Capitulo 16.
Fotolisis de 6-formilpterina.

En el capitulo 11 se expusieron los resultados del estudio de la transformacion
fotoquimica de la 6-formilpterina en 6-carboxipterina, en soluciones cidas. En el capitulo 13,
por otro lado, se menciond que durante la irradiacion de soluciones alcalinas de cido félico
se detectaba la formacion de 6-carboxipterina en una etapa posterior a la aparicién de
6-formilpterina. A la luz de todos estos resultados se decidio investigar la fotolisis de la
6-formilpterina en soluciones alcalinas. En este capitulo se mostraran los resultados de este

estudio, realizado con una estructura similar al analogo llevado a cabo en medio acido.

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

En la figura 16.1 pueden apreciarse los cambios espectrales que se generan cuando una
solucién alcalina de 6-formilpterina es irradiada con luz UV-A. Los espectros DE obtenidos
durante la fotdlisis se muestran en la figura 16.1.b, en la cual puede observarse un punto
isosbéstico en 274 nm. Si bien en estos graficos solo se observan los espectros obtenidos en
los primeros 20 minutos, la solucion fue irradiada durante 50 minutos, periodo en el cual el
mencionado punto isosbéstico se mantuvo invariante.

Mas aun, las curvas de absorbancia en funcion del tiempo de irradiacion no evidencian
una transformacion ulterior del fotoproducto. Ademas en 50 minutos las mismas no alcanzan
un maximo. Algunas de estas curvas pueden observarse en la figura 16.2. Estos resultados
sugieren que la 6-formilpterina se transforma en un producto fotoestable, o al menos, lo
suficientemente estable como para que no se detecte su fotdlisis en este experimento. Ademas,
si estos resultados se comparan con los de los experimentos analogos obtenidos en medio
acido, puede inferirse que la 6-formilpterina es mas estable fotoquimicamente en soluciones

alcalinas que en soluciones acidas.
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Figura 16.1. a) Evolucion del espectro de absorciéon de una solucién de 6-formilpterina (150
MM, pH= 11,0) al ser irradiada en presencia de O,. Los espectros fueron tomados cada 4 min y
las flechas indican el sentido del cambio. Camino dptico de 1 cm para la irradiacion y la

observacion. b) Espectros DE correspondientes.
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Figura 16.2. Variacién con el tiempo de irradiacion de la absorbancia a distintas longitudes de

onda de una solucion de 6-formilpterina (150 uM, pH=11,0).
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En estas condiciones, al igual que en medio &cido, el analisis de los cambios
espectrales sugiere la conversién de la 6-formilpterina en 6-carboxipterina. En efecto, como
muestra la figura 16.3, el espectro DEN se corresponde muy bien con el espectro DTN,
obtenido a partir de los espectros de soluciones patron de 6-formilpterina y 6-carboxipterina.
Mas aun, como puede apreciarse en la figura 16.4, el espectro de la solucion irradiada durante

50 minutos sugiere que el componente principal de la misma es la 6-carboxipterina.
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Figura 16.3. Comparacion de espectros diferencia normalizados a 280 nm. (1) Espectro DEN

(t= 10 min). (2) Espectro DTN obtenido a partir de sendas soluciones (100 uM, pH=11) de

6-formilpterina y 6-carboxipterina.

El andlisis por TLC de las soluciones irradiadas muestra la presencia de dos sustancias
fluorescentes, con valores de Rf que se corresponden a los patrones de 6-formilpterina y
6-carboxipterina. Estos resultados se muestran en la figura 16.5, en la cual puede observarse
que no se detectan otros productos fluorescentes, sugiriendo que la U(nica via de
descomposicion de la 6-formilpterina, en estas condiciones, es su oxidacion a
6-carboxipterina.

En concordancia con estos resultados, el analisis por HPLC de las soluciones alcalinas
de 6-formilpterina irradiadas muestra que el area del pico de este compuesto disminuye al
avanzar la fotdlisis, a la vez que se observa el crecimiento de un pico con tr y forma

coincidentes con las pruebas realizadas con una solucion patron de 6-carboxipterina. En la
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figura 16.6 se muestra un cromatograma correspondiente a una solucion irradiada. En él

pueden observarse los picos pertenecientes a los dos compuestos involucrados en la reaccion.
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Figura 16.4. (1) Espectro normalizado de una solucion de 6-formilpterina irradiada 50 min. (2)

Espectro normalizado de una solucion de 6-carboxipterina (100 uM, pH=5,7).

