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ABSTRAeT 

Since hypericin and different dimers of f1avonoids isolated from natural sources were 
studied regard to their inhibitory effects on different retrovirus, including HIV, 
bianthraquinones and biflavonoids have been considered potential antiviral agents. Many 
bi?nthraquinones isolated from Rheum, Aloe, Rhamnus and Senna, also exhibit laxative, 
antibiotic and antitumoral activities. 
Studies using tracer techniques and specific incorporation of labeled compounds have 
suggested that monomeric anthraquinones are derived from octaketide, and in some 
cases have pre-anthraquinones precursors, namely anthracenones. There is some 
evidence that anthraquinones and anthracenones act as precursors to several dimeric 
anthraquinones, which may be formed by oxidative coupling. However, is still unclear 
whether bianthraquinones are either artifacts of isolation or true natural products. 
Oxidative phenolic coupling contributes to the biogenesis of several natural products 
including alkaloids, f1avonoids, lignins and abtibiotics (vancomycin). It is possible that this 
enzyme-mediated mechanism could be involved in the biogenesis of bianthraquinones as 
well. 

Peroxidases (EC 1.11.1.7) catalyze the oxidation of a large number of aromatic structures 
at the expenses of H20 2• These enzymes have a variety of functions, but is still unknown 
whether peroxidases participate in bianthraquinone biosynthesis. 
The aim of this work was to study the oxidative phenol coupling reaction of hydroxy-9,1 0-
anthraquinones (rhein, emodin, aloe-emodin, alizarin, quinizarin and purpurin), two 
anthracenones (alizarin-anthracenone and quinizarin-anthracenone) and the f1avonoid 
quercetin by a peroxidase purified from Senna angustifolia (SAP) and horseradish 
peroxidase (HRP). 

A peroxidase has been isolated and purified from Senna angustifolia. The enzyme was 
purified by ion-exchange chromatography on high Q and high S columns. SDS-PAGE 
electrophoresis showed that the protein has a molecular mas s of approximately 70 kDa. 
Hydroxy-anthraquinones, hidroxy-anthracenones and the f1avonoid quercetin were 
evaluated as substrate of SAP and HRP. 80th peroxidases catalyzed the oxidation of 
alizarin and purpurin anthraquinones to the corresponding 3,3'-bializarin and the new 
compound 3,3'-bipurpurin, as well as the formation of 2,2'-biquinizarin from quinizarin
anthracenone. The Kmapp and Vrnax values of alizarin and purpurin were 97 and 95 IlM, and 
1.5 and 2.1 IlM min-1 mg prorl, respectively. 
The enzyme was able to catalyze the oxidation of quercetin to the corresponding new 
biflavonoid 2',6"-biquercetin. The oxidation follows the accepted model for peroxidase 
oxidations, in wich compound I and Compound 11 appear to be the main intermediates in 
the catalytic cycle (k1 = 3.1 IlM-1s-1 and k3 = 19.2 IlM-1S-\ 

Our results suggest that HRP and the Senna angustifolia peroxidase oxidize alizarin and 
purpurin (1,2-dihydroxy anthraquinones) efficiently to produce the respective 
bianthraquinones, as well as the flavonoid quercetin. The ability of the purified peroxidase 
to synthesize a bianthraquinones from anthracenones or anthraquinones suggests that 
both ·-intermediates could be used to produce these dimers. The data suggest that 
peroxidase plays a role in the biosynthesis of bianthraquinones and bifl avonoids. 
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RESUMEN 

Diversos compuestos diméricos derivados de las antraquinonas y los flavonoides han 
demostrado tener actividades biológicas entre las que destacan su actividad antiviral y 
antitumoral. Debido a ello, estos compuestos han sido considerados como potenciales 
agentes biológicos y diversos estudios se han enfocado en su aislamiento de las fuentes 
naturales y en sus mecanismos de acción. A la fecha se desconoce la biogénesis de las 
b¡'antraquinonas y de los biflavonoides, y se menciona que en algunos casos, son 
compuestos formados durante los procesos de purificación y por lo tanto, no son 
productos naturales per se. Sin embargo, también se han encontrado evidencias de un 
acoplamiento oxidativo, posiblemente enzimático, en el cual podrían estar involucradas 
algunas enzimas como las polifenoloxidasas (lacasas) y las peroxidasas. 

En el presente trabajo se estudiaron 6 compuestos hidroxi-antraquinónicos (rheina, aloe
emodina, emodina, alizarina, quinizarina y purpurina), 2 compuestos hidroxi-antracenonas 
(alizarin-antracenona y quinizarin antracenona) y el flavonoide quercetina, como sustratos 
para las peroxidasas. 

Se aisló una enzima de Senna angustifolia. La enzima fue purificada por cromatografía de 
intercambio iónico y por electroforesis SDS/PAGE y se le determinó un peso molecular 
aproximado de 70 kDa. 
Se evaluaron 4 hidroxi-antraquinonas, 2 hidroxi-antracenonas, y el flavonoide quercetina 
como sustratos de la peroxidasa de Senna angustifolia y la peroxidasa de rábano picante 
(horseradish peroxidase; HRP). Estas peroxidasas fueron capaces de catalizar la 
oxidación de alizarina y purpurina en sus respectivos dímeros, 3,3'-bializarina yel nuevo 
compuesto 3,3' -bipurpurina, respectivamente. De la misma manera, alizarin-antracenona 
y quinizarinantracenona fueron transformadas a sus correspondientes dímeros. Se 
determinaron los valores de KMapp Y Vmax para la alizarina y la purpurina que fueron 97 y 
95 ¡.tM, Y 1.5 Y 2.1 ¡.tM.min" .mg pror', respectivamente. 

El flavonoide quercetina fue transformado por ambas peroxidasas en el dímero 
correspondiente 2',6"-biquercetina, el cual se reporta como un compuesto nuevo. La 
oxidación sigue el modelo cinético aceptado para el mecanismo de acción realizado por 
las peroxidasas, en el cual el compuesto I y el compuesto 11 son los principales 
intermediarios en el ciclo catalítico (k, = 3.1 ¡.tM"s" y k3 = 19.2 ¡.tM"s'\ 
También se probaron estos sustratos con la enzima lacas a de Coriolopsis gallica, pero no 
hubo transformación en ninguno de los casos. 

Estos resultados indican la posible participación de las peroxidasas en la biogénesis de 
las biantraquinonas, las cuales se pueden obtener de compuestos antraquinoides o 
antracenoides. La transformación del flavonoide quercetina en el correspondiente dímero 
evidencia la participación de las peroxidasas en su biogénesis. 

5 



1. INTRODUCCION 
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1.1. BIANTRAQUINONAS 

Las biantraquinonas son compuestos diméricos producto de la oxidación de los 
monómeros de antraquinonas. Los primeros compuestos biantraquinoides fueron 
identificados debido a su acción laxante en los extractos de las especies de Senna 
angustifolia y Senna acutifolia. En 1949-1950, Stoll y sus colaboradores establecieron la 
estructura de estos compuestos como dímeros de rhein antrona (C 10-C 10') y se les dio 
el nombre de senósidos.' A partir de estos estudios, se aislaron nuevos senósidos y se 
identificaron sus estructuras como aglicones diméricos de rheina, aloe-emodina y 
emodina (comp. 1-4)?,3 
En los últimos 15 años, los estudios fitoquímicos de especies de Senna sp. han llevado al 
aislamiento de otro tipo de biantraquinonas. Kitanaka y Takid04 publicaron en 1982 el 
primer aislamiento de los 5,7'-derivados diméricos de antronas y en los últimos años, 
Abegaz et al,5.6,7 ha realizado importantes estudios sobre el aislamiento y la 
caracterización de los compuestos diméricos de las antraquinonas. Dentro de estos 
estudios destaca el aislamiento de las 1,4'- biantraquinonas; las 10,7'-biantraquinonas, los 
dímeros de 1,10'-antraquinonas, los dímeros de antraquinonas con antracenonas (comp. 
5-8). La mayor parte de estos aislamientos han sido realizados en las especies del género 
Senna . 

1.1.1. PROPIEDADES BIOLOGICAS 

Los extractos de Senna acutifolia y Senna angustifolia han sido estudiados debido a las 
propiedades laxantes que se les atribuían. Dichos estudios demostraron que los efectos 
laxantes se debían a la presencia de senósidos.' Actualmente, la mayor parte de los 
productos comerciales con acción laxante contienen estos compuestos en sus 
formulaciones. Sin embargo la forma por la cual ejercen su acción laxante aún no esta 
clara y se plantean tres mecanismos que podrían estar involucrados: 1) Por sus 
propiedades hidrofílicas u osmóticas, los senósidos pueden causar retención de líquido en 
el contenido colónico, aumentando el volumen y la blandura de las heces, facilitando así 
su tránsito. 2) Los senósidos pueden actuar, en forma directa o indirecta, sobre la mucosa 
colónica para disminuir la absorción neta del agua y del NaCI. 3) Los senósidos pueden 
aumentar la motilidad intestinal produciendo una disminución de la absorción de la sal y 
del agua secundaria a la disminución del tiempo de tránsito. Sin embargo, el mecanismo 
de acción real de los senósidos aún es tema de estudio.8•

9 

Los estudios biológicos de los extractos de Senna revelan que poseen propiedades 
laxantes, analgésicas, antipiréticas, antimicrobianas, anticancerígenas, antivirales,etc. La 
presencia de las antraquinonas y sus derivados en estos extractos resultaron ser 
responsables de las actividades laxantes y al igual que los flavonoides, presentan 
actividad anticancerígena y antiviral. 

La hipericina (Fig. 1; 8), una quinona policíclica aislada de fuentes naturales, ha sido 
estudiada en los últimos años como un inhibidor de la infectividad de varios retrovirus, 
incluyendo el virus de la inmunodeficiencia humana. Estos estudios han abierto un camino 
importante para el estudio de los derivados de antraquinonas como prototipo de agentes 
antiretrovirales.'o" , 
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Figura 1. Senósidos y dimeros de antraquinonas mas comunes. 

Las biantraquinonas han mostrado actividad contra los retrovirus no humanos y también 
contra el VIH I (virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1) en los linfocitos.12 La 
biantraquinona de emodina tiene actividad antiviral contra una cepa especial de 
citomegalovirus humano (CMVH), AD_169. 13 En otros estudios realizados con extractos de 
Rheum officinale, Aloe barbadensis, Rhamnus frangula y Senna angustifolia, se demostró 
que la presencia de las biantraquinonas de aloe-emodina presentaban efectos sobre la 
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infectividad de los virus herpes simple tipo I y tipo 2, el virus varicela-zoster, virus 
pseudorabies, virus influenza. Sin embargo no hubo efecto sobre el adenovirus y el 
rhinovirus. 14 

Los mecanismos por los cuales este tipo de compuestos inactiva la infectividad de los 
virus aún no han sido esclarecidos. Sin embargo, algunos estudios demuestran que 
afectan al ciclo de replicación en al menos dos puntos: 1) En el proceso de ensamble de 
viriones intactos en las células infectadas. La microscopía electrónica ha demostrado que 
las células infectadas con virus tratadas con hipericina, producen núcleos ensamblados 
anormalmente o partículas inmaduras. Los viriones liberados no tienen actividad de 
transcriptasa inversa. 2) La hipericina (8) y sus derivados inactivan el ensamble del 
retrovirus actuando directamente sobre la transcriptasa inversa {VIH-1 RT).lS.16 Estos 
estudios se han relacionado con los efectos que producen los biflavonoides sobre los 
mismos virus, encontrando el mismo efecto sobre la transcriptasa inversa del VIH.17 

Existen evidencias de que un ADN dañado es un factor importante en la carcinogenesis. 
Por lo tanto, en teoría, el camino mas efectivo para evitarlo es reducir las mutaciones en el 
material genetico. Por ello, diferentes compuestos han sido evaluados para determinar el 
efecto inibitorio con respecto a compuestos que pueden ser mutagenicos y/o 
carcinogénicos. Diferentes extractos acuosos de Cassia tora fueron probados en el 
estudio de daño inducido de ADN por benzo[a]piranos, un hidrocarbburo policíclico 
aromático presente en el medio ambiente y comunmente observado en el humo de 
cigarros. El grado de actividad de dichos extractos fue relacionado con la presencia de 
antraquinonas, las mas comunes como el crísofanol, la emodina y la rheina, demostraron 
una significante actividad antigenotoxica en el ensayo cometa. IS

•
I
• 

Debido a estos resultados, estudios recientes de plantas que contienen antraquinonas, 
biantraquinonas y otros compuestos antraquinoides han demostrado la utilidad de 
fraccionamientos bio-dirigidos contra diferentes tipos de cancer.9.19.20 Asi mismo, nuevos 
estudios de estructura-actividad han revelado que este tipo de compuestos posee un 
importante potencial com o agentes anticanc erígenos. 21.22.23.24 
Los resultados obtenidos con los diferentes compuestos diméricos (hipericina, 
biantraquinonas y biflavonoides) que inhiben los retrovirus a través de mecanismos no 
convencionales presentan un valor potencial terapéutico que podría ser explorado en 
enfermedades como el SIDA. Sin embargo, los estudios de la actividad antiviral de las 
biantraquinonas son escasos y éstos sólo se han sido realizados con los compuestos 
obtenidos de fuentes naturales. A la fecha no se han realizados síntesis orgánicas de 
estos dímeros que permitan obtener diferentes biantraquinonas para conocer el 
mecanismo de acción contra estos virus. Esto se debe a que los métodos para 
sintetizarlas, como se analizan posteriormente, comprenden técnicas que utilizan metales 
y condiciones de reacción drásticas (altas temperaturas, etc.) que no permiten obtener un 
buen rendimiento de los dímeros. 

1.1.2. BIOGENESIS DE LAS ANTRAQUINONAS 

Al igual que otros metabolitos secundarios, las quinonas son derivados de intermediarios 
claves, principalmente acetato, shiquimato y mevalonato, por una serie de reacciones las 
cuales permiten la formación de compuestos benzenoides . 
La ruta biosintética de estos compuestos aún no es muy clara. La mayor parte de las 
antraquinonas derivadas por la vía del acetato conforman patrones tipo emodina (Fig. 2; 
10) y se considera que son sintetizados de una cadena de policétidos de 8 unidades de 
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acetato. Numerosas vanaclones de esta estructura básica resultan de la o-metilación, 
oxidaciones de la cadena lateral , la cloracióny la dimerización.25.26 

