Capitulo 12.

Fotdlisis de 6-carboxipterina y pterina.

Tanto en el capitulo 10 como en el capitulo 11 se mostraron resultados que sugieren
que la 6-carboxipterina también se degrada fotoquimicamente, aunque es menos fotosensible
que el acido fdlico y la 6-formilpterina. En este capitulo se presentan los resultados de los
experimentos realizados irradiando soluciones ligeramente &cidas de 6-carboxipterina en
presencia y en ausencia de O,. Al igual que en las fotdlisis explicadas en los capitulos
anteriores, esta diferencia en las condiciones experimentales conduce a resultados distintos.
Asimismo se llevaron a cabo experimentos tendientes a identificar a los productos de reaccion
y se calcularon los correspondientes rendimientos cuanticos. Sobre el final del capitulo se

exponen los resultados obtenidos en experimentos realizados sobre soluciones de pterina.

12.1. Fotolisis de 6-carboxipterina en presencia de O..

Cuando se irradia una solucién acuosa de 6-carboxipterina con pH en el rango
comprendido entre 4 y 7, se observan profundos cambios en su espectro de absorcion. En la
figura 12.1a se muestran estos cambios, en la figura 12.1b se observan los correspondientes
espectros diferencia.

Se realizaron experimentos similares al mostrado en la figura 12.1 en los cuales se fue
variando el pH en el rango comprendido ente 4 y 7. En todos los casos, los cambios
espectrales fueron similares. Por otra parte, la velocidad de estos cambios fue igual en todos
los experimentos.

Los experimentos de TLC, realizados sobre muestras de una solucion de

6-carboxipterina irradiada, permiten separar dos fracciones. Una proviene de la porcion de
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reactivo no fotolizado; la otra, presenta valores de Rf similares a los del patron de pterina para
los dos sistemas de solvente de corrida ensayados. En la figura 12.2 pueden observarse estos

resultados, los cuales sugieren fuertemente que la 6-carboxipterina se descarboxila para dar

pterina.

Absorbancia

b)

AAbsorbancia

-0.8 i i i i i i i i i
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450

A (nm)
Figura 12.1. a) Evolucion del espectro de absorcion de una solucién de 6-carboxipterina (100
uM, pH= 6,0) con el tiempo de irradiacion. Los espectros fueron tomados cada 10 min, durante
60 min y las flechas indican el sentido del cambio. Caminos dpticos de 1 cm para la irradiacion y

la observacidn. b) Espectros DE correspondientes.

Los cambios espectrales mostrados anteriormente son compatibles con la produccion
de pterina. En efecto, el espectro DEN obtenido durante la fotolisis presenta marcadas
similitudes con el espectro DTN que se obtiene a partir de los espectros de las

correspondientes soluciones patron de 6-carboxipterina y pterina. En la figura 12.3 se
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muestran comparativamente ambos espectros.

Figura 12.2. Corridas de TLC. a) Solvente de corrida: mezcla de 1-butanol, acido acético y
agua (4:1:2); b) Solvente de corrida: NH,CI 3%(p/v). Calles: 1, solucién de 6-carboxipterina (100
puM, pH= 6,0) irradiada 60 min con luz de 350 nm; 2, solucién patron de pterina (100 uM); 3,

solucidn patrén de 6-carboxipterina (100 pM).
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Figura 12.3. Comparacion de espectros diferencia normalizados. (1) Espectro DEN obtenido
luego de 60 min de fotdlisis. (2) Espectro DTN obtenido a partir de una solucion de pterina 100

MM y otra de 6-carboxipterina de la misma concentracion.
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Mediante la técnica de HPLC se logré separar y cuantificar las dos sustancias
identificadas por TLC. En la figura 12.4 pueden observarse los cromatogramas
correspondientes a ambas sustancias empleando el sistema cromatografico especificado en la
seccion 7.4 como sistema de corrida Il. Cuando se inyecta en el equipo una muestra de
solucion de 6-carboxipterina irradiada puede observarse la aparicion de un pico
correspondiente a la pterina (figura 12.4c). Si se inyectan muestras a distintos tiempos de
irradiacion es posible apreciar una disminucion gradual en el area del pico correspondiente a
la 6-carboxipterina, acompariado por un aumento en el correspondiente a la pterina. Este

efecto puede observarse en la figura 12.5.
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Figura 12.4. Cromatogramas. a) Solucién de 6-carboxipterina 200 pM. b) Solucién de pterina
200 M. c) Solucion de 6-carboxipterina 200 pM irradiada 90 min con luz UV-A de A= 350 nm.

Para los tres cromatogramas la A de anélisis fue 340 nm.
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Figura 12.5. Evolucion de las concentraciones de 6-carboxipterina y pterina, determinadas por

HPLC, durante fotdlisis de una solucién de 6-carboxipterina 700 pM y pH= 6,0.