Figura 16.5. Corrida de TLC. Calles: 1, solucién de 6-carboxipterina 150 pM; 2, solucién de
6-formilpterina 200 uM; 3y 4, solucion de 6-formilpterina 150 uM (pH= 11,0) irradiada 10 y 20

min, respectivamente.
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Figura 16.6. Cromatogramas. Solucion de 6-formilpterina 150 pM (pH= 11,0) irradiada con
luz UV-A de A= 350 nm. A de analisis= 340 nm.

La figura 16.7 muestra la evolucion de dichas concentraciones, observandose un

comportamiento lineal para el intervalo de tiempo analizado.

160 35
a) b)
= 150 4 s
= o
3 2 25 -
— ©
2 140 L T
5 2
o =
= i x 15
E130 S
ke © 10
- Q
2. 120 A ©,
5,
110 0 - T T \ \
0 0 2 4 6 8 10
t (min) t (min)

Figura 16.7. Fotolisis de una solucion de 6-formilpterina 150 uM y pH= 11,0. Evolucion de las

concentraciones de 6-formilpterina (a) y 6-carboxipterina (b), determinadas por HPLC.
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Se obtuvo un valor de -3,7 */- 0,3 pM/min para la velocidad de descomposicion de 6-
formilpterina y exactamente lo mismo para la velocidad de formacién de 6-carboxipterina (3,7
*/- 0,2 uM/min). La concordancia entre estos dos datos obtenidos sugiere que la Gnica via de
descomposicion de la 6-formilpterina es su oxidacion a 6-carboxipterina.

A estas velocidades le corresponde un rendimiento cuantico de 9,0x10° que es
sensiblemente menor al obtenido en medio acido (~3,8x10?). Cabe aclarar que, en este caso,
no se supuso absorcion total de luz por parte de la 6-formilpterina, ya que la absorbancia

inicial es de 1,54. Por este motivo, el calculo de los rendimientos cuanticos se realizd

empleando la luz absorbida y no el total de la luz incidente.

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

Se midio la concentracion del O, disuelto en el medio a distintos tiempos de
irradiacion. Como puede observarse en la figura 16.8, la misma disminuye al avanzar la

fotolisis, indicando la participacion de este elemento en la reaccion.
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Figura 16.8. Evolucion de la concentracion de O, durante la irradiacién de una solucién de

6-formilpterina 150 uM (pH=11,0).

250



Fotolisis de 6-formilpterina

Se realizaron experimentos de fotolisis de 6-formilpterina en presencia de alcohol
furfurilico. Sin embargo, no pudieron extraerse de estas pruebas conclusiones sobre el papel
del *O, en el mecanismo de la reaccion estudiada debido a que, en estas condiciones, se
detectd una reaccion fotoinducida entre ambos compuestos. En efecto, si se mezclan
soluciones alcalinas de 6-formilpterina y alcohol furfurilico el espectro de la solucién
resultante, estable en la oscuridad, puede obtenerse a partir de los espectros de las soluciones
originales, teniendo en cuenta los volumenes mezclados. Esto sugiere que, en estas
condiciones, no existe ninguna reaccion térmica. Sin embargo, como muestra la figura 16.9,
cuando esta solucion mezcla es irradiada se producen profundos cambios espectrales que no

corresponden a la transformacion de 6-formilpterina en 6-carboxipterina.
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Figura 16.9. a) Evolucién del espectro de una solucién gque contiene 6-formilpterina (125 puM) y
alcohol furfurilico (10 mM) al ser irradiada (pH= 11,0). Camino optico de 1 cm para la
irradiacion y la observacion. b) Espectros DE correspondientes. Entre paréntesis figuran los

tiempos, en minutos, correspondientes a cada espectro.

Como puede apreciarse en la figura 16.9.b, los espectros DE, y por ende los espectros
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DEN, obtenidos en este experimento, son muy diferentes a los correspondientes al de la
fotooxidacion directa de la 6-formilpterina que fueron mostrados en al figuras 16.1 y 16.3.
Estos resultados implican que el alcohol furfurilico no se limita a capturar el *O, generado por
el sensibilizador, tal como lo hace en los experimentos realizados con acido folico. Por el
contrario, reacciona con la 6-formilpterina.