111 (1 
~~~OH 

O Me 

t 
[O] 

--
10 Emodina 

Figura 2. Formación de la emodina por medio de un policétido 

El aislamiento de algunas antracenonas (emodin antrona, principalmente) sugiere que la 
biosintesis de las antraquinonas, tiene como paso final la oxidación de estos precursores. 
La caracterización de la emodin-antrona oxigenasa ha venido a reforzar esta tesis. Esta 
enzima cataliza la fijación del oxigeno molecular en la emodin antro na (Fig. 3; 9) para dar 
la antraquinona emodina. Esta enzima fue detectada en Aspergillus terreus, asociada a la 
membrana.27 Otras enzimas como la emodin desoxigenasa,2s.29 la cual cataliza la 
reducción de la emodina en crisofanol (Fig. 3; 11) Y la emodina-O-metiltransferasa,3o la 
cual cataliza la metilación de la emodina, están involucradas en las transformaciones 
finales de las antraquinonas. 

OH O OH 

~ ~OH 
9 Emodin antrona 

OH O OH 

Emodin antrona • 
oxigenasa 

I I • ~
""" Emodin desoxigenasa 

~ ¿:; OH 

o 

m 
~OH 

O 

10 Emodina 

11 Crisofanol 

Figura 3. Enzimas involucradas en la etapa final de la biogénesis de antraquinonas 

Los estudios que fueron realizados para elucidar la biosintesis de la macrosporina (Fig. 4; 
12), un metabolito de Alternaría porrí, demostraron que, al incorporar acetatos marcados 
al medio de cultivo, éstos formaban octacétidos. Los octacétidos se condensan "cola con 
cabéza" seguidos por la pérdida de un grupo carboxilo en la unidad terminal 
correspondiente al C-a. La introducción de un grupo metilo proveniente de la metionina 
propician la formación de la altersolanona (Fig. 5; 14), una tetrahidroquinona que puede 
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ser dimerizada en la pos ición C-5 para formar los compuestos llamados alterporrioles (Fig. 
4; 13) .30.31 

Existen evidencias para la formación de los dímeros de antraquinonas a partir de 
compuestos pre-antraquinónicos .32

.
33 En la biosíntesis de los alterporrioles, los 

precursores pre-antraquinoides no fueron detectados en un análisis por HPLC. Por lo que 
se piensa que los dimeros se forman directamente a través del acoplamiento oxidativo 
entre antraqui nonas. 

o 
MeO~Me 

~OH 
OH O 

(12) Macrosporina 

MeO Me 

MeO 

OH O OH 

(13) Alterporriol 

Figura 4. Estructura química de la macrosporina y el alterporriol 

OH O OH 

-[0]-

O OH 

(14) Altersolanona 

1 
Alterporriol D Y E 

Figura 5. Biogénesis de alterporrioles 

La dihidroantracenona torosacrisona (Fig. 6; 15), un metabolito activo de Senna torosa, 
fue ~islado en 1987 del hongo Dermocybe splendida. Se elucidó la biogénesis de esta 
dihidroantracenona incorporando acetato de sodio [2_13C], acetato de sodio [1,2-13C21 y 
metionina [Me_13C]. El patrón de incorporación concuerda con la formación de 
torosacrisona a partir de un precursor octacétido que se ensambla "cabeza con cola" 
como se presenta en el siguiente esquema. 

II 



I OH 
Ror:;wMe 

// 

OH OH O 

(15) R=Me Torosacrisona 
(16) R=H Atrocrisona 

o\WMe o o o 
COSEnz 

o o o 

¡ 
I OH 

HOY90Me 

// CÜzH 

OH OH O 

Figura 6. Biogénesis de la torosacrisona y de la atrocrisona 

Se piensa que los metabolitos torosacrisona y atrocrisona (16) están implicados en la 
biosíntesis de un gran grupo de compuestos diméricos aislados de Corlinarius, 
Dermocybe y Tricholoma. El acoplamiento oxidativo entre estas dihidroantracenonas 
puede dar lugar a la formación de varios compuestos diméricos a través de 
hidroxilaciones, metilaciones, deshidrataciones (antronas) y oxidaciones (antraquinonas) . 
Estos cambios pueden estar involucrados en uno o en ambos monómeros. Sin embargo 
no se descarta que estos compuestos sean artificios formados durante su aislamiento, 
como sucede con la oxidación y subsecuente fotoacoplam iento de la hipericina.34 

De lo anterior podemos sacar algunas observaciones importantes encaminadas a la 
elucidación de la biogénesis de los compuestos diméricos de antraquinonas: 

• Los procesos de biogénesis de antraquinonas sugieren que la formación de dímeros 
puede ser a través de compuestos pre-antraquinoides, como las antracenonas. Una 
vez formados los dímeros estos son objeto de otras transformaciones. 

• Las antraquinonas pueden ser objeto de un acoplamiento oxidativo para dar los 
dímeros respectivos. 

• En hongos como Corlinarius, Dermocybe y Tricho/oma, los precursores de los dímeros 
parecen ser compuestos del tipo dehidroantracenona. Estos compuestos son 
acoplados oxidativamente .y los dímeros son objeto de otras reacciones para dar los 
dímeros de antraquinonas. 

• T()dos los precursores anteriormente mencionados presentan hidroxilos aromáticos de 
características fenólicas, que son importantes en el acoplamiento oxidativo enzimático 
o no enzimático. 
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1.1.3. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS 
ANTRAQUINOIDES 

Las quinonas son diacetonas insaturadas que, por reducción, se convierten en polifenoles 
los que fácilmente son regenerados por oxidación. Los pigmentos antraquinoides 
naturales tienen un colorido que va del amarillo pálido al negro y se conocen alrededor de 
450 estructuras. Sin embargo, aunque se encuentran ampliamente distribuidas y 
presentan una gran variación estructural, tienen poca contribución en el color de las 
plantas superiores. 
Las quinonas son coloreadas y contienen la misma base cromófora de la benzoquinona, 
la cual consiste de dos grupos carbonilos conjugados con dos dobles enlaces carbono
carbono (Fig. 7) . Para su identificación, se dividen convenientemente en cuatro grupos: 
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas y qui nonas isoprenoides (Fig. 7). 

~ 
Benzoquinona 
(Timoquinona) 

0°" :::,.. I I oP°" :::,.. lió' 

O O 

Naftoquinona Antraquinona 
(Lawsona) (Alizarina) 

CH30~ 
CH30~ (CH2CH=~-CH2 AlH 

O 

Quinonas Isoprenoides 
(Ubiquinona) 

Figura 7. Clasificación de las quinonas 

Los primeros tres grupos generalmente están hidroxilados, tienen propiedades "fenólicas" 
y se encuentran in vivo combinadas con azúcares y algunas veces en forma 
dimérica.25.26.35.36 
Las antraquinonas constituyen el grupo más numeroso de quinonas. Son frecuentes en 
las Rubiaceae, Rhamnaceae, Poligonaceae y Caesalpinaceae. Las cualidades colorantes 
y purgantes de estas familias se debe a las antraquinonas . La mayoría de ellas se 
encuentran hidroxiladas y con frecuencia en forma de glic ósidos. 37 

1.1.3.1. ANALlSIS DE LAS ANTRAQUINONAS 

La cromatografía en capa fina ha sido un método general para la detección y separación 
de las antraquinonas. Sin embargo, cuando se encuentran hidroxiladas, son muy polares 
y difíciles de separar a través de este método, ya que se requiere una mezclas complejas 
de solventes para hacerlas móviles. Debido a sus características cromóforas, no hay 
dificultad para detectarlas por medio de reacciones coloridas. 
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Las quinonas tienden a dar colores rojos o púrpuras con álcalis concentrados y con ácido 
sulfúrico, lo que se puede usar para su identificación. Para ello se realiza una 
cromatografía en papel o en capa delgada y se utiliza como agente cromogénico una 
solución metanólica al 0.5% de acetato de magnesio y se calienta a 90° durante 5 
minutos. Cuando los hidroxilos están en posición meta la coloración es anaranjada, en 
para es púrpura y en orto es violeta . 
Algunos otros agentes cromogénicos utilizados son soluciones de hidróxido de sodio al 3-
5% Y amoniaco, principalmente.35.36.38 
La presencia de antraquinonas se puede averiguar con la reacción de Bomtrager. En ella 
se hierve, unos diez minutos, un poco de material con hidróxido de potasio al 2-5%. Se 
enfría la solución, se acidula y se extrae con benceno. La capa de benceno se separa y 
se sacude con un poco de solución de hidróxido de potasio. Si la fase de benceno se 
decolora y la alcalina se pone roja, hay quinonas. Cuando hay derivados de antrona, la 
fase alcalina puede quedar amarillenta con fluorescencia verde, para que enrojezca se le 
añade un poco de peróxido de hidrógeno al 3_6%.35 

La HPLC ha sido utilizado para separar compuestos antraquinoides, tales como los 
senósidos y los dímeros de antraquinona. Sin embargo, se requiere periodos largos de 
tiempo y no existe precisión en los estudios. 38.39.40.41.42.43 Gupta et al. ha utilizado la fase 
reversa de HPLC para determinar y cuantificar senósidos de diferentes especies de 
Cassia sp. Utilizando como fase móvil metanol :agua:ácido acético:tetrahidrofurano 
(60:38:2 :2, v/v/v/v), a una velocidad de flujo de 0.8 mUmin, en una columna ¡.t-Bondapak 
C18 (300 X 3.9 mm), los picos correspondientes a los senósidos A y B (fig. 8) tuvieron 
buena resolución con tiempos de retención de 9.88 y 7.22 min respectivamente. Los 
resultados obtenidos por el método descrito son eficientes y simples para la separación y 
determinación de senósidos A y B en extractos de planta.44 

/l-D-Glu-O OH 

CIO CIO' 
Senósido A 
Senósido B 

R 
R 

R 
S 

Figura 8. Senósidos A y B 

OH 

OH 

En los estudios realizados por Reif en 1996 con preparaciones de frutos y hojas de Senna 
angustifolia y Senna acutifolia, se describe un método de HPLC el cual permite la 
determinación de 1,8- dihidroxiantraquinonas y de 17 biantr aniles. 45 
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Se han utilizado también algunos otros métodos de análisis como la cromatografía de 
gases. Para llevar a cabo el estudio de cromatografía de gases, se utilizó 
hexametildisilizano y trimetilclorosilano para derivatizar las antraquinonas. Las 
antraquinonas que no presentan hidroxilos tienen el menor tiempo de retención. En las 
dihidroxiantraquinonas, las 0.,0. presentan tiempos de retención mas cortos que las 0.,13-
dihidroxiantraquinonas.36 

1.1.3.2. ESPECTROS DE ABSORCION DE LAS QUINONAS 

La diversidad de las quinonas naturales se refleja en sus espectros de absorción en la 
región ultravioleta. Así, las benzoquinonas absorben intensamente entre 240-290 nm 
(&=12,000-2,000) con una absorción débil entre 380-400 nm. Las naftaquinonas, 
antraquinonas y homólogos muestran espectros con varias absorciones. Así las primeras 
dan señales a 240-290 nm (&= 12,000-18,000) Y a 400-500 nm (&= 500-5,000). Las 
antraquinonas absorben a 240-300 nm (&= 9,000-3,000), 300-350 nm (&= 3,000-6,000) Y 
400-500 nm (&= 2,000-9,000) . Los hidroxilos tienen fuerte efecto batocrómico. El efecto 
batocrómico inducido por la adición de álcali puede usarse como un criterio adicional de 
identificación (Tabla 1).35,36 

Tabla 1: Propiedades espectrales de diferentes antraquinonas. 

Antraquinona nm (EtOH) 
Emodina 223,254,267,290,440 
Crisofanol 225,258,279,288,432 
Physcion 226,255,267,288,440 
Aloe-emodina 225,258,279,287,430 
Rheina 230, 260, --, ----, 432 
Acido emódico 227,252,274,290,444 

1.1.3.3. ESPECTRO DE MASAS 

Es usual que en el espectro de masas de las antraquinonas se observen señales intensas 
a M-28 y M-56, correspondiente a la pérdida de una o dos moléculas de monóxido de 
carbono. 
En el caso de algunos dímeros de antraquinonas el ion molecular no se observa, sin 
embargo, además de las señales correspondientes a M-28 y M-56 (Fig. 9), se pueden 
observar señales por pérdida de agua correspondientes a M_18.35

,46 
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----,:M'-'--..=28"-... _ ~ 
M-28 ~ 

o 
Figura 9. Fragmentación típica de una antraquinona por medio de impacto electronico 

En raras ocasiones, se puede observar la adición de dos átomos de hidrógeno a iones 
moleculares. Sobre el modo de formación de tales iones, M+2, se sabe, sin embargo muy 
poco puesto que la intensidad relativa se reproduce muy mal y no depende de la presión 
de una forma característica.46

• En las quinonas, estos iones se atribuyen a reducciones 
químicas a hidroquinonas sobre superficies catalíticamente activas. 

1.2. BIFLAVONOIDES 

A partir de la identificación del virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) como el 
agente causante del SIDA, diferentes grupos, en el ámbito mundial, se han enfocado en el 
descubrimiento de nuevas drogas para la investigación de tratamientos seguros y 
efectivos contra la infección del VIH. En el curso de estas investigaciones, los 
biflavonoides han mostrado actividad anti-VIH-1 RT.17 

A los biflavonoides se les ha encontrado otros importantes efectos biológicos como 
vasodilatadores, actividad hepatoprotectiva, antitumorales y otroS.47.46 De las hipótesis de 
su formación se maneja el acoplamiento oxidativo fenólico, probablemente enzimático. En 
este proyecto se propone utilizar enzimas denominadas "politenol oxidasas· como 
responsables de la biogénesis de los biflavonoides. Asi mismo, muchos metabolítos 
secundarios presentan enlaces e-e ó e-o caracteristicos de un acoplamiento fenólíco. 
Las enzimas oxidativas, como las peroxidasas, pueden constituir una tecnología 
alternativa para la obtención de estos productos. 

1.2.1, ACTIVIDAD BIOLOGICA 

Los primeros biflavonoides, una biflavona, fue aislada en 1929 por Furukawa del Ginko 
biloba L., como un pigmento amaríllo.49 Desde entonces se han aislado aproximadamente 
100 biflavonoides. Se han descrito una variedad de actividades biológicas para estos 
compuestos, entre ellas, como causantes de vasodílatación periférica, estimulan la 
síntesis de RNA en hepatocitos de rata (la garcinikolína),47 efecto hipoglicémico, son 
citotoxicos contra cultivos celulares de carcinoma de la boca (KB), inhiben la expresión del 
gen del virus Epstein-Barr, efectos inhibitorios de la lípoperoxidación, así como actividad 
anti-espasmogénica, hepatoprotectiva, antimicrobial yantiviraI.50.51.52 

Algunos biflavonoides han sid.o evaluados por su capacidad inhibitoria del Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv y ha sido considerados como nuevos agentes antituberculosos. Estos 
compuestos han demostrado una inhibición del 85 al 97% de dicha cepa.53 

En fechas recientes se han descrito nuevos compuestos biflavonoides con actividad 
biológica importante. Un et al, ha descrito la actividad anti-HIV-1 RT de 11 biflavonoides 
aislados de Rhus succedanea y Garcinia multiflora. La importancia de ese estudio, 
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ademas de la descripción de los compuestos nuevos, radica en el estudio de la relación 
estructura-actividad de estos biflavonoides: biflavonoides contruidos de unidades de 
flavanona-flavona, por medio de enlace 13-118 fueron de debil a moderadamente activos y 
las biflavanonas compuestas de unidades de naringenina con enlace I 6-11 6 fueron 
completamente inactivas (Fig. 10). 47 

OH 

OH 

HO 

(Naringenlna I 3-11 8 luteolina) Sinaringenina I 6-11 8 

Figura 10. Estructura química de los biflavonoides 

La metilación de los grupos hidroxilo de los biflavonoides resultó en una disminución de la 
actividad. La metilación del grupo 7" -hidroxilo del compuesto GB-1 a-7"-glucósido fue 
especialmente importante para la actividad anti HIV-1 RT. 

Ito et al, aisló en 1999 54 un nuevo biflavonoide llamado pancibiflavonol de Calophyllum 
panciflorum (Fig. 11), ademas de otros seis ya conocidos. Estos biflavonoides exhiben 
una actividad inhibitoria significante contra el acetato número 13 del 12-0-
tetradecanoilforbol (TPA) inducido por el virus Epstein-Barr en la activación temprana de 
antigeno en células Rají. Es decir son una importante familia de promotores antitumorales. 

OH 

HO 

OH 

OH 

Figura 11 . Estructura química del biflavonoide pancibiflavonol 

Estos biflavonoides se han agrupado en cuatro grupos de acuerdo a la presencia o 
ausencia del doble enlace en 2" y un grupo hidroxilo en 3" en la parte baja de la 
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estructura: (a) f1avanona-f1avonol , (b) f1avanona-f1avona, (c) f1avanona-f1avanol y (d) 
f1avanona-f1avanona (Fig. 12). 

,;P 
OH 

,;P 
OH 

Ha O "'" 
I Ha O "'" 

OH 
,;P 

OH 
,;P 

"'" R, "'" R, 

R, R, 
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1 : R1=OH. R2= OH 3: R1=OH. R2=OH 

(a: 1 y2) 2 : R1=OH. R2 =H (e: 3 y4) 4: R1= OH.R2= H 

(b: 8 y 9) 8 : R1= H. R2= OH (d: 5 y6) 5: R1=H. R2= OH 

9 : R1= H. R2= H 6 : R1= H. R2= H 

Figura 12. Estructura química de: (a) f1avanona-f1avonol , (b) f1avanona-f1avona, (c) 
f1avanona-f1avanoly(d)f1avanona-f1avanona 

Los resultados obtenidos indican que los biflavonoides que presentan un enlace en C-2" 
tienen una mayor potencia ínhibitoria que aquellos que no presentan este enlace. La 
presencia de un grupo hidroxilo en C-3" resultó ser no esencial para la actividad. 
Cada vez es mayor el número de estudios que revelan la importancia de compuestos 
diméricos en actividades biológicas, como las anteriormente descritas. Sin embargo, los 
estudios de relacíón estructura-actividad se basan en los compuestos aislados. Su 
biogénesis aún permanece poco conocida, aunque se han presentado evidencias de un 
acoplamiento oxidativo fenólico, promovido por polifenol oxidasas. 

Yuh-Meei Un et al.,52 describió en 1999 que los biflavonoides, como la robustaflavona, 
amentoflavona, volkensiflavona y succedaneaflavanona demostraron una actividad 
antiviral significativa contra el virus de la influenza B. La robustaflavona y la 
amentoflavona también exhiben una actividad moderada en contra del virus de la 
influenza A , el HSV-1 y el HSV-2. 
El estudio de la relación estructura-actividad de estos compuestos puede aportar 
información importante para el desarrollo de nuevos y más potentes compuestos 
antivirales. 

1.2.2. BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES 

Los precursores directos de los f1avonoides, 4-cumaril-CoA y malonil-CoA, y las 