Se obtuvieron valores de -2,4 /- 0,3 uM/min y 0,85 */- 0,02 uM/min para las
velocidades de consumo de 6-carboxipterina y de formacion de pterina, respectivamente. El
célculo del rendimiento cuéntico de formacion de pterina arrojé un valor de 1,9x10°. Sin
embargo, el rendimiento cuantico de consumo de 6-carboxipterina es superior (5,1x10%). De
estos resultados, se desprende que solo el 37 % del reactivo fotolizado se descarboxila para
formar pterina; debiendo existir, por ende, otra via de fotodescomposicion.

Esta segunda via debe dar como producto una 0 mas sustancias no detectables con las
técnicas de TLC y HPLC, utilizadas en las condiciones experimentales descriptas. Es decir,
que este producto podria ser un compuesto de naturaleza no pteridinica y, por ello, no
presentar la tipica emision de luz azul, ni tener la banda de absorcién en la zona del espectro
comprendida entre 320 y 400 nm.

Este resultado, ademas, puede justificar las diferencias en los espectros DTN y DEN
observadas en la figura 12.3. Si bien, como se mencion0, estos espectros son parecidos entre
si, presentan algunas variaciones que no pueden ser ignoradas, principalmente en la zona
comprendida entre 200 y 250 nm.

Las medidas de concentracion de O, disuelto, realizadas durante la irradiacion,

muestran un consumo significativo del O, al avanzar la fotdlisis (figura 12.6). La conversion
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de 6-carboxipterina en pterina no implica una oxidacién del reactivo, por lo cual no justifica
el consumo de O,. Sin embargo, la segunda via de descomposicion del reactivo, sugerida por
las diferencias en las velocidades de descomposicion de 6-carboxipterina y de formacion de
pterina podria justificar estos resultados. Esta segunda reaccién corresponderia, por lo tanto, a

una fotooxidacion.
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Figura 12.6. Disminucién en la concentracion de O, disuelto durante la fotélisis de una solucién

de 6-carboxipterina 200 uM (pH= 6,0).

Se realizaron medidas de pH durante la irradiacion, en las cuales pudo detectarse una
disminucion del mismo al avanzar la fotdlisis. De esta manera, en un experimento en el que se
partié de una solucion de 6-carboxipterina (200 uM), el pH descendio desde un valor inicial
de 6,43 a uno final de 6,00 luego de 120 min de exposicion a la luz. El aumento en la
concentracion de CO, disuelto como consecuencia de su produccién en la reaccion estudiada

podria justificar esta observacion.

12.2. Fotolisis de 6-carboxipterina en ausencia de O,.

Como muestra la figura 12.7, los cambios espectrales que se producen durante la

irradiacién de soluciones burbujeadas con N son parecidos a los observados en las soluciones
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aireadas, pero presentan algunas diferencias significativas. El espectro DEN de este proceso
se correlaciona mucho mejor con el espectro DTN que se obtiene de los espectros de las
soluciones patron de pterina y 6-carboxipterina (figura 12.8) que el espectro DEN obtenido en
la fotolisis en presencia de O,. Esto sugiere que, en condiciones anaerobicas, la
descarboxilacion para rendir pterina constituye la principal via de destruccion del reactivo o,

al menos, tiene una importancia relativa mayor que en condiciones aerdbicas.
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Figura 12.7. a) Evolucion del espectro de absorcién de una solucién de 6-carboxipterina (100

puM, pH=6,0) al ser irradiada en ausencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 15 miny las

flechas indican el sentido del cambio. b) Espectros DE correspondientes.

Los experimentos de TLC muestran la separacion de las mismas fracciones que se
observan en las soluciones irradiadas en presencia de O, corroborando la presencia de pterina

en las soluciones irradiadas (figura 12.9). Ademas, estos resultados confirman que la
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descarboxilacion fotoquimica de la 6-carboxipterina es independiente de la presencia de O, en

el medio.
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Figura 12.8. Comparacion de espectros diferencia normalizados. (1) Espectro DEN obtenido
luego de 110 min de fotdlisis. (2) Espectro DTN obtenido a partir de una solucién de pterina 100

MM y otra de 6-carboxipterina de la misma concentracion.

Figura 12.9. Corridas de TLC. Calle: 1, solucién de 6-carboxipterina 200 pM (pH= 6,0)
irradiada 90 min con luz de 350 nm; 2, solucion patrén de pterina 100 uM; 3, solucion patron de

6-carboxipterina 200 uM.
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Los resultados de los experimentos de HPLC muestran un comportamiento similar al
observado anteriormente. En efecto, como puede apreciarse en la figura 12.10, en las
soluciones irradiadas se observa la aparicion de un pico correspondiente a la pterina. El area
de este pico aumenta con el tiempo de irradiacion, a la vez que se observa una disminucion en

el area correspondiente al pico de la 6-carboxipterina.
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Figura 12.10. Cromatogramas. a) Solucién de 6-carboxipterina 200 pM, burbujeada con N, e

irradiada 45 min con luz UV-A de A= 350 nm. A de analisis 270 nm. b) Detalle del pico

correspondiente a pterina.