Los resultados obtenidos en otro experimento realizado en condiciones similares al de
la figura 16.9, pero en el que las soluciones irradiadas fueron analizadas por HPLC, revelan
que la 6-formilpterina se consume muy rapidamente en presencia de alcohol furfurilico. En
efecto, realizando una regresion lineal sobre los puntos de los primeros 4 minutos de
irradiacion se obtiene una velocidad de consumo de -25,4 pM/min, siendo este valor
sensiblemente superior (en valor absoluto) al obtenido en ausencia de alcohol furfurilico (-3,8
uM/min). Ademas, la 6-carboxipterina no es el producto principal de esta reaccion
fotoquimica. En la figura 16.10 se muestran los perfiles de concentracion obtenidos para
ambos compuestos, pudiendo apreciarse que la cantidad de 6-carboxipterina generada es

practicamente despreciable respecto a la cantidad de reactivo consumido.
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Figura 16.10. Fotolisis de una solucién de 6-formilpterina (140 uM, pH= 11,0) en presencia de

alcohol furfurilico (10 mM). Evolucion de las concentraciones de 6-formilpterina (a) y

6-carboxipterina (b), determinadas por HPLC.

Tal como fue discutido en el capitulo 11, experimentos similares realizados en medio

acido, también mostraron la existencia de un proceso fotoquimico que involucra a la
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6-formilpterina y al alcohol furfurilico. Sin embargo, en aquellas condiciones de pH se
detecto la formacion de 6-carboxipterina, demostrdndose que la transformacién de
6-formilpterina a ese fotoproducto se encuentra inhibida sélo parcialmente.

Con respecto a la nueva reaccion detectada en medio alcalino poco puede especularse
a partir de los resultados presentados. So6lo es posible establecer que los experimentos en
presencia de alcohol furfurilico no permiten definir si el 'O, participa 0 no en la reaccién
estudiada. No obstante, la evidencia presentada en la siguiente seccion muestra claramente

que en medio alcalino dicha especie activada del O, tampoco participa como intermediario.

16.3. Fotdlisis de 6-formilpterina en ausencia de O..

Anélogamente a lo observado en medio &cido, cuando se irradia una solucién alcalina
de 6-formilpterina burbujeada con N, se observa que la solucion, inicialmente de color
amarillo, se torna color naranja-rojizo. Sin embargo, este efecto se evidencia a tiempos
mayores. Puede explicarse este fendmeno siguiendo un razonamiento similar al empleado en
el capitulo 11 y, por ende, no serd repetido aqui, en detalle. La figura 16.11 muestra la
aparicion, en el espectro de la solucion irradiada, de una banda de absorcién, relativamente
poco intensa y ancha, con un maximo en, aproximadamente, 480 nm.

El compuesto responsable de la mencionada banda no es estable frente 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
16.12 la desaparicién de la banda con maximo en 480 nm.

La figura 16.13.a muestra el espectro EDN obtenido en la reaccion que ocurre al airear
la solucion irradiada en ausencia de O,. El espectro de la figura 16.13.b es el espectro EDN
global obtenido en todo el proceso de irradiacion y posterior aireacion. Es decir, este espectro
se obtuvo restando el espectro 1 al espectro 3, ambos de la figura 16.12, y luego
normalizando. En la figura 16.13.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 solucidn irradiada con el O, del aire es la

6-carboxipterina.
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Figura 16.11. a) Evolucion del espectro de absorcién de una solucién de 6-formilpterina (150

puM, pH=11,0) al ser irradiada en ausencia de O,. Los espectros fueron tomadosalos 0,4, 9, 17y

33 miny las flechas indican el sentido del cambio. Camino Optico de 1 cm para la irradiacion y la

observacion. b) Detalle de la zona del espectro comprendida entre 400 y 700 nm. ¢) Espectros

diferencia correspondientes.

Como puede apreciarse en la figura 16.14, los experimentos de TLC realizados sobre

las soluciones irradiadas en ausencia de O, y posteriormente aireadas, muestran la presencia

de una sustancia fluorescente con un Rf coincidente con el de la 6-carboxipterina. Se observa,

ademas, una disminucién en la intensidad de la mancha del reactivo con el tiempo de

irradiacion y no se detectan otras manchas que indiquen la presencia de otros fotoproductos.
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Figura 16.12. Fotdlisis de una solucion de 6-formilpterina (150 pM, pH=11,0). Camino 6ptico
de 1 cm para la irradiacion y la observacion. (1) Espectro de la solucién original no irradiada.
(2) Espectro de la solucion irradiada 33 minutos en ausencia de O,. (3) Espectro de la solucion

