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RESUMEN

El estudio del Origen de la Vida se ha dividido principalmente en tres etapas: evolucion

quimica, evolucion prebiologica y evolucién biolégica.

El presente trabajo estd enmarcado en el contexto de la evolucion prebioldgica, en particular,
nos interes¢ estudiar el sitio de union de adenina, adenosina, AMP, ADP, ATP y poli A, como
ejemplos de purinas, y de uracilo, uridina, UMP, UDP, UTP y Poli U, como ejemplos de
pirimidinas, en montmorilonita de sodio a pHs de 2, 6 y 10, como una aproximacion para

entender el posible origen de la sintesis de polipéptidos molde - dirigida.

Nuestros resultados muestran 1) que la maxima adsorcién se lleva a cabo a pH acidos y que
ésta depende de la geometria del adsorbato y de su pKa; 2) que las purinas se adsorben mas
que las pirimidinas; 3) que los polimeros se pegan en las orillas del cristal, mientras que las
bases, nucledsidos y nucledtidos, lo hacen fundamentalmente en el espacio interlaminar,
aunque hay una fraccién que se pega en las orillas; y 4) que los mecanismos responsables de
la adsorcién son el intercambio iénico, las interacciones de van der Waals y los puentes de

hidrégeno.

Los datos obtenidos en este estudio apoyan la hipotesis, cada vez mas aceptada, de la
importancia de los microambientes para el Origen de la Vida.



NOTA:

Por un error que es sélo mio, se registro el titulode esta tesis con un término en
inglés: montmorillonita. Por razones administrativas, no fue posible hacer la correccion més
que en el contenido. La traduccion correcta en espafiol es monimorilonita .
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CAPITULO L

INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

El origen de la vida es estudiado por una ciencia multidisciplinana relativamente joven, cuyas
bases tedricas fueron establecidas de manera independiente por Oparin (1924) y Haldane
(1929). Ambos autores coincidieron en que los primeros organismos vivos eran heterotrofos
que se alimentaban de la materia orgénica producida abitticamente, cuyo agotamiento poste-

rior llevé a la aparicion de los primeros organismos autotrofos.

Anos después de la aparicion de estos manuscritos (Oparin, 1972), Oparin publicd una
sintesis de los principales postulados de lo que actualmente se conoce como la hipétesis de

Oparin - Haldane y que pueden enunciarse de la siguiente manera:

1. Aparicion de hidrocarburos, cianogenos y sus derivados en el medio interestelar y
en la Tierra Primitiva.

2. Sintesis abidtica de monémeros y polimeros en la Tierra Primitiva. Formacién de la
sopa primigenia.

3. Formacion de sistemas polimoleculares con separacién de fases y capaces de
interactuar con el medio ambiente. Formacion de los protobiontes.

4. Evolucion de los protobiontes. Desarrollo del metabolismo y de estructuras
moleculares y supramoleculares a partir de la evolucion prebiolégica. Formacion de

los eubiontes.

Las dos primeras etapas constituyen el periodo de evolucion quimica, que se define como una

serie de procesos fisicos y quimicos que explican la formacion abiotica de compuestos organi-
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cos de importancia bioldgica, antes del establecimiento de la vida. L.as dos ultimas etapas co-
responden a los periodos de evolucion prebiolagica y biolégica, en donde surgen la organiza-
cion espacial y temporal que caracteriza a los organismos vivos. Al final de la ultima etapa,

surge la evolucion bioldgica con la que empieza a operar la seleccion natural.

Los expenmentos de Miller y Urey en 1953 (Miller, 1953) para lograr la sintesis abidtica de
compuestos organicos de importancia bioldgica, bajo condiciones de la Tierra Primitiva, fueron
los primeros en demostrar que los postulados de la hipdtesis Oparin - Haldane podrian ser
abordados experimentalmente; ellos utilizaron una atmésfera reductora, basandose en el mo-
delo de Opann, pero actualmente muchos geoquimicos favorecen la existencia de una at-
masfera constituida principalmente por CO,, vapor de agua y nitrdgeno (Levine, 1982). No
obstante, representan el punto de partida de un sinnimero de investigaciones enfocadas a
resolver distintos aspectos dentro de este campo como son: el origen, naturaleza y evolucion
del Universo, naturaleza de la atmésfera primitiva, fuentes energéticas pnimitivas, sintesis de
compuestos orgdnicos bajo condiciones atmosféricas y energéticas diversas, formacion de
membranas, naturaleza de las primeras moléculas informacionales, fésiles y evolucion mole-
cular, entre otros. Como veremos mas adelante, aun quedan muchas preguntas sin respuesta.