interrelaciones biosintéticas de las principales clases de los f1avonoides, se ilustran en la 
figura 13. 
Ambos precursores de los f1avonoides son derivados de los carbohidratos. El paso central 
de la biosíntesis, es la condensación de tres moléculas de malonil-CoA con un cumaril-
CoA disponible. . 

En las especies de Senna la enzimología de los últimos pasos en el metabolismo de las 
biantraquinonas y los biflavonoides permanece incompleta. Aunque, al igual que las 
antraquinonas, estos compuestos tienen características fenólicas que podrían involucrar 
un acopla m iento oxidativo fenólico, esto aun no ha sido dem ostrado. 
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Fig. 13. Esquema de las rutas biosintéticas de la fenilalanina y acetil-CoA. Las enzimas 
requeridas en la obtención de pre-flavonoides son marcados en números romanos y la de 

. la ruta de flavonoides en nú meros arábigos. 

Botta y colaboradores55 han descrito el aislamiento de una peroxidasa acidica (EC 
1.11.1 .7) de S. didymobotrya (Sena silvestre). Esta enzima es una glicoproteina con un pi 
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de 3.5, un peso molecular aproximado de 43 kDa por SDS/PAGE y 50 kDa por filtración 
en gel. La peroxidasa presentó una alta especificidad hacia compuestos fenólicos 
naturales como el alcohol coniferil , el guayacol, el ác. ferúlico y el cafeíco. Sin embargo, la 
enzima fue capaz de catalizar la oxidación de 4,2',4'-trihidroxichalcona (Fig. 14; 17), en la 
3,3'-biflavanona (Fig. 14; 18).56 
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Figura 14. Dimeros obtenidos de la reacción de la 4,2',4' -trihidroxichalcona con la 
peroxidasa acídica aislada de S. didymobotrya 

1.3. PEROXIDASAS y POLlFENOL OXIDASAS 
Las polifenol oxidasas están ampliamente distribuidas en el reino vegetal. Estas enzimas 
son conocidas por catalizar la oxidación en los fe no les y se dividen en dos clases 
importantes: i) las tirosinasas (o-difenol oxidasas), ii) las lacasas (p-difenol oxidasas). 
Aunque no son propiamente politenol oxidasas, las peroxidasas son un grupo de enzimas 
oxidantes de compuestos fenólicos. Esta última dependiente del H20 2, mientras que las 
dos primeras no requieren de este compuesto.55 

1.3.1. PEROXIDASAS 

Las peroxidasas son enzimas distribuidas ampliamente entre las plantas. Se localizan 
principalmente en las vacuol.as, tonoplastos, plasmalema y dentro y fuera de la pared 
celular. Están involucradas en la regulación hormonal, en los mecanismos de defensa, en 
el control de la elongación celular, en la polimerización y la biosíntesis de lignina y en los 
proéesos de suberización.56 

Las peroxidasas de las plantas forman un grupo único de isoenzimas, aparentemente 
presentes en todas las células . Estas enzimas pueden existir bajo diferentes formas redox 
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in vitro . La posible implicación biológica de esta multiplicidad de estados no ha sido 
estudiada in vivo. Sabemos que algunas de las reacciones de las peroxidasas que han 
sido observadas in vitro, ocurren in vivo, otras son inciertas. Es el caso de la formación de 
los compuestos diméricos de antraquinonas, demostrar que la peroxidasa de la planta 
lleva a cabo la reacción de acoplamiento oxidativo fenólico con antraquinonas, nos daría 
una idea de lo que ocurre in vivo, demostrando que estos dímeros son producto de una 
ruta biogenética en donde están im plicadas las peroxidasas. 

RO R 

H,O, H,O ° ° 
~ ~ 1 ~ A ~ + ~ y CO=es;ol~+ 

HE,onz+ima~\.nativa o ,; H20~' FOe

1v 

',0'(' )L. '" ' 

~ ~ ~=aniIlOdeporfirina 
L = ligando 

2b 2a 
SH LH 

Compuesto 11 

Fig. 15. Ciclo de reacción de las peroxidasas 

Las peroxidasas contienen el grupo hemo como grupo prostético (hierrro 111 protoporfirina 
IX), aunque algunas peroxidasas tienen diferentes centros catalíticos (vide infra). Durante 
la catálisis, los hemos de las peroxidasas son oxidados por el peróxido a una especie oxo 
(hierro V) la cual se presenta predominantemente como una especie catión radical hierro 
IV oxo porfirina (Fig. 15). Esta especie es denomina compuesto 1. A cambio de un oxígeno 
molecular y de un cosubstrato, el cual transfiere 2 átomos de hidrógeno, las peroxídasas 
pueden formar directamente especies de hierro V de la enzima nativa y del peróxido de 
hidrógeno (ruta 1 en la fig. 15). El compuesto I puede ser reducido a la enzima nativa por 
varios mecanismos dependiendo del ti po de reacción. 

De acuerdo al tipo de reacción, las peroxidasas pueden dividirse en las siguientes cuatro 
categorias: 

1. Des-hidrogenación oxidativa (reacción clásica de las peroxidasas, ruta 2a y 2b en la 
fig . 15) 
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2. Halogenación oxidativa (ruta 3 en la fig. 15) 

SH + H20 2 + H+ + X· - SX + 2 H,D 

3. Reacción de catalasas (ruta 4 en la fig . 15) 

2 H,02 ----.~ 2 H20 + 0 2 

4. Reacciones de transferencias de oxígeno (ruta 3 en la fig. 15; R= substrato orgánico) 

R + H20 2 ----l .. ~ RO + H,D 

1.3.1.1. DIVERSIDAD Y CONSERVACION DE LAS PEROXIDASAS DE LAS PLANTAS 

Las plantas tienen un gran número de isoenzimas de peroxidasas, como se demuestra en 
los ensayos de actividad de las peroxidasas aisladas.57 Sus características isozímicas 
reflejan la diversidad genética, las modificaciones postransduccionales, las condiciones 
fisiológicas y los artificios de extracción. Además, esta diversidad aumenta con las 
variaciones interespecies. Con la tecnología genética en el estudio de las peroxidasas, las 
bases moleculares de la diversidad de peroxidasas esta en camino de ser elucidada. 

1.3.1.2. PURIFICACION y CARACTERIZACION DE LAS PEROXIDASAS 

Las peroxidasas están ampliamente distribuidas en las plantas,58 son responsables de la 
biosíntesis de los polímeros de la pared celular,59 de algunos mecanismos de 
defensa,60.61.62 del control de la elongación celular, de la biosíntesis de Iignina,63 entre 
otros. 
Este tipo de enzimas se ha identificado en las plantas superiores. Se distinguen dos 
principales grupos de peroxidasas, las acídicas y las básicas, con un intervalo de pi de 
entre 3.5 a 9.5 aproximadamente. 64 
No se conoce el papel preciso de las isoformas y falta información sobre la localización de 
las enzimas y sus substratos in vivo.65 

Como se espera para la biosintesis de la lignina, algunas peroxidasas se localizan 
principalmente en la pared celular. También se han descrito otras localizaciones 
subcelulares, por ejemplo en la vacuola. Morales et al, realizaron estudios sobre la 
localización de las isoenzimas de Lupinus albus (Fabaceae), Vitis vinifera (Vitaceae) , 
Capsicum annuum (Solanaceae) , Lactuca sativa (Asteraceae) y Catharanthus roseus 
(Apocynaceae), y encontraron que, en todas las plantas estudiadas, la pared celular 
contenía el grupo completo de isoenzimas de peroxidasas, incluyendo las isoenzimas 
básicas (pl>7.0) y las acídicas (pl<7.0) . En cambio en las vacuolas solamente encontraron 
un grupo de isoenzimas básicas de un pi mas alto (pl>9.2).55 
La mayor parte de los estudios sé ha realizado en plantas silvestres. En fechas recientes 
se han utilizado también cultivos de tejidos vegetales lo cual ofrece la posibilidad de 
investigar la funcion y especificidad de estas enzimas. 

En los últimos años se han publicado diversos estudios sobre el aislamiento y la 
caracterización de las peroxidasas, generalmente util izando un esquema de trabajo 
parecido. 
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Pomar et al,65 describe el aislamiento, la caracterización y las propiedades cinéticas de la 
peroxidasa acídica de Capsicum annum L. Para determinar su localización, realizó un 
fraccionamiento subcelular de los frutos de esta planta. El procedimiento de la purificación 
se resume en la siguiente tabla 2. 

Tabla 2: Purificación de la peroxidasa acídica de Capsium annum 1: 

Pasos Actividad total Proteina total (mg) Actividad Rendimiento 
(unidades) específica 

(u/mgl 
Extracto crudo 227 111 2.04 100 
(NH4)2S04 193 42 4.53 85.0 
Sephadex G-100 83.5 7.4 11 .3 36.7 
Q-Sepharosa 25.4 0.21 123 11 .2 
Superosa 12 PC 2.8 0.005 608 1.2 
3.2/3.0 

Como se observa en la tabla anterior, el paso importante en la purificación de la enzima, 
se realizó con la elución cromatográfica con Q-sepharosa. 

1.3.3. ENSAYOS ENZIMATICOS 

Durante el proceso de purificación, la actividad de la enzima se mide a través de la 
oxidación del guayacol por su absorbancia a 470 nm . 
Una unidad se define como la cantidad de enzima que cataliza la oxidación de 1 fimol de 
guayacol por minuto por mililitro de la preparación enzimática a 470 nm (E470 = 26.6 mM' 
'.cm-'). 
La actividad de la enzima se puede derterminar por la disminución en la máximos de 
absorción del ácido ascorbico (290 nm), del NADH (340 nm), del alcohol coniferil (262 
nm), del ácido ferúlico y de la vainillina (310 nm) y del ácido cafeíco y cumárico (285 nm). 
Todos los substratos deben tener una concentración final de 0.3 nM . 

1.3.3.1. ANALlSIS CINETICO 

De acuerdo al análisis cinético de las peroxidasas, se ha aceptado el siguiente 
mecanismo de reacción:66.67.68 

P + H202 

k 1 .. Co I + H 20 (1 ) 

Col+AH 
k2 

Co II+A (2) .. 

Co 11 +AH · 
k3 

P + A + H202 (3) .. 
P = Peroxidasa, CA I = Compuesto 1, CA 11 = Compuesto 11 , AH = Sustrato reducido, A' = Radical del sustrato. 
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Condiciones de equilibrio: 

d [P ]/dt=k3 [ColI][AH] - k1 [P ][ H20 2] = O 

d [Col]/dt=k1 [P ][ H20 2 ] - k2 [Col][AH] = O 

d [ColI]/dt=k2 [Col][AH] - k3 [ColI][AH] = O 

Balance de Masas: 

(4) 

(5) 

(6) 

[E]o = [P] + [Col] + [ColI] (7) 

[E]o = {(k3[AH]/k1 [HP2]) + kik2) + 1 }[ColI] (8) 

Expresión de la velocidad Inicial: 

-d[AH]/dt = k2[Col][AH] + k3[ColI][AH] (9) 

1.3.2. LACASAS 

Las lacasas (polifenol oxidasa. Ec. 1.10.3.2.) son enzimas que contienen cobre en su 
estructura el cual cataliza la oxidación de una gran variedad de compuestos orgánicos 
acoplados a la reducción molecular del oxígeno en agua. Estas enzimas están 
ampliamente distribuidas en las plantas superiores y en los hongos. En tejidos leñosos las 
lacasas estan relacionadas con la síntesis de lignina, mientras que en los hongos se 
relacionan con la degradación de la lignina. Muchas enzimas son extracelulares, aunque 
se han encontrado lacasas intracelulares como en el caso de Glomerella. La función de la 
lacasa de los hongos esta asociada con la degradación de la lignina. Esta actividad 
degradativa esta relacionada con la habilidad de la lacasa para afectar el grado de 
polimerización del substrato. Las lacasas pueden oxidar, desmetilar, pOlimerizar o 
despolimerizar. Por ello se cuestiona que la importancia no es precisamente la oxidación 
de la lignina per se.56.69.70 

1.3.2.2. LACASAS INVOLUCRADAS EN EL PROCESO DE LlGNIFICACION 

Se supone, mas no se ha comprobado, que las lacasas en las plantas son constitutivas. 
Sin embargo, nunca se han seguido los cambios a nivel enzimático durante el desarrollo. 
Cuando las lacasas se relacionan con los procesos de lignificación, se han localizado 
cerca de la pared celular de las células lignificantes. La lignina se forma vía la 
polimerización oxidativa de los monolignoles dentro de la matriz de la pared celular. Las 
peroxidasas, las cuales son más abundantes dentro de la pared celular, son las 
principales catalizadoras de esta reacción . Sin embargo, las evidencias recientes indican 
que las lacas as secretadas en las paredes secundarias de los tejidos vasculares son 
capaces de polimerizar monolignoles en presencia del oxígeno.71 La posibilidad de que 
las lacasas estén involucradas en los procesos de lignificación fue propuesta desde 1958 
por Freudenberg. Recientes estudios hechos por Ste~iades et al demostraron que la 
lacasa de Acer pseudoplanfanus es capaz de poi imerizar monolignoles en ausencia de las 
peroxidasas. Este grupo sugiere, sin embargo, que las lacasas están involucradas solo en 
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los procesos iniciales de la lignificación , mientras que las peroxidasas están involucradas 
en los posteriores.72

•
73 

Debido a que la lignina es uno de los polímeros fenólicos más recalcitrantes en la tierra, 
las enzimas ligninolíticas se util izan en los procesos de limpieza de los compuestos 
aromáticos que contaminan el medio ambiente. Además, en presencia de algunos 
mediadores, las lacasas son capaces de oxidar compuestos no fenólicos y algunos que 
no son substratos de estas enzimas.74 La oxidación de compuestos de lignina no fenólicos 
y de compuestos aromáticos policiclios usando el sistema mediado por lacasa, han sido 
reportados . 75.76.77 .78.79,80 

1.3.3.3. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOLlCO DE LAS LACASAS POR MEDIO DE 
MEDIADORES 

Los estudios sobre el mecanismo de reacción de las polifenol oxidasas se han enfocado 
en el enlace dinuclear del cobre, el cual está presente en las proteínas con cobre "Tipo 111" 
a las que pertenecen las lacasas, Estas proteínas están caracterizadas por poseer dos 
iones de cobre antiferromagneticamente acoplados cerca del sitio activo, capaces de 
enlazar una molecula de oxígeno para formar un complejo di-oxígeno-di-cobre 11, como se 
muestra en el siguiente esquema.81 ,82,83 

~2 

~ o o 

Figura 16. Mecanismo de reacción de las lacasas, 

El mecanismo de reacción de las lacasas involucra la extracción de un protón (H) para 
formar el respectivo radical fenoxi el cual puede sufrir una oxidación enzimática para dar 
estructuras tipo quinona o participar en reacciones no enzimáticas como la deshidratación 
y/o la pOlimerización,84,85,86 

Reportes recientes han demostrado el uso eficiente de algunos compuestos que pueden 
"mediar" la oxidación de compuestos no-fenólicos y de los compuestos que no son 
substratos propios de las lacasas.74,87,88 Algunos estudios reportan la concordancia de 
estos compuestos con la actividad catalítica de algunos metabolitos secundarios 
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presentes en plantas, bajo condiciones similares.89
•
9o El papel de estos mediadores en la 

reacción catalítica de las peroxidasas se muestran en la figura 17. 

Un mediador es una pequeña molécula que actúa como un "iniciador electrónico": una vez 
que es oxidado por la enzima, se difunde fuera del sitio activo e inicia el proceso de 
oxidación en otra molécula que, por su tamaño, no es accesible al sitio activo de la 
enzima. El mediador oxidado puede iniciar un mecanismo de oxidación que no se podría 
llevar a cabo en la enzima. 
Como un ejemplo, el alcohol veratrilico aparece como un mediador propio de la actividad 
de la lignino peroxidasa en el hongo Phanerochaete chrysosporium,89 mientras que el 
ácido 3-hidroxiantranílico se reporta como mediador de la actividad de lacasa en el hongo 
Pycnoporus cinnabarinus en la degradación de estructuras de lignina no-fenólicas.90 

Se han reportado diversos mediadores, siendo los mas usados el ABTS (ácido 2,2'-azino 
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico), el HAA (ácido 3-hidroxiantranílico), el HBT (1-
hidroxibenzotriazol), el DPPH (2,2' -difenil-1-picrilhidrazol). 91 

Lacasa 

Lacasa 
oxidada 

Mediador 
oxidado 

Mediador 

Substrato 

Substrato 
oxidado 

DIMEROS O POLI MEROS 

Figura 17: Mecanismo de reacción en el sistema mediado por lacasas 

La variedad en las funciones que realizan las peroxidasas y las lacasas se evidencia por 
la presencia de diversas isoenzimas. Sin embargo, se desconoce el papel que tiene cada 
una de las isoformas debido a la falta de información sobre la localización delular de las 
enzimas y la disponibilidad de sus sustratos. 

En las especies de Senna la enzimología de los últimos pasos en el metabolismo de las 
biantraquínonas y los biflavonoides permanece incompleta, a pesar de que estos 
compuestos presentan características del acoplamiento oxidativo fenól ico. 

1.4. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOLlCO 

La formación de enlaces Caromatico-Caromatico, se encuentra clasificada dentro de la síntesís 
química de las reacciones de acoplamiento oxidativo fenólico. Este tipo de reacciones 
corresponde a un grupo de" reacciones de oxidación clásicas las cuales involucran 
radicales. En estas reacciones, la transferencia de electrones de una sal metálica a un 
bis-fenol permite un acoplamiento intramolecular y un producto tipo quinona. Sin embargo, 
a pesar de que en años recientes se han realizado muchos esfuerzos por mejorar y 
desarrollar nuevos métodos sintéticos de acoplamiento oxidativo fenólico, las condiciones 
drásticas usadas en los procedímientos requieren de varías protecciones y 

26 



des protecciones de los grupos sensibles presentes en las moléculas iniciales y solo se 
obtienen rendimientos modestos de los productos deseados.92 Se presenta a continuación 
una agrupación de los métodos actuales que se han usado para las arilaciones 
aromáticas: 

1. Reacción de Ullman 93.94.95.96.97.96 

11. Reacción de Scholl 99 

111. Acoplamiento mediante radicales 100 

IV.Acoplamiento mediante benzinos 1 01 

V. Acoplamientos homoaril-litio y horno Grignard 102 

VI.Aril yoduros y diaril cupratos de litio 103.1 04 

Estas técnicas presentan varios problemas, incluyendo algunas limitaciones primarias 
para la preparación de los bifenilos simétricos (1, 11 Y V), pérdida de regioselectividad con 
respecto a ambos reactantes resultantes de la mezcla de productos isoméricos (11, 111, y 
IV), así como condiciones de reacciones severas y muy bajos rendimientos. 1

0
5 

Muchos productos, incluyendo alcaloides, flavonoides, péptidos cíclicos, antibióticos 