irradiada 33 minutos en ausencia de O, y luego aireada.
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Figura 16.13. a) Espectro EDN obtenido entre los espectros 2 y 3 de la figura 16.12. b) (1)
Espectro EDN obtenido entre los espectros 1y 3 de la figura 16.12. (2) Espectro DTN obtenido a
partir de soluciones patrones (100 uM, pH= 11) de 6-formilpterina y 6-carboxipterina.
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Figura 16.14. Corrida de TLC. Calles: 1, solucién patrén de 6-carboxipterina 200 uM; 2,
solucion patrén de 6-formilpterina 150 uM; 3, solucion de 6-formilpterina 150 uM (pH= 11,0)
irradiada, en ausencia de O, 33 min. y luego aireada.

En otra serie de experimentos se irradiaron, durante distintos periodos de tiempo,
soluciones alcalinas de 6-formilpterina burbujeadas con N,. Posteriormente estas soluciones
fueron puestas en contacto con el aire y agitadas; finalmente, fueron analizadas por HPLC. Se
observo que en los cromatogramas correspondientes a estas muestras estaba presente el pico
correspondiente a la 6-carboxipterina, el cual aumentaba su area con el tiempo de irradiacion.
Simultdneamente se observo una disminucion del area del pico de la 6-formilpterina.

En la figura 16.15 se muestra la evolucion de las concentraciones de los dos
compuestos. En este experimento se obtuvieron las siguientes velocidades: -4,7 */- 0,3
uM/min para la descomposicion de la 6-formilpterina y 3,3 */- 0,1 uM/min para la formacion
de 6-carboxipterina. A estas velocidades le corresponden rendimientos cuanticos de 1,1x107y
8,0x107, respectivamente. En este caso, tampoco se supuso absorcion total de luz por parte de
la solucion, por lo cual, el calculo de los rendimientos cuénticos se realiz6 empleando la luz
absorbida inicialmente y no el total de la luz incidente.

Estos valores, si bien bastante diferentes entre si, son comparables a los valores
obtenidos en presencia de O, (9,0x10®). Las conclusiones a las que pueden arribarse a partir
de estos resultados son similares a las conclusiones obtenidas de los experimentos realizados

en medio acido. Es decir, llevando a cabo la irradiacion en ausencia de O, y luego aireando la
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solucion, se obtiene el mismo producto y con el mismo rendimiento cuantico que si se realiza

la fotolisis directamente sobre una solucion aireada.
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Figura 16.15. Evolucion de las concentraciones de 6-formilpterina (a) y 6-carboxipterina (b),
determinadas por HPLC, durante la fotélisis de una solucién de 6-formilpterina (140 My pH=

11,0) en ausencia de O.,.

Puede ahora volver a considerarse la participacion del *O.. Si bien los experimentos
realizados con secuestrador selectivo no fueron Utiles, la participacion de esta especie reactiva
puede descartarse considerando la informacion que se acaba de presentar. En efecto, en este
capitulo se demostré que puede obtenerse el mismo producto y con el mismo rendimiento
cuantico ya sea irradiando las soluciones de 6-formilpterina directamente equilibradas con
aire o haciéndolo en condiciones anaerdbicas y luego aireando. Es evidente que por esta
segunda ruta el 'O, no puede participar debido a que en ningin momento se irradia la

solucion en presencia de O,.

16.4. Conclusiones

La 6-formilpterina, en soluciones acuosas alcalinas, sufre una oxidacion fotoinducida

similar a la observada en medio &cido. En efecto, en una primera etapa, en la cual no participa
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el O,, la excitacion de la molécula conduce a la formacion de un “compuesto rojo” que posee
caracteristicas espectrales muy particulares. En una segunda etapa, en la cual no se requiere
luz, este fotoproducto reacciona con el O, del medio formandose 6-carboxipterina que es el
producto final. Esta secuencia de reacciones estd representada en el esquema de la figura
16.16.

Debido a las caracteristicas espectrales y a su reactividad puede proponerse que el
compuesto rojo detectado en medio alcalino es el mismo que el detectado en medio &cido.
Podria tratarse pues, de acuerdo a las consideraciones planteadas en la seccion 11.4, del

derivado 6-carboxi-5,8-dihidropterina, cuya estructura fue mostrada en la figura 11.22.
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Figura 16.16. Fotdlisis de 6-formilpterina.
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