En la figura 12.11 se muestra la evolucién de la concentracion de los dos compuestos.
La velocidad de consumo de reactivo, en este caso, es menor a la determinada en los
experimentos en presencia de O,. De esta manera, el calculo del correspondiente rendimiento
cuantico arroja un valor de 3,1x10°° que es sensiblemente menor al calculado para la fotélisis
en presencia de O, (5,1x10®). Esta diferencia se debe, seguramente, a la ausencia de la via
oxidativa en la fotolisis de las soluciones burbujeadas con N,. La determinacion del
rendimiento cuantico para la formacion de pterina arrojé un valor de 2,4x107. Este valor es
comparable con el correspondiente obtenido en presencia de O, (1,9x10) indicando que la

velocidad de descarboxilacion no es afectada de manera importante por dicho gas
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Figura 12.11. Evolucién de las concentraciones de 6-carboxipterina y pterina, determinadas
por HPLC, durante fotdlisis de una solucion, burbujeada con N,, de 6-carboxipterina 700 pM y
pH=6,0.

12.3. Fotolisis de pterina.

Se realizaron fotdlisis de soluciones ligeramente &cidas de pterina. La figura 12.12
muestra los cambios espectrales observados en un experimento realizado en presencia de O,.
Notese que los tiempos de irradiacion son relativamente elevados. El espectro DEN se
mantiene invariante durante todo el experimento indicando la existencia de un unico proceso
fotoquimico. Por otra parte, este espectro no pudo correlacionarse con ninguno de los
espectros DTN obtenidos a partir de la combinacion de espectros de soluciones patron.

Las soluciones irradiadas fueron analizadas por TLC de reparto y HPLC con longitud
de onda de andlisis 340 nm. Con ninguna de las dos técnicas pudieron detectarse productos.
Esto sugiere que la descomposicion fotoquimica de la pterina genera uno o mas productos que
no absorben luz a 340 nm y que no son fluorescentes.

Los resultados de los experimentos realizados en ausencia de O, muestran que la
pterina es fotoestable en estas condiciones. En efecto, las soluciones irradiadas no muestran
cambios espectrales y no pudieron detectarse en las mismas fotoproductos empleando las

técnicas de TLC y HPLC.
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Figura 12.12. Evolucion del espectro de absorcion de una solucién de pterina (100 uM, pH= 5,6)
al ser irradiada en presencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 20 min durante 140 min

y las flechas indican el sentido del cambio. Caminos Opticos de 1 cm para la irradiacion y la

observacion.

El analisis de estos resultados sugiere que la pterina sufre una reaccion de
fotooxidacion lenta, en la cual el O, del medio participa generando productos que no poseen
las caracteristicas propiedades espectroscopicas de las pterinas, lo cual permite suponer que

los mismos han sufrido profundas modificaciones en su estructura quimica.

184



Fotolisis de 6-carboxipterina y pterina

12.4. Conclusiones.

Los resultados expuestos en este capitulo se encuentran resumidos en el esquema de la
figura 12.13. La 6-carboxipterina se degrada fotoquimicamente a través de, al menos, dos
vias. En una de ellas se transforma en pterina, siendo esta reaccion independiente de la
presencia de O, y con un rendimiento cuéntico de aproximadamente 2x10°. La otra via
involucra una fotooxidacion en la cual participa el O, disuelto en el medio y cuando éste es
eliminado la reaccién no ocurre. El rendimiento cuantico de este Gltimo proceso puede
estimarse, suponiendo que existen sélo dos vias de reaccion, a partir de la diferencia de los
correspondientes al consumo de reactivo y formacién de pterina. Este calculo arroja un valor
cercano a 3x10>. Estos rendimientos cuanticos son mucho menores que los medidos en las
fotlisis de &cido félico y 6-formilpterina (todos mayores a 10%). Este hecho explica la
acumulacion de 6-carboxipterina en dichas fotdlisis y su relativa fotoestabilidad.
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Figura 12.13. Fotolisis de 6-formilpterina y pterina.

Con respecto a la via oxidativa, ésta rinde fotoproductos que no son derivados
pterinicos. Por lo tanto, puede deducirse que esta reaccion involucra un ataque del O, al doble

anillo pterinico, lo cual no fue observado en ninguna de las reacciones estudiadas en los
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capitulos anteriores.

Los experimentos realizados sobre soluciones de pterina muestran resultados
parecidos a lo hallados para la via fotooxidativa de la 6-carboxipterina. Es decir una
fotodescomposicion lenta en la cual los productos parecen ser compuestos que no presentan el
doble anillo pterinico.

Puede generalizarse el comportamiento observado para la serie de compuestos
analizados. En primer lugar, los derivados con sustituyentes en la posicion 6 son susceptibles
a sufrir fotooxidaciones en dicho sustituyente. Por otro lado el anillo pterinico, si bien
también es oxidado fotoquimicamente, esto ocurre con rendimientos cuénticos mucho
menores. Por lo tanto debe admitirse que estos Gltimos procesos podrian estar presentes en las
fotolisis de acido folico y 6-formilpterina y no haber sido detectados debido a sus eficiencias

bajas.
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