Actualmente, el problema del ongen de la vida puede ser abordado desde dos perspectivas
diferentes: utilizando por un lado la informacién que tanto la evolucion quimica como la geolo-
gia pueden proveer acerca de las condiciones existentes en la Tierra Primitiva, que favorecie-
ron la formacion de las moléculas importantes para la vida, asi como sobre la edad de la Tie-
rra y de los fosiles mas antiguos; y por otro lado, utilizando la informacién de los organismos
actuales y de las técnicas de evolucion molecular que permitan inferir algunas de las caracte-
risticas de los organismos que precedieron al ultimo ancestro comun (Figura 1).
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Metandgenas

Halofilas
extremas

Cianobacterias Plantas

Flavobacterias Flagelados

Microsporidios

A\___ Ultimo ancestro coman

« Sintesis de proteinas con un
sélo factor de elongacion

« ATPasa primitiva no regulada

Thermotoga

I

Genomas de DNA

Origen de Ia sintesis
de proteinas

Mundo del RNA

3,800 m.a. Depésito de los sedimentos
de Isuakasia

3,900 m.a. Fin del bombardeo metedrico
en la superficie lunar

4600 m.a. Formacion del sistema solar

Figura 1. El arbol de la vida.
Modificado de Lazcano, 1986 y de Lazcano et al., 1992,

Sin embargo, todo este cumulo de informacion no ha sido suficiente para llenar el hueco
existente entre la sintesis abiética de las biomoléculas, la formacién de las membranas, y el

origen de las primeras células.

A partir del descubrimiento de las propiedades cataliticas del RNA (Altman, 1978; Cech, et al,,
3



1982), diversos autores propusieron que antes del mundo del DNA, hubo un mundo en el que
la molécula informativa y catalitica era el RNA (Aiberts, 1986; Gilbert, 1986, Lazcano, 1986).
Esta ultima actividad fue reemplazada posteriormente por las proteinas, las cuales hicieron
mas eficiente las propiedades de duplicacién e informacion del RNA (Figura 2). Asi pues, se
ha propuesto que existié un mundo dominado por el RNA y las proteinas, antes que el mundo
del DNA. Este desplazo al RNA como molécula informacional debido a varios aspectos: a) el
esqueleto fosfodiéster del DNA es méas estable en condiciones acuosas que el del RNA, debi-
do a la ausencia del hidroxilo en el carbono 2' del DNA, b) ausencia de actividad de edicion de
las RNA polimerasas que conduce a una mayor tasa de mutacion en genomas de RNA con
respecto a los de DNA, c) la informacion en el RNA puede degradarse por la tendencia de la
citosina a desaminarse a uracilo y por ia ausencia de enzimas correctoras, d) la radiacién UV
produce mas cambios fotoquimicos en el RNA que en el DNA de doble cadena (efecto hipo-

crémico) (Lazcano, 1986).

Existe sin embargo, un consenso generalizado respecto a que el mundo del RNA no surgi6
directamente de las moléculas sintetizadas abioticamente (Orgel, 1986; Joyce, et al., 1987,
Joyce, 1989), ya que hay varios factores que hacen dificil pensar en la posibilidad de tener
oligbmeros estables de RNA en la Tierra Primitiva. Entre ellos, podemos citar el bajo rendi-
miento en la formacion de ribosa a partir de la condensacién del formaldehido (Decker et al.,
1982), el bajo rendimiento en la sintesis de pirimidinas en relacién al de purinas a partir de
HCN (Ferris et al., 1978, 1979; Voet y Schwartz, 1982) y, en lo referente a la sintesis de oli-
goémeros de RNA molde - dirigida, la inhibicién cruzada por enantiémeros (Joyce et al., 1984)
(Figura 2).



TRANSCRIPCION

Céiuias con DNA de dobie cadens, RNAm y proteinas
Desarnoilo de mecansmos de reparacidn del ONA y de la
actividad de edicdn de las DMNA polimerasas

TRADUCCION

Células con genomas de RNA y proteinas
Origen de 1a RNA polimeresa ancestral
Qrigen de |a dasoximbosa, timina y DNA
pohmerasa

DUPLICACION

Encapsulamiento de moléculas de RNA
catalitico dentro de los liposormas

Origen de la reproduccion.