glicopéptidos y algunas otras moléculas complejas, presentan enlaces e-e ó e-o, 
característicos de un acoplamiento fenólico. Las enzimas oxidativas como las peroxidasas 
y las lacasas, las cuales catalizan este tipo de reacción, pueden constitutir una alternativa 
tecnológica para la obtención de estos productos, especialmente cuando los sustratos 
contienen grupos sensibles a las oxidaciones . 
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JUSTIFICACION 

La presencia de peroxidasas y/o "polifenol oxidas as" en los cultivos vegetales de Senna 
parece estar involucrada en la dimerización de algunas antraquinonas y f1avonoides. D 
El demostrar qué tipos de enzimas están involucradas en la formación de las 
biantraquinonas y los biflavonoides, nos permitirá elucidar el último paso en la ruta 
biogénetica de estos compuestos. Al demostrar la participación de enzimas en este paso 
se pordría desechar la hipótesis de que estos compuestos se forman como un artificio del 
proceso de extracción fitoquímica. 
Debido a la importancia descrita de estos dimeros como agentes antivirales, se requiere 
buscar y/o desarrollar métodos alternativos para su síntesis. 
El interés en las transformaciones oxidativas biocatalizadas ha aumentado en los últimos 
años por dos situaciones principales: la necesidad de reemplazar los métodos de 
oxidación, que utilizan sales de metales pesados por el peróxido de hidrógeno u oxígeno 
como oxidantes y la necesidad de incrementar la selectividad en las reacciones químicas 
para mejorar los rendimientos, minimizar los desechos de reacción y evitar problemas 
enantioméricos. 
Las peroxidasas constituyen una buena alternativa para lograr un proceso de 
acoplamiento oxidativo en un sistema polifenoles. Este estudio propone un método 
alternativo para este tipo de reaccíones. 
El estudiar los parámetros cínéticos de las peroxidasas involucradas en los procesos de 
acoplamiento oxidativo de las antraquinonas y los flavonoides nos ayudará también a 
tener una idea más clara de los procesos catalíticos de estas enzimas con estos 
substratos. Estos estudios permitirán que se puedan iniciar otros estudios. para el mejor 
uso de estos biocatalizadores. 
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OBJETIVO GENERAL 

Demostrar la participación de las peroxidasas en la dimerización de las 9,10-
antraquinonas para producir biantraquinonas. 

Demostrar la participación de las peroxidasas en la dimerización del f1avonoide quercetina 
para producir el dímero de quercetina. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar qué tipo de peroxidasa está involucrada en la catálisis de las biantraquinonas 
a partir de las 9,1 O-antraquinonas 

Determinar la estructura química de los compuestos que se forman en el acoplamiento 
oxidativo de las 9,1 O-antraquinonas con las peroxidasas 

Determinar la participación de las peroxidasas en la catálisis de la quercetina en dímero 
de quercetina 

Determinar la estructura química de los compuestos que se forman en el acoplamiento 
oxidativo de la quercetina con las peroxidasas 

Determinar los parámetros cinéticos de las diferentes reacciones. 

Demostrar la formación de dímeros de antraquinona en los extractos de Senna sp. 
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2. MATERIAL Y METODOS 
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2. MATERIAL Y METODOS 

AGENTES QUIMICOS: rheina (255 nm), emodina, alizarina (250 nm), quinizarina (250 
nm), 2,2' -Azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic acid (ABTS) obtenidos de Sigma. 

ENZIMAS: Manganeso peroxidasa, cloroperoxidasa, lignina peroxidasa, peroxidasa de 
r.ábano picante (horseradish peroxidase; HRP). Lacasa de Cori%psis gallicans,69 
peroxidasa de Senna angustifo/ia . 

ENSAYOS ENZIMATICOS67
.
68 

La actividad de cada una de las peroxidasas fue monitoreada en HPLC a la longitud de 
onda de cada uno de los substratos, midiendo la disminución del pico del substrato. La 
mezcla de reacción fue eluida con una mezcla de buffer de acetatos 100 mM (pH 3):THF 
(50:50 v/v) 

MANGANESO PEROXIDASA: La reacción se llevó a cabo a 2SoC en 1.5 mi de mezcla de 
reacción la cual contenía 850 IlL de solución amortiguadora de succinatos 20 mM (pH 
4.5), 100 IlL MnS04 100 mM, 50 IlL H20 2 de 1 mM, 4 IlL substrato 4 mM y 50 IlL de 
manganeso perox idasa. 

CLORO PEROXIDASA: La reacción se llevó a cabo a 2SoC en 1.0 mi de mezcla de reacción la 
cual contenía 850 IlL solución amortiguadora de acetatos 60 mM (pH 3), 100 IlL de KCI 20 
mM, 5 IlL H20 2 de 1 mM, SIlL de sustrato 4 mM y 10 IlL de cloro peroxidasa. 

LlGNINA PEROXIDASA: La reacción se llevó a cabo a 2SoC en 1.5 mi de mezcla de reacción la 
cual contenía 1 mL solución amortiguadora de succinatos 40 mM (pH 4.0), 5 IlL de H20 2 1 
mM, 10 IlL de sustrato 4 mM y lignina peroxidasa. 

HORSERADISH PEROXIDASA: La reacción se llevó acabo a 25°C en 1.3 mi de mezcla de 
reacción la cual contenía 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos 60 mM (pH 6.1), 5 
IlL de H20 2 (1 mM), 5 IlL de sustrato (Antraquinona; 4 mM) y 20 IlL de la enzima 
Horseradish peroxidasa (1/100 en solución amortiguadora de fosfatos, 7.8119 de proteina). 

LACASA: La reacción se llevó a cabo a 25°C en 1.5 mi de mezcla de reacción la cual 
contenía solución amortiguadora de acetatos 100 mM (pH 4.5), ABTS 1 mM, sustrato 4 
mM y Lacasa. 

ENSAYO CON EXTRACTO DE Senna angustifo/ia: La reacción fue realizada a 2SoC en 1.5 mi de 
mezcla de reacción la cual contenía solución amortiguadora de fosfatos 60 nM (pH 6.1), 
guayacol160 mM, H20 2 200 mM y extracto acuoso de Senna angustífolia. 

Para obtener suficiente producto para su análisis respectivo se realizó una mezcla de 
reacción de 50 mi que contenía las concentraciones de los respectivos ensayos 
enzimáticos. 

PURIFICACION DE LA PEROXIDASA DE Sennaangustifolia. 
MATERIAL: S. angustifolia fue colectada en las inmediaciones de Ciudad Universitaria 
(UNAM). Todos los pasos descritos a continuación se realizaron a 4°C. 
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PREPARACION DEL EXTRACTO DE Senna angustifolia: 500 gr. de hojas frescas de S. angustifolia 
fueron homogeneizadas en buffer de fosfatos (60mM), pH 6.1 . Se filtró el homogenado a 
través de una gasa para remover los residuos de las hojas. El extracto se centrifugó a 
10,000 rpm durante 5 mino 
Se concentró por medio de ultrafiltración (Amicon, membrana de 10,000 daltons) . 

TRATAMIENTO CON SULFATO DE AMONIO: Al sobrenadante colectado (180 mL) se le 
realizaron dos tratamientos con sulfato de amonio. Se le adicionaron 43.74 gr(40%), la 
mezcla se agito durante 20 min, se centrifugó y colectó el sobrenadante. A este se le 
adicionaron 100.98 gr de sulfato de amonio (80%), se dejo en agitación durante 20 
minutos y después la mezcla se centrifugó. 
El sobrenadante se desecho y el paquete obtenido se resuspendio en buffer de fosfatos 
para una posterior diálisis en amortiguador de fosfatos . 

COLUMNA CROMATOGRAFICA DE INTERCAMBIO IONICO: Con la solución dializada se realizó 
una separación cromatográfica de intercambio iónico en Celulosa DE52 (Whatman), 
equilibrada con buffer de fosfatos 10 mM, pH 6, Y eluida con un gradiente de NaCI de O a 
1 M. Las fracciones incoloras con mayor actividad de peroxidasa fueron colectadas y 
concentradas en ultrafiltración (Amicon). 

Las fracciones colectadas se purificaron por medio de columnas High Q (strong anionic 
interaction) and High S (strong cationic interaction). 

La pureza de la preparacion enzimática se analizó por electroforesis en SDS-PAGE, 
utilizando 8% de gel de acrilamida y una mezcla de miosina (212 000), MBP-b
galactosidasa (158 194), b-galactosidasa (116351), fosforilasa b (97184), BSA (66 409), 
glutamico deshidrogenasa (55 561), MBM2 (42 710), lactato deshidrogenasa (36 487), 
fueron utilizadas como estandares de peso molecular. 

ENSAYO DE PROTEINAS (BIO-RAD). 1) Preparar el colorante diluyendo 1 parte del 
colorante concentrado por 4 partes de agua destilada y deionizada. Filtrar con un filtro 
Whatman #1 para eliminar las partículas. 2) Preparar de tres a cinco diluciones de una 
proteina estándar, la cual es representativa de la solución de ptroteínas que serán 
probadas. El rango linear del ensayo para BSA es de 0.2 a 0.9 mg/ml, mientras que para 
IgG el rango linear es de 0.2 a 1.5 mg/ml. 3) Agregar 100 mg de cada solución estandar y 
de muestra en un tubo limpio y seco. El ensayo se debe hacer generalmente por 
triplicado. 4) Incubar a temperatura ambiente por lo menos 5 minutos. La absorbancia 
íncrementa con el tiempo; las muestras pueden ser incubadas a temperatura ambiente 
hasta por 1 hora. 6) Medir la absorbancia a 595 nm . 

PURIFICACION DE ALlZARINA Y PURPURINA. 
2 gr. de la antraquinona se purificaron en una columna cromatográfica con diclorometano. 
Las fracciones colectadas correspondientes al compuesto, fueron concentradas y 
disueltas nuevamente en el solvente. La solución de diclorometano se dejo evaporar y se 
obtuvieron cristales correspóndientes a la respectiva antraquinona (1 .5 gr, 99% de 
pureza). 
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SINTESIS DE ANTRACENONAS 106 

Reducción con ditionato de sodio de antracendionas peri-sustituidas.- A una suspensión de la 
antracendiona correspondiente (1,2.0 g, 5.76-8.96 mmol) en DMF (100 mL) yagua (100 
mL) se le agrega Na2S204 (14.0 g, 80.41 mmol). La solución se calentó lentamente a 90 
oC en un periodo de 30 minutos en N2. La mezcla se mantuvo en agitación hasta que la 
reacción fue completa (monitoreo por CCF, CH2CI2:MeOH 9:1). La mezcla se enfrió a 
temperatura ambiente y se le agrego agua (1 L), se extrajo con CH2Clz (4X100 mL). La 
fase orgánica fue lavada con agua (4X200 mL), secada con Na2S04, evaporada y 
purificada por columna cromatográfica, para dar la correspondiente antracenona (2). 

o o 

Na2S2O, .. 
DMF 

R R 

H 
R R1 2 

Alizarina OH H 
Quinizarina H OH 
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3. RESULTADOS 
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3. RESUL lADOS 

Para el presente proyecto fueron utilizados 9 compuestos fenólicos con las siguientes 
caracteristicas: 

• 6 ANTRAQUINONAS: rehina (1), quinizarina (2), alizarina (3), purpurina (4), emodina 
(5) y. aloe-emodina (6) 

OH O OH 
O OH O OH 

OH ex» #~ 
~ # ~ # 

O O 
O H O 

1 Rheina 2 Quinizarina 3 Alizarina 

O OH OH O OH OH O OH 

aXr~ "~" CxX\ ~ I 1 # 
~ # 

O OH O O OH 

4 Purpurina 5 Emodina 6 Aloe..,modina 

• 2 ANTRACENONAS: alizarin-antracenona (7) y purpurin-antracenona (8). 

~I O I " 
~ # OH 

H 

7 Alizarin-antracenona 8 Ouinizarin-antracenona 

• 1 FLAVONOIDE: quercetina (9) 

OH 

OH 

Ha 

OH 

9 Quercetina 
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los cuales fueron ensayados con las siguientes enzimas: 

• MANGANESO PEROXIDASA 
• CLOROPEROXIDASA 
• LlGNINA PEROXIDASA 
• LACASA DE Coriolopsis gallicans. 
• PEROXIDASA de rábano picante (horseradish peroxidase; HRP) 
• PEROXIDASA de Senna angustifolia . (PSA) 

Se ensayaron cada uno de los compuestos con las respectivas enzimas y la actividad de 
estas fue monitoreada en HPLC, a la longitud de onda máxima y midiendo la disminución 
del pico de cada substrato. Como mezcla eluyente se utilizó buffer de acetatos 100 mM 
(pH 3)-THF (50:50 v/v), con un flujo de 1 ml/min. 
Los resultados se observan en la Tabla 3 y 4. Lbs diferentes ensayos se realizaron por 
triplicado y para aquellos que presentaron actividad se realizaron dos veces. 

TABLA 3: Ensayos de las Antraquinonas 1-6 con las PEROXIDASAS y la LACASA. 

Rheina Quinizarina Alizarina Purpurina Emodina Aloe-emo-
(1 ) (2) (3) (4) (5) dina (6) 

Manganeso peroxidasa NR NR NR NR NR NR 
Cloroperoxidasa NR NR 40% - - NR 
HRP NR 10% 98% 97% 10% NR 
Lignina peroxidasa NR NR NR NR NR NR 
Lacasa de C. gallícans. NR NR NR NR NR NR 
Lacasa de C. gallícans + 98% 100 % 100 % 100% 100% 100% 
ABTS 
Peroxidasa de S. NR NR 90% 85% 5% NR 
anaustifolia 
NR. No hay reacción, %. porcentaje de la reacción 

TABLA 4: Ensayos de las Antracenonas 7-8 y el flavonoide Quercetina 9 con la 
peroxidasa de rábano picante (H RP) Y la peroxidasa de Senna angustifolia (PSA). 

Alizarin-antracenona Quinizarin-antracenona Quercetina 
(7) (8) (9) 

HRP 100% 80% 100 % 
Peroxidasa de S. angustifolia 100% 74% 100% 

De estos resultados se estudiaron las reacciones de cada substrato con la enzima que 
presento mayor bioconversión y que a continuación se detalla. 

3.1. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOllCO DE LAS ANTRAQUINONAS 
CON LA LACASA 

Los substratos fueron ensayados con la lacasas de Coriolopsis gallicans. Cada reacción 
fue realizada a 25°C en 1.5 mi de mezcla de reacción la cual contenía buffer de acetatos 
100 mM (pH 4.5), ABTS 1 mM, sustrato 4 mM y Lacasa. 
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TABLA 5: Ensayos de las Antraquinonas 1-6 con lacasa de e . gallicans. 

Rheina Quinizarina Alizarina Purpurina Emodina Aloe-emo-
(1) (2) (3) (4) (5) dina (6) 

Lacasa NR NR NR NR NR NR 
Lacasa + ABTS 98% 100 % 100 % 100% 100% 100% 
NR. No hay reaCCión, 

La enzima lacasa presenta reacción sólo en presencia de un mediador de radicales 
(ABTS) (Tabla 5). Bajo estas condiciones la enzima lacasa fue la que mayor actividad 
presentó con la mayoría de los substratos ensayados. Aloe-emodina, emodina, purpurina, 
quinizarina y alizarína presentan disminución del pico base en un 100 % con la enzima, 
mientras que rheina lo hizo en un 98 %. El ensayo se realizó utilizando una enzima 
concentrada a temperatura ambiente con un tiempo de reacción de aproximadamente 15 
horas y como se observa en los cromatogramas de las reacciones, presentan la formación 
de mas de un producto (Figuras 18 y 19; cromatogramas 1 y 2) . 
Los siguientes blancos fueron utilizados para la reacción de los substratos antraquinoides 
con lacasa: 1) lacasa + ABTS y 2) ABTS + substrato. En ningún ensayo se observó la 
aparición de un producto que correspondiera a los picos de productos observados en la 
reacción completa. 

Jl, 

L 
•• 

1'-~ , 
1i"¡F iI , ¡"q""b ' iij¡j'ijl " jU"Ij"¡/ji" ' ¡' '''¡-;;;-'jillij . ... ¡iI'lj l l' '1' 1i .. ,¡" 

1.0 2..0 3 4..0 5.0 8.D 1:.0 8.0 1.0 

Figura 18. eromatogramas de la reacción de la lacasa con la quinizarína (tr 6.6 min). A) 
En presencia de ABTS, tiempo cero. B) En presencia de ABTS, 15 horas de reacción . e) 

. Blanco de lacasa con ABTS. 

El estudio de los productos se realizó en 50 mL de reacción, a temperatura ambiente en 
un tiempo aproximado de 15 horas. Se realizaron ensayos con quinizarina y alizarina, en 
ambos casos se obtuvo un 100 % de reacción. Los productos obtenidos se separaron a 
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través de una HPLC. para obtener aproximadamente 8 fracciones para cada 
antraquinona. 
Sin embargo las cantidades obtenidas bajo estas condiciones fue muy reducido. 
imposibilitando el respectivo análisis de resonancia magnética nuclear para determinar la 
estructura de los compuestos obtenidos . 

• I 1.0 ' .0 3.0 'D OD 7D 0.0 

{-'-n · 
· "," " .. "L.l",,,,, .... , .. 0:; .. ", .. ,,, .. .. , .. .. , .. ,:;;; .. ,"" , .... ", ',om ''''' 

1.0 2 o 3D 40 5.0 e.o f.o e.D eA 

Figura 19. Cromatogramas de la reacción de la lacasa con la alizarina (tr 3.3 min). A) En 
presencia de ABTS. tiempo cero. B) En presencia de ABTS. 15 horas de reacción. C) 

Blanco de lacasa con ABTS. 

3.1 .1. ANALlSIS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS EN LA OXIDACION CON LA 
LACASA. 

Para determinar la naturaleza quimica de los compuestos obtenidos en la reacción de la 
lacasa con las antraquinonas alizarina y quinizarina. la mezcla de productos obtenidos en 
la extracción con AcOEt fueron separados en una columna preparativa en HPLC con una 
mezcla de elución THF:Solución reguladora de Acetatos (pH 3) (50:50 v/v). 

3.1.1.1. ALlZARINA 
Los productos se separaron por HPLC y se detectaron a 250 nm en la mezcla de reacción 
de la antraquinona alizarina C0n la lacasa y ABTS (Cromatogramas 1 y 2 de Alizarina). 

Los espectros de masas correspondientes a las fracciones 2 y 4 presentan la siguiente 
fragmentación (ver espectros de masa de Alizarina): 
Fracción 1: El miz (rel. int.): 508 [M1'. 480 [M-291'. 452 [M-CO-291'. 368. 340. 256 [M-
2551'. 
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Fracción 2: FAB+-MS miz (rel. int.): 592 [M¡+, 564 [M-29¡+, 536 [M-CO-29f, 508, 480,452, 
424, 340, 256 [M -255f . 

3.1.1.2. QUINIZARINA 
Los productos fueron detectados y separados por HPLC a 250 nm de la mezcla de 
reacción de la antraquinona al izarina con lacasa y ABTS (Cromatogramas 1 y 2 de 
q~inizarina) . 

Los espectros de masas correspondientes a las fracciones 4 y 5 presentan la siguiente 
fragmentación (ver espectros de masa de quinizarina): 

Fracción 4: El miz (rel. int.): 289 [Mf, 240 [Or. 

Fracción 5: El miz (rel. int.): 508 [Mf, 480 [M-29f, 452 [M-CO-29f, 368, 340, 256 [M-
255r· 

No se obtuvo suficiente muestra para el análisis de RMN-1H Ó 13C. 

3.2. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO DE LAS ANTRAQUINONAS CON LAS 
PEROXIDASAS 

3.2.1 . OBTENCION DE LA PEROXIDASA DE Senna angustifolia 

Para demostrar la capacidad de acoplam iento oxidativo fenólico mediado por peroxidasas, 
se purificó un extracto de la enzima peroxidasa en la especie Senna angustifolia. 

Debido a que el género Senna es uno de los mas estudiados por la obtención de dimeros 
de antraquinonas y de flavonoides, y tomando en cuanta lo accesible de la especie 
(localizada dentro de las inmediaciones de CU, UNAM), se consideró Senna angustifo/ia 
