron que se pudieran apreciar sefiales
por debajo del mencionado rango espectral.

Las trazas obtenidas son compatibles con la formacion de un intermediario que
absorbe mas luz que la 6-formilpterina a longitudes de onda superiores a 420 nm y que se
genera, mayoritariamente, dentro del periodo de tiempo que dura el flash de luz. Este
intermediario se transforma, posteriormente, en un producto estable. La cinética de esta Ultima
reaccion puede ser analizada debido a que la misma ocurre en el rango de los milisegundos.
Se encontrd que la amplitud de las sefiales es maxima a 480 nm; en la figura 11.18 se observa

una sefial obtenida a dicha longitud de onda.
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Figura 11.18. Experimento de fotoélisis de flash realizado sobre una solucion de 6-formilpterina

(50 uM, pH=5,9), en presencia de O,.
Se encontrd que el proceso observado se ajusta a una cinética de primer orden y que la

constante cinéetica aparente obtenida a partir de las distintas sefiales es independiente de la

longitud de onda. En la figura 11.19 se muestra una de las sefiales estudiadas. El analisis de
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quince sefiales obtenidas en el rango de longitudes de onda comprendido entre 470 y 490 nm,

arrojo un valor de 0,95 + 0,09 mseg™ para la constante cinética aparente (Kap).

e3

T T T T T
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Figura 11.19. Regresion lineal sobre una gréfica en escala logaritmica que muestra el

comportamiento cinético de primer orden del proceso analizado.

Como fue demostrado anteriormente, el compuesto rojo es estable en ausencia de O,
lo cual implica que, en estas condiciones, el valor de kap es 0. Puede suponerse que la
ecuacion de velocidad de la reaccion entre el mencionado intermediario y el O, es la
siguiente:

-d[CR])/dt =k . [CR] . [O.]
donde CR es el compuesto rojo y k es la constante de velocidad bimolecular de la reaccion.

Por lo tanto, la constante kap obtenida puede escribirse como:
kap =k . [O2]

Los experimentos de fotdlisis de flash fueron realizados con soluciones saturadas en
aire y la concentracién en agua del O, en estas condiciones es 2,5x10™* M. Con este valor y el
obtenido experimentalmente para kap puede determinarse k. Este calculo arroja un valor de
3,8x10° M* s,

En la figura 11.20 se muestra un espectro diferencia normalizado obtenido en esta

serie de experimentos. EI mismo fue construido a partir de la diferencia, a distintas longitudes

170



Fotolisis de 6-formilpterina

de onda, entre la absorbancia un milisegundo después del flash y la absorbancia antes del
mismo. En dicha figura se muestra también, con fines comparativos, un espectro DEN
obtenido en una fotolisis estacionaria llevada a cabo en ausencia de oxigeno, tal como se
detallo en la seccion anterior. Puede apreciarse que los puntos correspondientes a los
experimentos de fotdlisis de flash, si bien presentan una dispersién considerable, son
compatibles con el espectro DEN que se obtiene en los experimentos donde se genera el
“compuesto rojo” descripto anteriormente.

Estas consideraciones permiten proponer que el intermediario detectado con la técnica
de fotdlisis de flash es el “compuesto rojo” y que la reaccion cuya cinética se ha analizado es

la reaccion entre dicho intermediario y el O, presente en el seno de la solucién.

12 ® [ ]
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Figura 11.20. La linea corresponde a un espectro DEN obtenido luego de 6 minutos de
irradiacion en la fotolisis estacionaria descripta en la figura 11.10. Los puntos representan el

espectro DEN obtenido en los experimentos de fotdlisis de flash 1 milisegundo después del flash.

11.5. Conclusiones

La fotooxidacion de la 6-formilpterina a 6-carboxipterina ocurre a través de un
proceso que puede ser dividido en dos etapas. En la primera, la excitacion de la molécula

conduce a la formacion de un “compuesto rojo” con caracteristicas espectrales muy
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particulares. En esta etapa no participa el O,. En la segunda, el mencionado fotoproducto
reacciona con el O, disuelto en el medio para dar 6-carboxipterina como producto final. Esta
etapa no requiere luz. A diferencia de lo observado para la fotolisis del &cido folico, la especie
reactiva del oxigeno, el 'O,, no participa en el mecanismo de esta reaccion. Estas

conclusiones se encuentran resumidas en el esquema de la figura 11.21.

o) 9 o) o)
HN 2 cH h O HN N ©
| v COMPUESTO 2 |
)\\ X ROJO )\\ N
HN" N7 °N N

6-formilpterina 6-carboxipterina

Figura 11.21. Fotdlisis de 6-formilpterina.

Los 6-acil-5,8-dihidropterinas son compuestos propuestos por Wolfgang Pfleiderer
como fotoproductos de la fotdlisis de ciertos derivados pterinicos (ver seccion 4.2). Estas
sustancias presentan muchas similitudes con el “compuesto rojo” detectado en los
experimentos expuestos en este capitulo. Son generados en fotolisis, en ausencia de O, de
pterinas con sustituyentes en la posicién 6, sus espectros presentan una bandas de absorcion
de baja intensidad y maximo en la zona de los 480 nm, finalmente, son inestables al aire
reaccionando para dar los correspondientes compuestos hidrogenados. De acuerdo con esto,
puede proponerse que el “compuesto rojo” es la 6-carboxi-5,8-dihidropterina cuya estructura

se detalla en la figura 11.22.
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% g—o
HN |N|
NS
H,N~ "N” °N
H

Figura 11.22. Estructura quimica de 6-carboxi-5,8-dihidropterina propuesto como el

“‘compuesto rojo”.

En los mencionados trabajos de Wolfgang Pfleiderer, si bien se reporta que las
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6-acil-5,8-dihidropterinas se oxidan rapidamente en presencia de O, no se realizd un estudio
cinético sobre estas reacciones. Es mas, no fueron encontrados en literatura reportes de

constantes de velocidad de reacciones de este tipo.

173