Primeras céluias con RNA

Surgimierto de las coenamas de pirding.

Sintesis prebidtica.

Formacion del sistema solar.
4,600 m.a,

Figura 2. Evolucién de los flujos de informacién en las células,
Tomado de Lazcano, 1986,



Esto ha llevado a pensar a varios autores (Spach, 1984; Joyce, et al., 1987) que el RNA fue
antecedido como molécula informacional y catalitica, por moléculas mas simples cuya caracte-
ristica principal es que en lugar de ribosa, presentan una molécula aquiral a la cual se le une
la base nitrogenada, con los grupos hidroxilo y fosfomonoéster necesarios para la formacion
del enlace fosfodiéster (aciclonucledsidos). Sin embargo, estos derivados también presentan
problemas en la polimerizacion molde dirigida, ya que tienden a ciclizarse. Esto puede evitarse
si los mondmeros se unen mediante un grupo pirofosfato en lugar del enlace fosfodiéster,
aunque la eficiencia de polimerizacién es menor (Visscher y Schwartz, 1990). Otro problema
muy importante a resolver con este tipo de moléculas, es el de determinar en qué momento se
da el cambio a moléculas de RNA, para lo que ayudaria el encontrar fosiles quimicos con este

tipo de estructuras aciclicas.

1.2 PARTICIPACION DE LAS ARCILLAS EN LA QUIMICA PREBIOTICA.

Otra posible solucion al problema de la polimerizacién molde - dirigida seria la presencia de
catalizadores en el medio de reaccion. Bermal fue el primero en proponer en 1951, que las ar-
cillas pudieron haber tenido un papel importante en la catalisis de las reacciones prebibticas,
al servir como agentes concentrantes en los océanos primitivos, que orientaron a las molécu-
las durante las reacciones, y protegieron a los productos adsorbidos de la degradacion.

Las arcillas fueron de los minerales mas importantes en la quimica prebiética debido a la rela-
cion superficiz - volumen relativamente grande, a sus propiedades cataliticas y a su amplia
distribucién geolégica (Anderson y Banin, 1975), ademas de que fueron muy abundantes en
sedimentos que datan del Arqueano (Qdin, 1986). De acuerdo a una posible secuencia, las
zeolitas aparecieron primero y por estados hidrotermales subsecuentes y procesos diagenéti-
cos a bajas temperaturas, se originaron las demas familias de minerales arcillosos (Garrels y
Mackenzie, 1977, Anderson y Banin, 1975). Se ha visto también que las arcillas son muy
abundantes en condritas carbonaceas de 4,500 millones de afios de antigiiedad (Nagy, 1975),
por lo que se puede afirmar que estos minerales han sido ubicuos, tanto en tiempo como en

espacio, a lolargo de la historia de nuestro planeta.
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1.3 PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LAS ARCILLAS.

Las arcillas son sedimentos de origen natural cuyas particulas miden menos de 4 micras
(Dunbar y Rodgers, 1979) y que forman parte de la familia de los filosilicatos. Estan com-
puestas por silice, aluminio y agua, y cantidades apreciables de otros elementos alcalinos. Mi-
croscpicamente, una arcilla esta formada por unidades organizadas en platos paralelos api-
lados uno encima de otro. Cada plato a su vez, esta formado por dos unidades. La primera,
tiene dos capas de atomos de oxigeno o hidroxilos, con atomos de aluminio, hierro +2, o hie-
rro +3, 0 magnesio en el medio. Cada atomo metalico esta situado al centro y equidistante a 6
atomos de oxigeno, en forma de un octaedro (capa octaédrica). La unidad estructural mas
pequena contiene tres octaedros. Si todos estos octaedros presentan cationes en el centro, la
lamina se clasifica como trioctaédrica; si sélo hay dos ocupados y uno vacante, como dioctaé-
drica. En la segunda unidad, se encuentra un atomo de silicio en el centro, equidistante a 4
atomos de oxigeno o de hidroxilos, que forman un tetraedro (capa tetraédrica). Esta unidad
continta en Ias dos direcciones del plano y en una tercera direccion, formando paquetes des-
de 2 hasta 15 unidades, llamadas tactoides o cuasi-cristales. El niimero relativ6 de capas te-
traédricas y octaédricas varia en las diferentes arcillas (estructura primaria); esta caracteristi-
ca, asi como la carga y el tipo de superficie interlaminar sirven de base para su clasificacion
en ocho grandes grupos: 1) serpentina - caolinita, 2) talco - pirofilita, 3) esmectita, 4) vermicu-
lita, 5) micas, 6) micas fragiles, 7) cloritas, 8) sepiolita - plagiorskita. La division en subgrupos
se hace con base en la composicién quimica y en la geometria de la superposicion de las la-
minas individuales con las interldminas. En la montmorilonita (que es un tipo de esmectita, y
que ha sido muy utilizada en experimentos de simulacion prebidtica) la proporcion de capas
tetraédricas y octaédricas es de 2;1 (Bailey, 1986).