como una especie adecuada para llevar a cabo los estudios de aislamiento y la 
purificación de la peroxidasa. 

Se colectaron 500 gr de S. angustifolia que fueron macerados, homogeneizados y 
filtrados para obtener un extracto con una actividad de peroxidasa de 0.271 u/mg en 20 
mL del extracto. El tratamiento con sulfato de amonio solido (40% y 80% 
respectivamente), dejó un concentrado que fue disuelto en una solución reguladora de 
fosfatos 60 mM (pH 6.0), el cual presentó una actividad de peroxidasa de 0.116 u/mg en 
10 mL del sobrenadante En este tratamiento la mayoría de los pigmentos fueron 
separados. 

El extracto obtenido fue objeto de una separación en una columna cromatográfica de 
intercambio iónico (Celulosa DE52) y posteriormente dos separaciones cromatograficas 
con High Q Y High S (Esquema 1), obteniéndo una enzima con un peso molecular de 
aproximadamente 70 kDa (Fig. 20). 
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Hojas de S. angustifolia 

~ N/Buffer de Fosfatos 

FILTRADO ===» 20 ~L; 0.271 u/mg 

¡Centrifugar 

10000 rpm/5 min 

CONCENTRAR 

Amicon, 10,000 Daltons 

Sulfato de amonio 40% 

SOBRENADANTE ===» 1 O ~L; 0.116 u/mg 

~ 
Sultafo de amonio 80% 

~ 
DIALlSIS 

Buffer de fosfatos 

Columna de intercambio ionico 

Celulosa DE52 (Whatman) 

¡Gradiente de NaCl de O a 1 M, 
Buffer de fosfatos 10 mM, pH 6.0 

Columna High Q 

Columna High S 

PEROXIDASA 

DE S. angustifolia 

ESQUEMA 1: Purificación de la peroxidasa de Senna angustífolía 
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1 2 3 

Figura 20: SDS-PAGE (acrilamida 8%); 1: Marcadores de peso molecular. 2: peroxidasa 
de rábano picante (HRP). 3: Peroxidasa de Senna angustifo/ia. 

La enzima obtenida fue utilizada para los ensayos con los substratos antraquinoides. 

3.2.2. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOLlCO CATALlZADO CON LAS 
PEROXIDASAS. 

La reacción de oxidación, de las antraquinonas (rheina, aloe-emodina, emodina, 
purpurina, quinizarina y alizarina) a través de las peroxidasas, se hizo en 1 mi de mezcla 
de reacción a temperatura ambiente. La mezcla de reacción contenía 1 mi de buffer de 
fosfatos 60 mM, pH 6.1, 20 IlL de peroxidasa de S. angustifo/ia, 5 IlL de H20 2 200 mM y 5 
IlL de la antraquinona correspondiente. 

Debido a la baja solubilidad de algunos substratos en el medio acuoso, la reacción de 
acoplamiento oxidativo fue ensayada en con un co-solvente (acetonitrilo), los resultados 
se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6: Ensayos realizados con la peroxidasa de rábano picante (HRP) y la peroxidasa 
de S. angustifo/ia (PSA) 

Buffer ( 100%) buffer:Acetonitrilo (v/v) 
Rheina + H20 2 + HRP Insoluble (50:50) Soluble 

NR NR 
Rheina + H20 2 + PSA Insoluble (50:50) Soluble 

NR NR 
Ouinizarina + H20 2 +HRP Poco soluble (50:50) Soluble 

NR NR 
Ouinizarina + H20 2 +PSA Poco soluble (50:50) Soluble 

NR NR 
Alizarina + H20 2 + HRP Soluble (80:20) 

60% 100% 
Alizarina + H20 2 + PSA Soluble (80:20) 

40% 98% 
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Purpurina + H20 2 + HRP Soluble 
100% 

Purpurina + H20 2 + PSA Soluble 
95% 

Emodina + H20 2 + HRP Poco soluble (80:20) 
NR 15% 

Emodia + H20 2 + PSA Poco soluble (80:20) 
NR 10% 

Aloe-emodina + H20 2 +HRP Insoluble (50:50) Soluble 
NR NR 

Aloe-emodina + H20 2 +PSA Insoluble (50:50) Soluble 
NR NR 

NR: No hay reacción; HRP: Horseradish peoxidase (peroxidasas de rábano picante); PSA: Peroxidasa de S. 
angustifolia. 

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA PEROXIDASA DE RABANO PICANTE 
(Horseradish Peroxidase) 

Se ensayaron los siguientes substratos con la peroxidasa de rábano picante (HRP): 
Emodina (5), Alizarina (3) y Purpurina (4). 

3.2.2.1. EMODINA (5) 

OH O OH 

OH 

O 

5 Emodina 

Tabla 7: Reacción de la emodina (5) con la peroxidasa de rábano picante (Horseradish 
peroxidase) 
Condiciones de reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (800 IlL); acetonitrilo (200 IlL) ; 
enzima (300 IlL de una solución 1/100; 7.8 Ilg de prot.); H20 2 1 mM (5 IlL) 

Tiemoo de reacción (min)\min. 6.5 (Area del oico) % de disminución 
O 4144420 
10 3771557 8.9 
30 3649885 11.9 
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3.2.2.2. ALlZARINA (3) 

o OH 

OH 

O 

3 Alizarina 

Tabla 8: Reacción de la alizarina (3) con la HRP. 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (1000 ~L) ; enzima (300 ~L de 
una solución 1/100; 7.8 ~g de prot.); H20 2 1 mM (5 ~L) . 

Tiempo de reacción (min)\min. 3.8 (Area del pico) % de disminución 
O 2487031 
10 1595655 35.8 
30 1436056 42.2 

Tabla 9: Reacción de la alizarina (3) con la HRP. 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (800 ~L) ; acetonitrilo (200 ~L) ; 

enzima (300 ~L de una solución 1/100; 7.8 ~g de prot.); H20 2 1 mM (5 ~L). 

Tiempo de reacción (min)\min. 3.8 (Area del pico) % de disminución 
O 5510056 
10 67007 98 
30 ---- 100 

3.2.2.3. PURPURINA (4) 

o OH 

OH 

o OH 

4 Purpurina 
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Tabla 10: Reacción de la purpurina (4) con la HRP. 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (1000 ¡.tL); enzima (300 ¡.tL de 
una solución 1/100; 7.8 ¡.tg de prot.); H20 2 1 mM (5 ¡.tL) 

tiemQo de reacción (min)\min. 4.3 (Area del pico) % de disminución 
O 3364353 
10 352850 89.5 
30 ------ 100 

La antraquinona emodina (5) (Tabla 7) reacciona pobremente con la peroxidasa de 
rábano picante. Las condiciones descritas en la Tabla 7 fueron las óptimas para llevar a 
cabo la reacción observándose una disminución del pico en un 12% aproximadamente. 

La antraquinona alizarina (3) se ensayo con diferentes mezclas de buffer de fosfatos y 
acetonitrilo, observandose mejor rendimiento cuando la mezcla de reacción es de Buffer y 
acetonitrilo (800 ¡.tL Y 200 ¡.tL respectivamente). 

La catálisis de la antraquinona purpurina (4) por la peroxidasa se lleva a cabo en 
aproximadamente un 100% en buffer de fosfatos, como se observa en la Tabla 8. 

De acuerdo a los resultados observados en los cromatogramas de alizarina y purpurina 
con la peroxidasa de rábano picante (HRP) y la Peroxidasa de Senna angustifolia, ambas 
reacciones dan lugar a la aparición de los mismos picos de productos formados, por lo 
que se procedió al análisis de estos realizando la reacción a mayor escala con la enzima 
HRP. 

3.2.3. ANALlSIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE ALlZARINA (3) . 

la reacción con alizarina (3) se realizó a mayor escala (500 ml) para realizar el estudio 
de los productos de reacción. la reacción se mantuvo aproximadamente al 100% de 
reacción. Se realizó la extracción con AcOEt y se obtuvieron los correspondientes 
productos de reacción para su análisis espectroscópico. 

El cromatograma de la reacción mostró la aparición de un pico principal (2.2 min.). los 
productos obtenidos fueron objeto de una separación cromatográfica en gel de silice 
eluida con AcOEtMeOH:H20 (20:3:1) y posteriormente alúmina neutra eluida con CHCI3, 

CHCI3:MeOH (9:1) y MeOH. El producto mayoritario obtenido de las fracciones eluidas 
con CHCI3 :MeOH, reveló con KOH 5% en etanol de color amarillo y presentó un Rf de 
0.82 en cromatografía de capa fina, CHCI3:MeOH (9:1). 

1,1 ',2,2 '-tetrahidroxi[3,3'-biantracenj-9,9 " 10, 10'-tetrona o 3,3'-bializarina (9). Polvo rojo
amarillo. (Rf=0.82; CHCI3:MeOH; 9:1 v/v). vrnaxcm·1: 1670, 1618 (>C=O). 1H NMR (300 
MHz, CDCh): 15 8.29 (m, 4H), 7.9 (m, 4H), 7.77 (2H, s, H-4, H-4'). EI-MS 70 eV, miz (re!. 
int.): 480 [Mr, 452 [M-28r, 424 [M-CO-28r, 396 [M-CO-CO-28r, 240 [M-240r. (Scholl, 
1919). 
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3.2.4. ANALlSIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION CON LA PURPURINA (4). 

La reacción con purpurina se realizó a mayor escala (500 mL) para realizar el 
correspondiente estudio de los productos de reacción . La reacción presentó una 
reducción en el pico del substrato de aproximadamente el 100%. Los productos de 
reacción fueron extra idos tres veces con AcOEt. Los extractos se secaron con Na2S04 y 
se concentraron a presión reducida para realizar el análisis en una HPLC. 
El cromatograma de la reacción mostró la aparición de un pico principal (2.7 min.). Los 
productos obtenidos fueron objeto de una separación cromatográfica en gel de sílice 
eluida con AcOEtMeOH:H20 (20:3:1) y posteriormente alúmina neutra eluida con CHCI3 , 

CHCI3 :MeOH (9:1) y MeOH, para obtener un solo producto en las fracciones eluidas con 
CHCI3 :MeOH que reveló con KOH 5% en etanol de color rojo y presentó un Rf de 0.70 en 
una cromatografía de capa fina, CHC 13:MeOH (9:1). 

1,1 ',2,2 ', 4,4'-hexahidroxi[3,3'-biantracenj-9,9', 10, 10'-tetrona o 3,3'-bipurpurina (10). Polvo 
rojizo-café. (Rf=0.71; CHCh:MeOH; 9:1 v/v). vma/

t7r1 : 1673, 1623 (>C=O). 1H NMR (300 
MHz, CDCI3 ) : ¡¡ 8.14 (m, 4H), 7.68 (m, 4H). FAS+-MS miz (rel. int.): 510 [Mr, 481 [M-29r, 
452 [M-CO-29r, 386,256 [M-255r.107 

o OH 

R 

R 

9: 3,3'-bializarina OH H 
10: 3,3'-bipurpurina OH OH 
11: 2,2'-biquinizarina H OH 

Figura 21. Estructuras de las antraquinonas obtenidas. 

3.2.5. ANA LISIS DE LA REACCION DE LA HRP CON LAS ANTRACENONAS DE 
QUINIZARINA y ALlZARINA. 

Mediante el método propuesto por Prinz y col. 106, se obtuvieron las antracenonas de 
alizarina y quinizarina para llevar a cabo las reacciones de acoplam iento oxidativo fenólíco 
con -las peroxidasas de S. angustifolia y HRP: 
El método utílizado reduce selectivamente los carbonilos peri-hidroxilados, por lo que en 
el caso de la quinizarina, los hidroxilos quedan opuestos al grupo carbonilo. 
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Procedimiento general para la Reducción de la antraquinonas a antracenonas con 
ditionato de sodio en DMF-H20 . A una suspensión de antraquinona (2,3; 2.0 g, 4.76-
8.96 mmol) en DMF (100 ml) y H20 (100 ml) se le agregó Na2S204 (14.0 g, 80.41 mmol), 
y la solución se calentó lentamente hasta 90 oC en 30 min bajo N2. la mezcla se agitó 
hasta que la reacción fue completa (TlC). la mezcla se enfrio a temperatura ambiente y 
después se le agregó 1 l de H20 y se extrajo con CH2CI2 (3 X 100 ml). la fase orgánica 
se lavó con H20 (3 X 100 ml), se secó con Na2S04, se concentró y purificó por columna 
ctomatográfica para dar la respectiva antracenona (7 y 8) 

o R1 

Na2S20 4 .. 
DMF 

R R 

O OH OH 
R R1 

Alizarina (3) OH H 

Quinizarina (4) H OH 

3,4-Dihidroxi-9(10H)-antracenona 6 Alizarin-antracenona (8) . 60% de rendimiento; mp 208 
oC. Polvo amarillo. (Rf=0.79; CHCI3:MeOH; 9:1 v/v). Vmax

Cm-1: 1668 (>C=O). EI-MS 70 eV, 
miz (re!. in!.): 226 [Mr. 198 [M-COr. 170 [M-CO-28r. 106 

1,4-Dihidroxi-9(10H)-antracenona 6 Quinizarin-antracenona (7). 90% de rendimiento; mp 
190 oC. Polvo amarillo-naranja. (Rf=0.79; CHCI3:MeOH; 9:1 v/v). vma/m-1: 1675 (>C=O). 
EI-MS 70 eVo miz (re!. in!.): 226 [Mr. 198 [M-COl', 170 [M-CO-28r. 106 

El acoplamiento oxidativo fenólico de los compuestos con la peroxidasa de S. angustifolia 
y HRP fueron realizadas en buffer de fosfatos 60 mM (pH 6.1) Y en presencia de H20 2 1 
mM a temperatura ambiente por 1 hora (Tabla 6) y la reacción fue seguida por HPlC en 
una columna de fase reversa eluída con buffer de acetato 100 mM (pH 3):THF (50:50. 
v/v). 

Allzarin-antracenona (8) 

Tabla 11: Reacción de la alizarin-antracenona (8) con la peroxidasa de rábano picante 
(HRP) 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (1000 Ill); enzima (300 IlL de 
una solución 1/100; 7.8 119 de pro!.); H20 2 1 mM (5Ill) 

Tiempo de 2.6 (Area del % del pico 2.8 (Area del pico) % de aumento 
reacción 

I (min)\min. 
pico) 

5 190535 3.2 ---
10 209104 14.9 210465 15 
30 207865 7.9 208108 11 .9 

46 



40 

'00+--_..-1' 

Figura 22. Cromatograma de la reacción de alizarin-antracenona con HRP en 10,20 Y 30 
min de reacción. 1) pico secundario 2) pico principal (dímero) 3) alizarin-antracenona. 

Quinizarin-antracenona (7) 

Tabla 12: Reacción de quinizarin-antracenona (8) con la peroxidasa de rábano picante 
(HRP) 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (1000 ¡.LL); enzima (300 ¡.LL de 
una solución 1/100; 7.8 ¡.Lg de prot.); H20 2 1 mM (5 ¡.LL) 

Tiempo de 2.55 (Area del % del pico 2.9 (Area del pico) % del pico 
reacción pico) 

I (minl\min. 
5 627753 15.8 --- ---
10 31724 3.1 38562 3.2 
30 ---- ---- 40012 3.5 

3 

Figura 23. Cromatograma de la reacción de la quinizarin-antracenona con la HRP en O, 20 
Y 30 min de reacción. 1) pico secundario 2) pico principal (dímero) 3) quinizarin

antracenona 4) quinizarina. 
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3.3. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO DE ANTRAQUINONAS CON QUERCETINA 

QUERCETINA 

OH 

OH 

HO 

OH 

OH O 

9 Quercetina 

Tabla 13: Reacción de Quercetina (9) con la peroxidasa de rábano picante (HRP) 
Condiciones de Reacción: Buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0 (1000 ~L); enzima (300 ~L de 
una solución 1/100; 7.8 ~g de prot.); H20 2 1 mM (5 ~L) 

tiempo de reacción (min)\min. 3.39 (Area del pico) 5.12 7.51 
O 9620226 ------- -----
10 2832717 301181 120072 
20 1540315 325564 114228 
30 60095 121100 125157 

3.3.1. ANALlSIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE QUERCETINA. 

La reacción con quercetina (9) se realizó a mayor escala (500 mL) para realizar el 
correspondiente estudio de los productos de reacción. La reacción presentó una 
reducción del pico del substrato de aproximadamente el 100%. La reacción se extrajo tres 
veces con AcOEt. Los extractos se secaron con Na2S04 y se concentraron a presión 
reducida para su respectivo análisis en HPLC y una posterior separación y purificación,. 
El cromatograma de la reacción mostró cuatro picos que aparecen en forma importante, 
primero aparece el pico 4, conforme la reacción transcurre los picos 6 Y 8 aumentan, 
mientras el pico 4 disminuye. 
Los diferentes productos se separaron por medio de columna preparativa en HPLC, con 
una mezcla de elución de THF:Buffer de acetatos 100 mM (50:50), obteniéndose en 
mayor cantidad la fracción correspondiente al pico 4 y el pico 5. Los productos obtenidos 
fueron objeto de una separación cromatográfica en gel de sílice eluida con 
AcOEtMeOH:H20 (20:3:1) y' posteriormente en placa cromatográfica preparativa eluída 
con CHCI3 :MeOH (9:1), para obtener un producto principal que reveló de color amarillo 
conKOH 5% en etanol y que presenta un Rf de 0.70 en cromatografía de capa fina, 
CHCb:MeOH (9:1). 
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2',6"-biquercetina (9). Polvo amarillo. (Rf=0.71 ; CHCh:MeOH; 9:1 v/v) . v ma/tn-1: 1673, 1623 
(>C=O). 1H NMR (300 MHz, CDCI3) : ti 6.70 (d , H-6, J= 1.5 Hz), 7.05 (d , H-8, J = 1.5 Hz), 
7.9 (d, H-6', J= 8.9 Hz), 7.16 (d, H-5',J = 8.9 Hz), 7.89 (dd, J = 9.3, 2.1 Hz H-6"'), 7.24 (d, J 
= 2.1 Hz, H-2"') and 7.08 (d, J = 9.3 Hz, H-5" '), 5.9 (s, H-8" ). FAB+-MS miz (rel. int.): 602 
[Mr, 480 [Mr, 452 [Mr, 424 [Mr, 398 [Mr, 370 [Mr, 342 [Mr, 302 [M)'. 

o OH 

OH 
o 

HO OH 

OH 

Ha O ~ 

~ OH 

OH 

9 2' ,6"-biquercetina 

3.4. ANALISIS CINETICO 
FLA VONOIDE QUERCETINA: Constantes cinéticas kl y k3. 

De acuerdo con el estudio cinético de las peróxidasas, se ha aceptado el siguiente 
mecanismo de reacción:67

,68 

P + H20 2 
k1 

lO Col + HP (1 ) 

Col+AH 
k2 

Co 11 +A (2) ... 

ColI+AH 
k3 

P + A + H202 (3) lO 

Condiciones de equilibrio: 

d [P ] /dt=k3 [ColI][AH] - k1 [P ][ HP2 ] = O (4) 

d [Col] /dt=k1 [P ][ HP2 ] - k2 [Col][AH] = O (5) 

d [ColI]/dt=k2 [Col][AH] - k3 [ColI][AH] = O (6) 
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Balance de Masas: 

[E]o = [P] + [Col] + [Colf] (7) 

[E]o = {(k3[AH]/k1 [HP2]) + kik2) + 1 }[Colf] (8) 

Expresión de velocidad Inicial: 

v= (10) 
(kik1 )[AH]+[HP2] 

-d[AH]/dt = k2[Col][AH] + k3[Colf][AH] 

A[H20 2] A[RH] 

(9) 

v=----- (11 ) v= 
B + [RH] 

(12) 

Basándose en el análisis anterior, se obtuvieron las constantes cinéticas k1 y k3 para el 
flavonoide Quercetina mediante el siguiente procedimiento: 

Ensayos espectrofotométricos.- Los ensayos espectrofotométricos de la oxidación de 
quercetina por la peroxidasa de S. angustífolia se realizaron a 25 oC en un medio de 
reacción que contenía concentraciones variables del flavonoide (entre 0.11 y 0.4 mM) y 
H20 2 (0.05-0.2 mM) en buffer de fosfatos 60 mM, pH 6.0. La reacción fue monitoreada por 
cambios en la absorbancia a 365 nm en los primeros segundos de reacción. La velocidad 
inicial y la concentración de H20 2 fueron fijadas de acuerdo a la siguiente ecuación: 

Los parámetros A y B fueron usados para calcular las constantes k1 y k3. 

Tabla 14: Invers¡:¡s de las velocidades iniciales de H20 2 con concentraciones variables de 
quercetina. 

H20 2/Quercetina 20 mM 10mM 5mM 
0.00905 3.45 3.7 4.54 
0.005 2.13 2.63 3.33 
0.0025 1.41 1.51 2.5 

Tabla 15: Inversas de las velocidades iniciales de Quercetina con concentraciones 
variables de H20 2• 

Quercetina/H20 2 110 mM 200 mM 400 mM 
200 4.54 3.33 2.5 
100 3.7 2.63 1.51 
50 3.44 2.13 1.4 
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Figura 24. Gráfica de la reciproca de las velocidades iniciales de H20 2 con 
concentraciones variables de quercetina . 
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Figura 25. Gráfica de la reciproca de las velocidades iniciales de quercetina con 
concentraciones variables de H20 2• 
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Tabla 16: Parámetros A y B para quercetina con tres concentraciones de H20 2• 

A 
0.00248 
0.00442 
0.00851 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

B 
0.3311 
0.561 
1.105 

l - o- H20 21 

/' 

0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 

B 

Figura 26. Gráfica de los parámetros A vs B en los cuales se varia el substrato quercetina 
para tres concentraciones de H20 2• 

Tabla 17: Parámetros A y B para H20 2 con tres concentraciones de quercetina. 

A B 
516.8377 1.65 
405.84 1.23 
177.564 0.5727 

1.8 
I ~- QUERCETIN I 

U 

1.2 

« 
1.0 

0.8 

0.6 

200 300 .00 500 

B 

Figura 27. Gráfica de los parámetros A vs B en los cuales se varia el H20 2 para tres 
concentraciones del substrato quercetina. 
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ANALISIS CINETICO DE ANTRAQUINONAS: PURPURINA 

El análisis cinético de la antraquinona purpurina fue realizado y los parámetros fueron 
determinados de acuerdo a la ecuaci ón derivatizada de M ichaeles-Menten: 

(2 .303/t)log(So/S) = -(1/Ks)(P/t) + (Vm/Ks) 

Tabla 18: Valores de (P/t) con respecto a la variación del substrato con respecto del 
tiempo. 

P/t , (2 .303/t)log(So/S) (2.303/t)log(S o/S) 
2.8933E-4 3.0246E-4 
1.7855E-4 1.9447E-4 
1.42E-4 1.5967E-4 
1.1757E-4 1.3478E-4 
2.09667E-4 2.1659E-4 
9.96667E-5 1.04442E-4 
4.6571E-5 4.90179E-5 

0.00030 

0.00025 

0.00020 

[ 
~ O.(XX)15 

[ 
0.00010 

0.00006 

0.00000 +----.--r--..---,--...,---,,....--,--or---...-...,----,,....--.-
0.00000 0.00005 0.00010 O.ll0015 

pn 

0.00020 0.0002S 0.00030 

Figura 28. Gráfica de los parámetros P/t en los cuales se varia el substrato con respecto 
del tiempo para determinar los valores de Vm y Ks. 
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4. DISCUSION DE RESUL lADOS 
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4. DISCUSION DE RESULTADOS 

En años recientes, diversos productos naturales han sido objeto de estudios biologicos 
con el objeto de encontrar nuevas opciones terapeuticas para enfermedades en donde los 
actuales fármacos no exhiben eficacia o presentan diversas reacciones secundarias. 
El conocimiento de su acción como potenciales agentes biológicos ha abierto distintas 
lineas de investigacion que abarcan el aislamiento de sus fuentes naturales, ensayos para 
distintas actividades biologicas, modificaciones quimicas para estudios de la relación 
estructura-actividad biológica y síntesis organicas para obtenerlos en mayor cantidad. 
Sin embargo, la biosintesis de algunos productos naturales y el papel biologico que 
juegan en las plantas superiores u otras fuentes naturales, no ha sido esclarecido. 

Como se mencionó, las biantraquinonas son compuestos diméricos productos de la 
oxidación de monómeros de antraquinonas. Se ha demostrado que la presencia de estos 
compuestos en especies de Senna angustifolia y Senna acutifolia, es la responsable de 
su acción laxante y ello ha originado que los extractos de estas plantas sean utilizados por 
industrias farmaceuticas como laxantes en la mayoria de sus productos. Sin embargo, se 
ha demostrado que también poseen propiedades analgésicas, antipiréticas, anti
microbianas, anticancerígenas, antivirales, etc., debido a ello, estos compuestos han sido 
considerados como potenciales agentes biológicos y diversos estudios se han enfocado 
en el aislamiento de sus fuentes natu rales y sus mecanismos de acción. 

A la fecha se desconoce la biogénesis de compuestos fenólicos diméricos (las 
biantraquinonas y los biflavonoides), mencionándose en algunos casos, que son 
artefactos formados durante los procesos de purificación y que no son productos 
naturales per se. Sin embargo, evidencias recientes de acoplamiento oxidativo fenólico, 
proceso en el cual enzimas como las peroxidasas y/o lacasas podrían estar involucradas, 
hacen pensar que estos dimeros son productos naturales biosintetizados por las plantas, 
muy probablemente como mecanismos de defensa. 

4.1. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO A TRVES DE LAS LACASAS 

Las polifenol oxidasas comprenden dos grupos de enzimas: las tirosinasas (monofenol 
mono-oxigenasas) y las lacasas (p-difenol oxidasas). Algunos trabajos recientes sobre el 
estudio de la función fisiológica de las lacas as indican que este tipo de enzimas pueden 
estar involucradas en el proceso de polimerización de la lignina. La polimerización de la 
lignina es un proceso propio de las peroxidasas. Sin embargo, hay evidencias de la 
participación de las lacasas en las etapas iniciales del proceso. 
Si las lacasas pueden llevar a cabo el proceso de polimerización de la lignina, también 
podrían estar involucradas en los procesos de polimerización de algunos otros 
compuestos fenólicos, entre ellos las antraquinonas y/o los flavonoides. 

Los primeros ensayos con las antraquinonas 1-6 y la enzima lacasa en una solución 
amortiguadora de fosfatos íl temperatura ambiente, no mostraron reaccion alguna. El 
análisis que se hizo en el HPLC y en el espectrofotómetro demostró que bajo estas 
condiciones ninguna de las antraquinonas presenta reacción. 
Eneambio, en presencia de un generador de radicales libres (ABTS), la reacción se llevó 
a cabo en aproximadamente un 100% de acuerdo a lo observado en los cromatogramas 
de la reacción (cromatogramas 1,3 y 5) . 
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Dos reacciones fueron utilizadas como blancos para estos experimentos, el primero entre 
ABTS y la antraquinona; y el segundo entre el ABTS y la lacasa observandose reaccion 
solo en la segunda. Esto nos indica que la enzima reacciona con el ABTS y los radicales 
libres generados a través de este sistema reaccionan con la antraquinona y los radicales 
generados llevan a cabo el acoplamiento oxidativo fenólico que da lugar a la formación de 
dimeros, trimeros, oligomeros y otros polimeros de la antraquinona. 
El análisis a través del HPLC indican una disminución en el pico de la antraquinona de 
aproximadamente el 100 %, sin embargo no se observan los picos correspondientes a los 
productos generados. La extracción de los productos de reacción realizada con acetato de 
etilo y su posterior análisis en el HPLC demuestran la presencia de diversos compuestos. 

Aunque para la rheina el porcentaje de disminución en el pico de la antraquinona fue igual 
que para la alizarina y la quinizarina, no se detectó la presencia de productos en el 
análisis por HPLC. Ningún producto o productos fueron separados de la mezcla de 
reacción usando diferentes solventes (cloroformo, acetato de etilo, etc .). 
Para determinar la naturaleza química de los compuestos obtenidos en la reacción de la 
lacasa y el ABTS con las antraquinonas alizarina y quinizarina, la mezcla de productos 
obtenidos en la extracción con AcOEt fueron separados por columna preparativa en HPLC 
con una mezcla de elución THF:Buffer de Acetatos (pH 3) (50:50 v/v). 

4.1.1. ALlZARINA 

Los productos fueron detectados en HPLC a 250 nm en la mezcla de reacción de la 
antraquinona alizarina con lacasa. Se separaron 10 fracciones de las cuales 6 fueron de 
picos bien definidos en el cromatograma (cromatograma 4) y fueron utilizadas para los 
correspondientes análisis. 
El análisis realizado a través del HPLC indica que la antraquinona reacciona en un 
porcentaje elevado, observandose una reduccion del pico correspondiente a la 
antraquinona. Sin embargo, al realizar la extracción de los productos en la reacción 
realizada con mayor cantidad de antraquinona, esta se recupera en aproximadamente un 
60% . 

De acuerdo al mecanismo de reacción de la enzima lacasa con mediadores (Sección 
1.3.2.3.), la reacción inicia mediante la interacción del ABTS con la enzima. Los radicales 
libres generados en el ABTS mediante esta reacción, reaccionan con la antraquinona en 
donde esta forma un radical libre mediante la ruptura homolitica del enlace O-H fenólico. 
Debido a la dilución de las antraquinonas en la reacción, es probable qúe los radicales 
generados no tengan suficiente interacción para llevar a cabo el acoplamiento oxidativo y 
por ello la reacción de acoplamiento podría requerir de mas tiempo. La reacción se 
monitoreo durante 48 hs para determinar el tiempo óptimo para la formación de productos. 
El ensayo en HPLC de la reacción mostró que a las 12 hs el pico del substrato había 
disminuido en un 90% y se procedió a la separación, purificación y elucidación estructural 
de los productos. 

Se obtuvieron los espectros de UV en la mezcla de reacción por medio del arreglo de 
diodos del HPLC y como observamos en la figura 19, los espectros de UV en la región de 
260-320 nm de los productos son diferentes a los de la antraquinona (tr 3.4 min). 

Como se esperaba, aumentando el tiempo de reacción se mejoró el rendimiento de los 
productos, sin embargo el rendimiento es de aproximadamente un 30 % (4 a 10 mg). 
Debido a la estructura polihidroxiladas de los productos obtenidos, las muestras tienden a 
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hidratarse rápidamente, lo cual dificultó la purificación de las fracciones. En un primer 
intento por eliminar el agua se realizó una liofilización. Sin embargo, la presencia de sales 
del buffer en mayor cantidad que los productos, no permitió la purificación de las 
fracciones por lo que se optó por una segunda forma de extracción. Obtenidas las 
fracciones de los productos se les saturó con NaCI y se realizó una extracción posterior 
con AcOEt. Bajo estas condiciones la extracción de los productos aumentó y se obtuvo 
suficiente muestra para realizar un estudio de espectroscopia de masas. 

Figura 29: Espectros de UV de los diferentes productos de la alizarina obtenidos en HPLC 
con arreglo de diodos. 

Del análisis de los espectros de masas, realizamos las siguientes observaciones: 
En los picos 2 Y 4 (ver en Apendice espectros de masas de las fracciones 2 y 4 de 
alizarina) detectamos una fragmentación característica de compuestos antraquinoides 
(mIz de [M+-28] y [M--56]). La fragmentación [M+-28] es producida por la pérdida de 
monóxido de carbono (CO), caracteristico en este tipo de compuestos. El espectro de 
masas de la fracción 2 nos da un ion molecular de 536 mientras que para la fracción 4 el 
pico es de 592. En la formación de los dímeros de alizarina, esperaríamos obtener un ion 
molecular de 480. Aunque el pico a 480 se encuentra presente en la fragmentación de las 
muestras, los picos siguientes a mIz 508, 536, 564, 592 (espectro de masas 4 de 
alizarina), nos sugieren la presencia de un compuesto de mas de dos monómeros. 
Debido al bajo rendimiento de la reaccion, no fue posible purificar completamente las 
fracciones, por lo que es probable que mas de un compuesto este presente en ellas. Por 
ello, ademas de un dimero (mIz 480), no se descarta la presencia de un trimero en esta 
fracción, aunque el ion m olecular mIz 720 no se observa. 
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Sin descartar la presencia de un trímero (u otro polímero), el pico 480 (Fig. 30) podría 
corresponder al dímero de Alizarina. Se sabe que en ciertos casos, la formación de iones 
M++2, en las quinonas podría tratarse de reducciones químicas a hidroquinonas. 

En el espectro de masas de la fracción 3 de la reacción de la alizarina (ver apendice), 
resulta relevante un pico de moderada intensidad a mIz 256, que podria indicar una 
oxidación de la antraquinona. 

o OH 

OH O OH 

O 
OH 

OH OH HO 

PM480 PM256 

Figura 30. Peso molecular del dimero y la antraquinona 

Los métodos de análisis para los dímeros de antraquinonas se han realizado 
principalmente en el HPLC12

•
13 y muy pocos se han analizado con otras técnicas, tales 

como la cromatografía de gases.14 En los casos en que las muestras son del orden de 
miligramos, la técnica de elección es la resonancia magnética nuclear, la cual nos da con 
exactitud la estructura química de la molécula. 
Como un método alternativo para el análisis de los productos de la reacción de 
antraquinonas con el sistema mediador de lacasas, se utilizó el análisis de cromatografía 
de gases. Debido a que compuestos como las antraquinonas son difíciles de detectar en 
estos análisis debido a su baja volatilización, se utilizó un método para derivatizar 
antraquinonas. Utilizando estos compuestos, la derivatización se llevó a cabo en las 
fracciones obtenidas, sin embargo ningún compuesto presente en las fracciones fue 
detectado en el cromatógrafo de gases. 

ENSAYOS COLORIMETRICOS: Las antraquinonas en presencia de una base tienden a 
dar colores rojos o púrpuras, por lo que se puede usar también esta. reacción, para 
diferenciarlas. Así, la fracción 3 presentó una coloración púrpura (igual a la del substrato), 
mientras que la fracción 4 la coloración fue roja y las demás presentaron color amarillo. 
Alizarina en presencia de NaOH da una coloración púrpura. Estos resultados indican la 
presencia de un compuesto diferente al del substrato con características antraquinoides. 
Después de 24 hs el color de la fracción 4 fue púrpura, mientras que las demás fracciones 
conservaron su color original. 

4.1.2. QUINIZARINA 

Al igual que la antraquinona alizarina, el análisis con HPLC indica que el pico de la 
antraquinona quinizarina disminuye en un porcentaje elevado. Sin embargo, en la 
separación de los productos la antraquinona se recuperaba en una cantidad elevada. Se 
realizó un experimento monitoreando la reacción a 48 hs. Los resultados fueron parecidos 
a los obtenidos con alizarina. A las 48 horas notamos una disminución importante del pico 
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de la antraquinona (mayor al 50%) y un mejor rendimiento en los picos de los productos. 
Sin embargo, sólo se obtuvieron cantidades del orden de 4-10 mg por fracción. 
No se observa una diferencia marcada en los espectros obtenidos por medio de la HPLC 
entre la antraquinona y los productos de reacciono 

Los productos de la mezcla de reacción de la quinizarina y la lacasa, fueron separados 
por medio de la HPLC y detectados a 250 nm (cromatogramas 1 y 2 de quinizarina). pe 
esta separacion se obtuvieron 9 fracciones de las cuales solo en 5 fracciones se obtuvo 
una cantidad suficiente para continuar con el procedimiento analitico. 
Para las fracciones obtenidas se siguió el procedimiento utilizado para la antraquinona 
alizarina, y la mejor extracción de los productos fue con el AcOEt. Solamente de las 
fracciones 2,4 y 5 se obtuvo lo suficiente para el análisis de masas. 
Los espectros de masas proporcionaron la siguiente información: 
En los picos 4 Y 5 (espectros de masas 4 y 5 de quinizarina) detectamos fracciones que 
presentan una fragmentación característica de lo derivados de antraquinonas (mIz de [M+-
28] Y [M+-56]). La fracción 4 presenta un ion molecular a mIz 564 y otros picos 
correspondientes a la pérdida de CO. Sin embargo el ion molecular no corresponde a una 
estructura lógica. Al igual que las fracciones 2 y 4 de alizarina, se observa la presencia de 
un pico en 480, que podría corresponder al ion molecular [M+2] del dímero de quinizarina. 
Los picos correspondientes [M+-28] se observan a 452, 424,396,368. 
De la fracción 2 resulta relevante un pico a mIz 289, que podría indicar una oxidación del 
substrato. La fracción 8 corresponde al substrato Quinizarina, con un ion molecular mIz 
240. 
Para determinar la pureza de los productos obtenidos, se realizó un análisis de 
cromatografía de gases. Las fracciones que contenían los productos se derivatizaron para 
su posterior análisis, sin embargo en ninguna de las muestras se observa algún pico que 
pudiera corresponder al producto respectivo. 

ENSAYO COLORIMETRICO: La fracción 8 presentó una coloración violeta en presencia 
de NaOH (igual a la del substrato), mientras que la fracción 4 la coloración fue naranja y 
las demás presentaron color amarillo. Después de 24 horas el color de la fracción 4 
cambió a violeta, mientras que las demás fracciones conservaron su color original. 

Se ha demostrado que algunos compuestos policíclicos aromáticos pueden ser oxidados 
por medio de lacasas fúngicas y algunos compuestos de bajo peso molecular llamados 
mediadores de la oxidación. Estos compuestos mediadores permiten llevar a cabo el 
proceso de oxidación en compuestos que no son substratos para estas enzimas.lOO El 
sistema mediador de lacasa (Iaccase mediator system; LMS), como comúnmente se le 
conoce, ha sido utilizado ampliamente para blanquear la pulpa del papel y recientemente 
se ha utilizado en los procesos de síntesis de algunos compuestos 
orgánicos.l06.loo.ll0.111.112.113.ll4 Otra área de interés ha sido su uso en la degradación de 
compuestos químicos ambientales como los hidrocarburos policíclicos aromáticos 
(PAH).115.ll6.117 
Se han descrito mas de 100 compuestos mediadores de este sistema, siendo el ABTS y 
el HBT (1-hidroxibenzotriazol) los mas utilizados.lll Sin embargo no está claro si este 
sistema mediador de la lacasa juega un papel importante en los sistemas naturales. 
Compuestos como el HBA y el 4-hidroxibenzil alcohol han demostrado ser los más 
efectivos cuando son usados por las lacasas como mediadores de este sistema y podrían 
estar involucrados en la degradación natural de compuestos aromaticos en algunos 
hongos. Generalmente este tipo de compuestos: 1) son secretados por los hongos y se 
localizan extracelularmente, 2) se presentan in situ como metabolitos secundarios en 
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plantas y 3) son liberados en grandes cantidades durante la degradación microbiana de la 
ligninocelulosa. 116 

Otra evidencia que podría demostrar el uso de este sistema en procesos naturales es la 
habilidad de algunas lacasas secretadas por hongos para degradar compuestos de lignina 
u otros compuestos que no son facilmente degradados, así como la importancia de estas 
enzimas para degradar la madera. 

Sin descartar la posibilidad de que este sistema pudiera estar involucrado en la 
biogénesis de algunos compuestos en las plantas superiores, nuestros resultados 
demuestran que la participación de este sistema en la biogénesis de biantraquinonas es 
poco probable. Durante el aislamiento y purificación de la peroxidasa de Senna 
angustifolía, no se detectó la enzima lacasa. En cada paso del proceso de purificación se 
utilizó el substrato syringaldazine para detectar esta enzima. Debido a que nuestros 
procedimientos de purificación no demostraron la presencia de la enzima lacasa, no fue 
necesario el aislamiento de posibles mediadores presentes en esta especie. 

Aunque la reacción de las lacasas utilizando mediadores pudiera no estar involucrado en 
la biogénesis de bioantraquinonas, un estudio de este sistema con las antraquinonas 
podría ser relevante para la síntesis de estos compuestos. 

Compuestos como el ABTS y el DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) han sido utilizados 
como sistemas generadores de radicales libre estables para medir el potencial antiradical 
de algunos compuestos como los flavonoides. Estos estudios han demostrado la 
formación de compuestos diméricos a través de estos compuestos.117.118.119 El 
procedimiento general de estos estudios generalmente involucra la participación de las 
peroxidasas, las cuales generan una especie ABTS+', El radical libre formado interacciona 
con el compuesto llevando a cabo una reacción de propagación y de extinción de los 
radicales libres para generar los dimeros o polimeros del compuesto. 

1) ABTS+' + AH ABTS-H+ + A' 

2) A' + X' Compuestos no radicales (monómeros o polímeros) 

El uso de esta biotecnología en la síntesis de estos compuestos pOdría ser útil por lo que 
un estudio mas detallado de los resultados obtenidos en este trabajo, pOdría mejorar el 
rendimiento de estos compuestos con lo cual se podría llevar a cabo un análisis de su 
actividad biológica. 

4,2. ACOPI,.AMIENTO OXIDATIVO MEDIADO POR LAS PEROXIDASAS. 

El acoplamiento oxidativo fenólico contribuye a la biogénesis de diferentes compuestos 
naturales, entre ellos algunos alcaloides (benzilisoquinolinas, alcaloides de 
Amarylidaceas, colchicina, etc.), flavonoides, ligninas, antibioticos (vancomicina), etc, La 
reacción involucra la formación oxidativa de radicales fenolato y promueve la 
recombinación intra- o intermolecular para formar nuevos enlaces Caromático-Caromiltico y/o C
O. En años recientes se ha demostrado que las peroxidasas contribuyen eficientemente a 
la catálisis oxidativa de enlaces C-O y/o Caromatico-Caromático de varias tirosinas, 
hidroxifenilglicinas, flavo no id es y otros compuestos fenólicos y se han relacionado en los 
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procesos de biogénesis de estos compuestos en plantas superiores. Se ha sugerido que 
el acoplamiento oxidativo fenólico forma los dímeros de las antraquinonas y/o de las 
antracenonas. Sin embargo, a la fecha no hay trabajos que demuestren la participación de 
estas enzimas en la última etapa de la biogénesis . 
En el presente trabajo exploramos la posible participación de las peroxidasas en la ruta 
biogenética de las biantraquinonas. Para ello se utilizó una enzima purificada de Senna 
angustifolia y la peroxidasa HRP . 

La peroxidasa de Senna angustifolia y la HRP fueron ensayados con las respectivas 
antraquionas 1-6. Con excepción de emodina y rheina, las antraquinonas utilizadas no 
son metabolitos secundarios propios de Senna angustifolia . Las antraquinonas 1-6 fueron 
selecCionadas de acuerdo a los s iguientes criterios: 

• Emodina ha sido aislada como uno de los monómeros más comunes en los dímeros 
de antraquinona. 

• Rheina es un monómero propio de los senósidos. 
• Alizarina, quinizarina, purpurina son las antraquinonas con menor cantidad de 

hidroxilos, lo cual puede facil itar el estudio de la reacción. 

De los resultados observados en las reacciones de oxidación a través de la actividad de la 
HRP y de la peroxidasa de Senna angustifolia con las diferentes antraquinonas, sólo dos 
de los substratos presentaron reacción, mientras que para las demás antraquinonas, el 
rendimiento en la reacción de oxidación es pobre o nulo (Tabla 3 y 6, secc. resultados). 

REACCION GENERAL DEL ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOLlCO 
MEDIADO POR LAS PEROXIDASAS 

De acuerdo al mecanismo general propuesto para las peroxidasas, el acoplamiento de las 
antraquinonas se podría llevar a cabo como se muestra en la figura 31: 

o OH O OH 

OH O· 

PEROXIDASA • E 

O 

O OH 

OH 

Acoelamient~ 
Oxidativo 
Fen6lico 

Figura 31. Mecanismo general del acoplamiento oxidativo fenólico. 
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4.2.1. ALlZARINA 

Debido a la baja solubilidad de la antraquinona alizarina en medios acuosos, se ensayo 
con diferentes mezClas de buffer de fosfatos 10 mM (pH 6) Y acetonitrilo, observándose un 
mejor rendimiento cuando la mezCla de reacción es 8:2 (800 flL Y 200 flL 
respectivamente). La oxidación de la antraquinona purpurina, catalizada por la 
peroxidasa, se llevó a cabo al 100% en buffer de fosfato (Tabla 4 y 7). 
De acuerdo a los resultados observados en los cromatogramas de alizarina y purpurina 
con las enzimas de rábano picante (HRP) y la Peroxidasa de Senna angustifolia, ambas 
reacciones dan lugar a la aparición de los mismos picos de productos formados, por lo 
que se procedió al análisis de éstos, realizando la reacción a mayor escala con la HRP. 

ANALlSIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE ALlZARINA. La reacción con 
alizarina se realizó a mayor escala (500 mL) para realizar el correspondiente estudio de 
los productos de reacción. La reacción mantuvo aproximadamente el 100% de 
disminución en el pico del substrato (Fig. 33). Se realizó la extracción con AcOEt y se 
obtuvieron los correspondientes productos de reacción para su respectivo análisis 
espectroscópico. 

Figura 32. Cromatografía en capa fina de las fracciones de la reacción de Alizarina con la 
HRP: 1 y 5) Alizarina; 2 y 3) Producto mayoritario (dímero); 4) Mezcla 

El cromatograma de la reacción mostró la aparición de un pico principal (2.8 min.). Los 
productos obtenidos fueron objeto de una separación cromatográfica en gel de sílice 
eluida con AcOEtMeOH:H 20 (20:3:1) y posteriormente Alúmina neutra eluida con CHCI3, 

CHCb:MeOH (9:1) y MeOH, para obtener un producto en las fracciones eluidas con 
CHCb:MeOH que reveló con KOH 5% en etanol de color amarillo y que presenta un Rf de 
0.82 en cromatografía de capa fina, CHCb:MeOH (9:1) (Fig. 32). 
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Figura 33. Cromatograma 8: Reacción de Alizarina con la H RP: 1) Productos de la 
reacción, 2) Alizarina 

ANA LISIS ESTRUCTURAL DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS 

El espectro de masas (IE+) presenta un ion molecular e/z 480 correspondiente al· peso 
molecular del dímero de alizarina, y una posterior fragmentación de e/z 452, 424, 398, 
debido a las perdidas de CO y un pico de 240 correspondiente al monómero de alizarina. 

El espectro de resonancia magnética de protón muestra un sistema AB en li 7.9 Y 8.2 
ppm, correspondientes a los protones 5,5',6,6',7,7' y 8,8' del dímero. Un singulete en li 7.7 
ppm correspondiente al H-4 y H-4'. Lo cual confirma la presencia del dímero de 3,3'
bializarina. 

o OH 

OH 

o 
HO 

Figura 34. Estructura química de la 3,3" -bializarina 

4.2.2. PURPURINA 

La antraquinona purpurina presentó buena solubilidad en agua, por lo que no fue 
necesario utilizar un cosolvente. La reacción se llevo a cabo en buffer de fosfato 10 mM, 
pH 6.0, tal como se indica en la sección de resultados. El análisis del desarrollo de la 
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reacción en HPLC mostró que el pico del substrato disminuía en un 90% en un tiempo 
aproximado de 45 mino 

ANALlSIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE PURPURINA. La reacción con 
purpurina se realizó a mayor escala (500 mL) para realizar el correspondiente estudio de 
los productos de reacción. La reacción mantuvo aproximadamente el 100% de 
disminución en el pico del substrato (Cromatograma 6). Se realizó la extracción con 
AcOEt y se obtuvieron los correspondientes productos de reacción para su respectivo 
análisis espectroscópico. 

Figura 35. Cromatografía en capa fina de las fracciones de la reacción con Purpurina: 1 y 
2) Purpurina; 3) Producto mayoritario (dímero). 

El cromatograma de la reacción mostró la aparición de un pico principal (2.7 min, fig. 36). 
Los productos obtenidos fueron objeto de una separación cromatográfica en gel de sílice 
eluida con AcOEtMeOH:H20 (20:3:1) y posteriormente Alúmina neutra eluida con CHCb, 
CHCI3:MeOH (9:1) y MeOH, para obtener un producto en las fracciones eluidas con 
CHCb:MeOH que reveló con KOH 5% en etanol de color rojo y que presenta un Rf de 
0.70 en cromatografía de capa fina, CHCI3:MeOH (9:1)(Fig. 35). 
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Figura 36. Cromatograma de la reacción con Purpurina: 1) Productos de la reacción, 2) 
Purpurina 
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ANALlSIS ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS 

El Espectro de Masas (FAB) presenta un ion molecular e/z 510 Y correspondiente al peso 
molecular del dimero de purpurina, y una posterior fragmentación e/z 481, 453, 425, 
correspondientes a las perdidas CO y un pico de 256 correspondiente al monómero de 
purpurina. 
El espectro de Resonancia Magnética de Protón muestra un sistema AB en 7.7 y 8.1 ppm, 
correspondientes a los protones 5,5',6,6',7,7' y 8,8' del dimero. La ausencia de un 
singulete a 6.65 ppm, correspondiente al H-3 del substrato purpurina, confirman la 
presencia del dímero de purpurin (1,1',2,2',4,4' -hexahidroxi[3,3' -biantracen]-9,9', 1 O, 1 0'
tetrona)(Espectros de RMN de la sección de purpurina). 

o OH 

OH 
OH O 

O OH 
HO 

OH O 

Figura 37. Estrcutura química de la 3,3'-Bipurpurina 

El análisis estructural de las antraquinonas utilizadas sugería que la reacción requería de 
un hidroxilo en la posición 3 en la antraquinona para poder llevar a cabo el acoplamiento 
oxidativo. Sin embargo el resultado de emodina con la HRP, de apenas un 12%, nos 
indica que un hidroxilo en la posición 3 no es suficiente para una reacción óptima con la 
enzima para llevar a cabo la formación del dímero. 
La reacción inicial de la enzima con compuestos fenólicos requiere de la disposición de un 
grupo OH fenólico para poder llevar a cabo la formación de la especie radical. Analizando 
la estructura de la antraquinona emodina, los protones de los hidroxilos podrían presentar 
quelatación con el grupo carbonilo adyacente. Bajo estas condiciones los hidroxilos 
estarían impedidos para interaccionar con la enzima, e impedir que la reacción se lleve a 
cabo. 

OH 

O 

Figura 38. Quelatación del grupo carbonilo en la antraquinona 
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Para demostrar esta hipótesis se ensayo la antraquinona emodina a diferentes pH, sin 
embargo en ninguno de ellos hubo una reducción importante en el pico del substrato 
(Tabla 18). 

TABLA 18: Ensayo de la antraquinona Emodina a diferentes pH's. 

15 mino 30min. 
IpH4 NR NR 
IpH 5 NR NR 
! pH 6 10% 12% 
IpH 7 9% 11% 
pH 8 NR NR 
pH 9 NR NR 

NR: No hay reacción. 

Como se menciona en trabajos anteriores, los precursores de algunas antraquinonas 
(antracenonas y/o dehidroantracenonas) podrían estar involucradas en la biogénesis de 
los dímeros. Los aislamientos de algunos de estos precursores en trabajos realizados con 
técnicas de marcación específica para la elucidación de la biogénesis de antraquinonas, 
sugieren .el acoplamiento oxidativo en estas especies para formar un dímero de 
antracenona. Posteriores reacciones de transformación (oxidación, metilación, etc.) 
podrian dar lugar a los dimeros de antraquinonas. 
Esta hipótesis fue estudiada en el presente trabajo, para ello llevamos a cabo la reducción 
selectiva de uno de los carbonilos de quinizarina y alizarina. La reducción, de acuerdo al 
metodo propuesto por Prinz y co1.106

, dio excelentes rendimientos cercanos al 100% 
(Sección de resultados y espectros, fig. 39). 

DMF 
R 

AJizarina (3) 

Quinizarlna (4) 

R 

OH 
R R1 

OH H 
H OH 

Figura 39. Reacción de reducción de las antraquinonas a antracenonas 

La cromatografia de capa delgada (fig. 40) demuestra una buena purificación de las 
antracenonas obtenidas. Las estructuras de las antraquinonas fueron obtenidas del 
análisis de los espectros de resonancia magnética de protón y de carbón, y los datos 
fueron comparados con los reportados en la literatura para estos compuestos. . 

66 



Figura 40. Cromatografia de Capa Delgada de las antr acenonas obtenidas: 1) Ouinizarina; 
2) quinizarin-antracenona; 3) alízarina; 4) alízarin-antracenona 

4.3. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO FENOLlCO CON LAS ANTRACENONAS. 

Las antracenonas obtenidas, alizarin-antracenona y quinizarin-antracenona, fueron 
ensayadas con las peroxidasas de Senna angustifolia y de rábano picante (HRP), como 
se observa en la tabla 4. En ambos casos se observa una disminución del pico 
correspondiente a cada antracenona cuando fueron analizadas en HPLC, lo cual es 
indicativo de que ambas antracenonas fueron utilizadas como substratos. 

Cuando la reacción se llevo a cabo con la HRP, la quinizarin-antracenona fue mejor 
substrato que la antraquinona quinizarina. Con la antracenona de quinizarina se observa 
una reducción del pico del substrato de aproximadamente un 80%, mientras que la 
antraquinona quinizarina presenta un 10% de reacción (Fig. 41). 
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Figura 41: Bioconversión de la antracenona de quinizarina con la HRP.1) Pico del posible 
intemediario del dimero de quinizarina. 2) Producto principal: dímero de quinizarina. 3) 

Ouinizarin-antracenona 4) Ouinizarina. 

El análisis del cromatograma de reacción para la antracenona de qUinizarina, muestra que 
en los primeros 5-10 minutos de reacción existe la formación de un pico a los 2.55 
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minutos de retención. En el transcurso de la reacción, este pico disminuye mientras se 
observa la aparición de otro a 2.95 min de retención, el cual se mantiene hasta que la 
reacción finaliza. 
La separación de los productos y el análisis de ellos a través de la espectroscopia de 
masas, indican la formación de un producto con peso molecular de e/z 480, 
correspondiente al dímero de qUlnlzarina. La fragmentación e/z 452, 423, 
correspondientes a las perdidas CO y un pico de 256 correspondiente al monómero de 
quinizarina, indican la presencia del dimero. 

La antracenona alizarina presenta el mismo progreso en el transcurso de la oxidación 
(Fig. 42) . En este caso se observa la aparición de un primer pico a los 2.3 min cuando han 
transcurrido 10 minutos de reacción. Conforme la reacción avanza, este pico disminuye 
mientras un segundo aparece a 2.8 min, el cual se mantiene hasta que la reacción 
finaliza. Los productos de reacción fueron separados por cromatografia de columna y 
purificados para su elucidación estructural. El producto mayoritario correspondió al 
segundo pico, el cual presenta el mismo tiempo de retención que el dímero de alizarina, 
obtenido de la reacción de la antraquinona de alizarina con las peroxidasas, y fue 
confirmado por medio de la espectroscopia de masas. 
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Figura 42: Bioconversión de la antracenona de Alizarina con la HRP. 1) Pico del posible 
intemediario del dimero de Alizarina. 2) Producto principal: dímero de Alizaiina. 3) Alizarin

antracenona. 

En ambos casos, con las antracenonas de alizarina y quinizarina, los productos obtenidos 
durante el aislamiento y la purificación correspondieron al dimero de ambas 
antraquinonas. El aislamiento y caracterización del compuesto del primer pico se vio 
restringida debido a la velocidad con la cual es consumido o transformado en el 
transcurso de la reacción, y a las cantidades utilizadas en el ensayo. 

Sin embargo, por el mecanismo de acción conocido de las peroxidasas y los dimeros 
obtenidos como productos finales de la catálisis, podemos hacer las siguientes conjeturas: 
El análisis de los resultados de la reacción con las antracenonas podrían indicar que la 
formación de los dímeros ocurre en un proceso de dos etapas, en la primera las 
antracenonas son oxidadas por la enzima para llevar a cabo el acoplamiento oxidativo y 
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formar un dímero de antracenona. En la siguiente etapa este dímero de antracenona es 
oxidado al correspondiente dímero de antraquinona. 
Este último proceso es factible debido a las condiciones oxidantes del medio donde se 
desarrolla la reacción (Fig. 43). 
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Dímero de antracenona (compuesto 1) 
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Dlmero de antraquinona (Compuesto 2) 

Figura 43. Mecanismo propuesto para la oxidación catalítica de antracenonas con 
peroxidasas. 

Los Resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que las peroxidasas de Senna 
angustífolia y de rábano picante (HRP) oxidan de fonna eficiente a las antraquinonas 
alizarina y purpurina (1 ,2-hidroxiantraquinonas) a sus respectivos dímeros. La habilidad 
de la peroxidasa purificada para sintetizar biantraquinonas de antracenonas y/o 
antraquinonas sugiere que ambos intermediarios pueden ser usados para producir los 
dímeros. 
Estos datos soportan evidencias que las peroxidasas pueden estar involucradas en la 
biosíntesis de estos compuestos en sus fuentes naturales. 
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4.4. ACOPLAMIENTO OXIDATIVO DE LA QUERCETlNA MEDIADO POR LAS 
PEROXIDASAS 

El flavonoide quercetina fue ensayado con la HRP, observándose una disminución del 
pico base en un 100% en un tiempo de reacción de 10 minutos, como se muestra en el 
cromatograma 12 (Sección de cromatogramas y espectros de quercetina). La reacción se 
hizo por triplicado, teniendo como blancos tres reacciones mas: en la primera se adiciono 
solamente el substrato, la segunda el substrato y peróxido de hidrógeno y en la tercera el 
substrato con la enzima. En ninguno de los blancos hubo una disminución significativa del 
pico del substrato 

La reacción se escaló a 500 mL para poder obtener suficiente producto de reacción y 
realizar el respectivo análisis. 
En la reacción a mayor escala se observa la aparición de varios picos, correspondientes a 
los diferentes productos. Cuatro picos aparecen de forma importante, primero aparece el 
pico 4, conforme la reacción transcurre los picos 6 Y 8 aumentan, mientras el pico 4 
disminuye. 
Los diferentes productos se separaron por medio de columna preparativa en HPLC, con 
una mezcla de elución de THF:solucion reguladora de Acetatos 100 mM (50:50), 
obteniéndose en mayor cantidad la fracción correspondiente al pico 4 y el pico 6 en 
importancia siguiente. 

Chromatogram 

Figura 44: Productos obtenidos de la reacción de la quercetina con la HRP 

Del pico 4 se obtuvieron los correspondientes espectros de RMN de protón y COSY (Fig. 
45). Del análisis de estos espectros podemos observar lo siguiente: un sistema AB en 5.6-
5.7 ppm y un sistema ABX en 7.8-8.0 característico del substrato quercetina. El flavonoíde 
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quercetina se obtiene en un tiempo de retención muy cercano al del producto. Sin 
embargo un singulete en 5.9 ppm y un sistema AS en 7.1 ppm con una J= 8.7 Hz 
correspondiente a un acoplamiento orto, nos indican la presencia de un sistema diferente 
al de la quercetina. 

~· M · Ju.,... lU't¡QU '0I ~'r 
tol~, ~l 

Figura 45. Análisis del espectro de correlación heteronuclear (HETCOR) del pico 4 

La presencia de un singulete nos indica que el sistema AS correspondiente al anillo de 
quercetina desaparece, y la presencia de un sistema AS con una constante de 
acoplamiento orto, nos indica que uno de los protones en el sistema ABX ha sido 
sustituido, en base a esos datos, la estructura resultante puede ser un biflavonoide con la 
siguiente caracterización: 

HO 

OH 
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El Espectro de Masas (IE+) no presenta un ion molecular, pero si presenta una 
fragmentación característica de estos compuestos . Picos adicionales a 480, 452, 424, 
398, 370, 352 Y 342, los cuales son atribuidos a la fragmentación en uno de los 
monómeros del dímero y un pico base en 302 característico del flavonoide quercetina 
(Fig.46). 
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Figura 46. Fragmentación del dimero de quercetina. 

Diferentes estudios revelan la capacidad antioxidante y pro-oxidante de los flavonoides, . 
especíalmente la quercetina por ser uno de los flavonoides más ubicuos en la naturaleza. 
La actividad pro-oxidante se ha atribuido al hecho de que puede sufrir autoxidación 
cuando se disuelve en soluciones amortiguadoras. Debido a la presencia del carbonilo C-
4 y del doble enlace C2-C3 del flavonoide se favorece la formación de un compuesto o
quinoide dando posibilidades de formar aductos quinoides, los cuales son más reactivos 
que las propias quinonas (fig. 47) . Este tipo de aductos es especialmente interesante en la 
relación que existe con la actividad citotoxica, mutagénica y posiblemente carcinogénica 
de la quercetina.120.121.122 
Algunos estudios previos han demostrado la formación de un radical quercetin-o
semiquinona producido por las peroxidasas123.124.125 el cual ha sido estabilizado para su 
estudio formando complejos de Zn +2. El análisis de los productos de reacción de la 
quercetina con peroxidasas en estos estudios, ha revelado la formación de al menos 20 
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compuestos diferentes, 126 dichos estudios concuerdan con otros realizados con 
f1avonoides como el kaempferol124,127 y la catequina,128 

t¡C o; ' • Estres oxidativo 

" H,O 0 -

HO'/" 'A &0 
WOH """ o-semiquinona 
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tlcO' -----..... ~ Estres oxidativo 

" ~: o o 

HO~I "1 I OH Daño a través de aductos 
OH o o-quinona -----.. formados por proteinas, 

RNA, DNA, etc 

11 · ¡ 1 · 

W~· .#' 
Fig. 47. Ruta oxidativa de la quercetina a quercetin-o-semiquinona, quercetin-o-quinona y 

quercetin-p-quinona, indicando la formación de especies reactivas de oxígeno y de 
quinonas electrofílicas. 

Para el f1avonoide quercetina los compuestos aislados comprenden la incorporación de 
oxígeno en la estructura del f1avonoide, la degradación enzimática a ácidos benzóicos, así 
mismo estos ácidos pueden ser transformados por hidroxilación, descarooxilación y fisión 
anular, dejando una gran variedad de compuestos polares sin identificar. 
Los resultados obtenidos en estos estudios y en el presente trabajo demuestran la 
complejidad en el estudio de esta reacción entre las peroxidasas y los f1avonoides, 
especialmente la quercetina. 

Entre la diversidad de productos aislados en este tipo de reacciones, el dímero purificado 
en el presente trabajo no ha sido reportado, sin embargo el posible mecanismo por el cual 
es formado, estaría de acuerdo con el propuesto para la formación de otros compuestos 
diméricos reportados en este tipo de reacciones (fig. 48). 
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No fue el objetivo de este trabajo analizar esta reacción en detalle. Sin embargo el analisis 
en la HPLC demuestra que en los primeros minutos de reacción un producto es formado 
en mayor proporciono Si la reacción continua en los siguientes minutos, la formación de 
otros productos es seguida por la disminución en el pico de quercetina, como se muestra 
en el cromatograma. 

HO~'I 1:: ·u". 
'- oH 

OH 

oH 

Fig. 48. Mecanismo de reacción propuesto para la formación de 2',6"-biquercetina 
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ANALlSIS CINETICO 

La Peroxidasa de Senna angustifolía sigue la cinética tipica de Michaelis-Menten, con 
saturación de la enzima a elevadas concentraciones de substrato. Para calcular las 
constantes microscópicas (k1 y k3) para la oxidación del substrato por esta fracción de 
peroxiodasa, las velocidades de oxidación del substrato se fijaron para cada 
concentración de quercetina y de H20 2 de acuerdo al mecanismo para la reacción de 
peroxidasas. 
Para concentraciones no inhibitorias, las velocidades iniciales se fijaron por la siguiente 
reacción: 

A[HP2] 
v=-----

B + [HP2] 

Donde A = 2[E]k3[RH] Y B = (k1/k3)[RH]. La gráfica de doble reciproca (1/v vs 1/[H20 2]) nos 
permite calcular los valores de A y B para cada concentración de Quercetina. 
En la Figura 8 observamos el gráfico de la doble reciproca con H20 2 como el substrato 
variable. En la figura 10 observamos el gráfico de los valores de A vs B para cada 
concentración de quercetina. Del ajuste linear (A = 2[E]k1B), es posible calcular el valor de 
k1 (Constante de Formación del Compuesto 1) para la reacción de oxidación llevada a 
cabo por la peroxidasa. 
De la misma manera, la dependencia de v sobre [RH] puede ser escrita como: 

A[RH] 
v= -=---:-:=:-;;--

B + [RH] 

Donde A = 2[E]k1[H20 2] Y B = (k1/k3)[H2021. La gráfica de la doble recíproca (1/v vs 1/[RH] 
nos permite calcular los valores de A y B para cada concentración de H20 2• La figura 7 y 9 
nos presenta las gráficas de la doble reciproca y del ajuste linear. De esta última (A = 
2[E]k3B) es posible calcular los valores de k3 (Constante de Reducción del Compuesto 11) 
para la reacción mediada por la peroxidasa. En todos los casos, los valores de k1 y k3 se 
calcularon a un pH óptimo para las oxidaciones catalizadas por las peroxidasa. 
Los resultados obtenidos se puso determinar las constantes k1 y ~, siendo 9.1 IlM-1S-1 y 
8.6 para el guayacol y 3.1 1lM-1s-1 y 19.2 IlM-1S-1 para Quercetina. 

De los valores obtenidos para la constante k1, se puede deducir que la peroxidasa es 
capaz de oxidar substratos fenólicos del tipo de los f1avonoides. Examinando la constante 
de formación del Compuesto I (k1) Y comparandolo con aquellos obtenidos para otro tipo 
de compuestos fenólicos, se observa que existe una variación importante. Estos varían 
desde 1.1 a 1.7 IlM-1S-1 para compuestos fenólicos polihidroxilados (quercetina, miricetina 
y trans-resveratrol) con la HRP, 13 mientras que valores del orden de 10.4 1lM-1s-1 son 
observados para compuestos tipo guayacol (alcohol coniferil). Aunque a priori ha sido 
difícil explicar a nivel molecular como la naturaleza del substrato influye en la constante de 
velocidad de la formación del Compuesto 1, es un hecho que se ha descrito en la 

75 



literatura. Sin embargo, como se observa, los valores son mas grandes para compuestos 
tipo guayacol que para aquellos compuestos fenólicos polihidroxilados. 
Los valores reportados para la constante de formación del compuesto 11 (k3 ) son del orden 
de 2.80 IlM'1 S'1 para la HRP y el alcoho coniferil a pH 4.5 Y 2.4 IlM·1S·1 para las 
peroxidasas de Vitis vininfera a pH 3.96. 13 Los valores obtenidos para el presente trabajo 
son de 19.2 IlM·1 S·1 para la peroxidasa de Senna angustifolia y quercetina. Estos 
resultados ilustran la gran reactividad y plasticidad metabólica para la oxidación de 
sustratos fenólicos polihidroxilados del tipo de los flavonoides con respecto a los mejores 
sustratos para la reducción del compuesto 11 , como lo es el alcohol coniferil. 

76 



CONCLUSIONES 

77 



CONCLUSIONES 

1. SE AISLO LA PEROXIDASA DE S. Angustifolia. 

2. LA ALlZARINA y PURPURINA FUERON LOS MEJORES SUBSTRATOS PARA LA 
PEROXIDASA DE S. Angustifolia Y LA HRP. 

3. LOS PRODUCTOS PRINCIPALES DE ESTAS BIOTRANSFORMACIONES FUERON 
LOS DIMEROS: 3,3'-BIALlZARINA y UN DIMERO NUEVO 3,3' -BIPURPURINA. 

4. PARA OTRAS ANTRAQUINONAS, EL DIMERO SE OBTUVO A PARTIR DE LA 
RESPECTIVA ANTRACENONA. 

5. PARA LOS DIMEROS DERIVADOS DE LAS ANTRACENONAS, SE OBSERVA LA 
PRESENCIA DE UN INTEMEDIARIO QUE DA ORIGEN A LA BIANTRAQUINONA. 

6. ESTOS RESULTADOS DEMUESTRAN QUE LAS PEROXIDASAS PUEDEN TENER 
UNA PARTICIPACION EN LA BIOGENESIS DE LOS DIMEROS DE ANTRAQUINONAS 
EN LAS PLANTAS. 

7. LOS VALORES DE KMapp Y Vmax PARA ALIZARINA Y PURPURINA FUERON 97 Y 
95 mM, Y 1.5 Y 2.1 mM.min·1.mgpror1, RESPECTIVAMENTE. 

8. EL FLAVONOIDE QUERCETINA FUE USADO COMO SUBSTRATO 
EFICIENTEMENTE POR LA PEROXIDASA DE S. Angustifolia Y POR LA HRP, 
OBTENIENDO COMO PRODUCTO MAYORITARIO EL NUEVO DIMERO 2',6"
BIQUERCETINA 

9. SE DETERMINARON LAS CONSTANTES CINETICAS k1 y k3: 1 mM·1s,1 y 8.6 mM,1s' 
1 PARA EL GUAYACOL Y 3,1 mM,1s,1 y 19.2 mM,1s·1 PARA LA QUERCETINA. 
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----------------------- -- ---

REPRESENTACION TRIDIMENSIONAL DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS EN LA 
REACCION DE LAS PEROXIDASAS CON LAS ANTRASQUINONAS y LA 

QUERCETINA. 

1,1' ,2,2' -cuatrihidroxi[3,3' -biantracen]-9,9',1 0,10' -tetrona 

(3,3' -bializarina) 

1,1' ,2,2' ,4,4'-hexahidroxi[3,3'-biantracen]-9,9' ,10,10'-tetrona 
(3,3 ' -purpurina) 
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1,1' ,4,4'-cuatrihidroxi[3,3'-biantracen]-9,9' ,10,10'-tetrona 
(3,3' -biquinizarin) 

2' ,6" -BIQUERCETINA 
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CROMATOGRAMAS y ESPECTROS DE MASAS DE LA 
CONVERSION DE ANTRAQUINONAS CON LACASA EN 
PRESENCIA DEL MEDIADOR ABTS 
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eROMATOGRAMA 1: Bioreacción de quinizarina con la lacasa y ABTS A) Tiempo cero de reacción. B) 15 
horas de reacción. e) Blanco de Lacasa con ABTS. 
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eROMATOGRAMA 2: Productos de la conversión de la lacasa y la quinizarina en presencia del inductor 
ABTS. 

93 



ESPECTRO DE MASAS de la fracción 4 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la 
quinizanna en presencia del inductor ABTS. 
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ESPECTRO DE MASAS de la fracción 5 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la 
quinizanna en presencia del inductor ABTS. 
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CROMATOGRAMA 3: Reacción de la alizarina con la lacasa y el ABTS A) Tiempo cero de reacción (el pico 
de la alizarina se indica con la flecha). B) 15 horas de reacción. C) Blanco de Lacasa con ABTS. 
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CROMA TOGRAMA 4: Productos de la conversión de la lacasa con la quinizarina en presencia del inductor 
ABTS. 
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ESPECTRO DE MASAS de la fracción 1 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la alizarina 
en presencia del inductor ABTS. 
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ESPECTRO DE MASAS de la fracción 2 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la alizarina 
en presencia del inductor ABTS. 
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ESPECTRO DE MASAS de la fracción 3 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la alizarina 
en presencia del inductor ABTS. 
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ESPECTRO DE MASAS de la fracción 4 de los productos aislados de la reacción de la lacasa con la alizarina 
en presencia del inductor ABTS. 

97 



ou..", A 

1.0 ,.o 3.0 • .0 5.0 '.0 1.0 B.O 00 

B 

1'"--~ 
Illij"'Ij'¡ 0"'j"¡ I¡'iilj"'ljl l"¡¡¡lIj'Ci'l'I''1il'iflili jil'ljI' ''jlli¡ ¡'¡"I""" '" 

~ a ~ w ~ M ~ ~ ~ 

QUM:D1B, e 

ID ' .0 • .0 '.0 5.0 1.0 B.O 

CROMA TOGRAMA 5: Reacción de la rheina con la lacasa y el ABTS A) Tiempo cero de reacción (el pico 
del substrato se indica con la flecha). B) 15 horas de reacción. C) Blanco de Lacasa con ABTS. 
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CROMATOGRAMAS y ESPECTROS DE RMN Y MASAS DE LOS 
PRODUCTOS DE BIOCONVERSION DE ANTRAQUINONAS CON 
LAS PEROXIDASA DE S. angustifolia Y LA PEROXIDASAS DE 
RABANO PICANTE (HOSERADISH PEROXIDASE, HRP) 
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CROMATOGRAMA 6: Reacción de la rheina con la HRP: A) Tiempo cero de reacción. B) 30 minutos de 
reacción. 
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CROMA TOGRAMA 7: Reacción de la aloe-emodina con la HRP: A) Tiempo cero de reacción. B) 30 
minutos de reacción. 
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CROMA TOGRAMA 8: Conversión de la alizarina con la HRP: 1) Productos de reacción, 2) Pico de la 
antraquinona alizarina, 

CROMA TOGRAMA 9: Conversión de la purpurina con la HRP: 1) Productos de reacción, 2) Pico de la 
antraquinona purpurina. 

101 



oXr 
o 

I i 

ESPECfRO DE RMN-H DE ALIZARINA: Dobletes a Ii 7.23 Y 7.65 ppm para los protónes 3 y 4 Y un 
sistema AB para los protones 5,6,7 y 8. 
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ESPECfRO DE RMN DE CARBON DE LA ANTRAQUINONA ALIZARINA. 
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ESPECTRO DE RMN-H DE 3,3'-BIALlZARINA: sistema AB en 7.9 y 8.2 ppm, correspondientes a 
los protones 5,5',6,6',7,7' y 8,8' del dimero. Un singulete en 7.7 ppm correspondiente al H-4 y H-4' 
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ESPECTRO DE MASAS DE 3,3'-BIALlZARINA: presentá un ión molecular a 480, 
correspondiente al peso molecular del dímero de alizarina, y una posterior fragmentación 
de e/z 452, 424, 398, correspondientes a las perdidas CO y un pico de 240 
correspondiente al monomero de alizarina, 
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ESPECTRO DE RMN-H DE PURPURINA: Singulete a ó 6.6 ppm para el protón 3 y un sistema AB para los 
protones 5,6,7 Y 8. 
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ESPECTRO DE 3,3'-BIPURPURINA: sistema AB en 7.9 y 8.2 ppm, correspondientes a los protones 
5,5' ,6,6',7,7' Y 8,8' del dimero. 
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ESPECTRO DE MASAS DE 3,3'-BIPURPURINA: presenta un ion molecular a 510, 
correspondiente al peso molecular del dímero de purpurina, y una posterior fragmentación 
a 481, 453, 425, correspondientes a las perdidas CO y un pico de 256 correspondiente al 
monómero de purpurina. 
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CROMATOGRAMAS y ESPECTROS DE RMN Y MASAS DE LOS 
PRODUCTOS DE CONVERSION DE ANTRACENONAS CON LAS 
PEROXIDASA DE S. angustifolia Y LA PEROXIDASAS DE 
RABANO PICANTE (HORSERADISH PEROXIDASE, HRP) 
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ESPECTRO DE RMN-H DE LA QUINlZARIN ANTRACENONA. Singulete a 5.3 ppm para los protones 5 
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ESPECTRO DE CORRELACION HETERONUCLEAR (HETCOR) DE LA ANTRACENONA DE 
QUINIZARINA. 
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CROMA TOGRAMA 10: Conversión de la antracenona de quinizarina con la peroxidasa de rábano picante 
(HRP). 1) Pico del intemediario del dimero de quinizarina. 2) Producto principal: dímero de quinizarina. 3) 
Quinizarin-antracenona 4) Quinizarina. 
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CROMA TOGRAMAII: Conversión de la antracenona de la alizarina con la peroxidasa de rábano picante 
(HRP). 1) Pico del intemediario del dimero de Alizarina. 2) Producto principal: dímero de la alizarina. 3) 
Alizarin-antracenona. 
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