Las montmorilonitas presentan un espacio entre una unidad 2:1 y otra, llamado espacio in-
tersticial o interlamelar, en el que se encuentran naturalmente, cationes libres como Na', K',
ca® o Mg”, en ese orden de abundancia (Rao et al., 1980). La distancia basal de dicho es-

pacio, determinada mediante difraccion de rayos X y medida de la base de la capa tetraédrica
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de una unidad 2:1 a la base de la capa tetraédrica de la siguiente unidad, puede medir cerca
de 10 A en una montmorilonita totalmente colapsada, y se puede expander por la entrada de
agua, otros cationes inorganicos o moléculas polares, hasta 240 A (Anderson y Banin, 1975).
Esta capacidad de expansion de la arcilla con la entrada de agua, es lo que le proporciona
plasticidad y una gran capacidad de adsorcion en areas extensas, que en el caso de las

montmorilonitas es de 500 a 760 m%g (Lazlo, 1987).

Otra propiedad importante de las arcillas, es lo que se denomina substitucién isomorfica de los
iones metalicos localizados en el centro de las capas tetraédrica y octaédrica, o en ambas
(estructura secundaria). Asi, el Si** puede ser sustituido por AlI*’, P o Fe'? en la capa tetraé-
drica y el Mg'?, Fe'?, Zn'%, Ni*?, Li’ y otros, pueden sustituir al AI" en la capa octaédrica. Estas
substituciones crean un desbalance eléctrico, con una carga neta negativa en las unidades
estructurales que se mantiene en toda la escala de pH. Asi, las arcillas pueden catalizar reac-
ciones quimicas, via la formacion de sitios acidos de Bronsted o de Lewis en su superficie.
Los sitios acidos de Bronsted se forman por la presencia de protones que ocupan sitios de
intercambio en la superficie, o por la disociacién de moléculas de agua, asociadas con catio-
nes intercambiables. Mientras mayor sea la relacion carga - radio del cation, mayor sera tam-
bién la acidez de Bronsted del ion hidratado. Una arcilla fuertemente é&cida, presenta un pH
aproximado de 2 y por lo tanto es capaz de protonar bases muy débiles, como la urea. Un de-
cremento en el contenido de agua de la arcilla, aumenta la acidez de Bronsted, probable-
mente porque incrementa la polarizacion del metal sobre 1as moléculas de agua residuales.

Los sitios &cidos de Lewis se pueden presentar en las orillas de la arcilla, en donde los catio-
nes metalicos estan disponibles para la aceptacion de electrones por parte de un ligando, o
ellos mismos pueden funcionar como sitios de Lewis si son aceptores electronicos. El agua
contribuye a la acidez de Lewis por solvatacion de los aceptores electronicos potenciales, por
lo que ésta debe eliminarse para crear sitios de Lewis disponibles (Pinnavaia y Mortland,
1986). Estos sitios estan distribuidos mas o menos aleatoriamente en cada capa con regiones
de alta y baja densidad. Asimismo, la ruptura de enlaces en las orillas de las arcillas y la expo-
sicion de hidroxilos estructurales, contribuyen a la carga electrostatica total en la arcilla, que
es compensada por la presencia de los cationes intersticiales en el espacio interlamelar, que
pueden ser intercambiados con otros cationes metdlicos (estructura terciaria). Esta capacidad
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de intercambio cationico se mide en miliequivalentes por gramo © por 100 gramos. Lo mismo
se observa en el caso de los aniones, cuya adsorcion es mas debil ya que se pegan en las

oiillas del cristal (Mosqueira et a/., en prensa) (Figura 3).

0
Exchangeable Cations
- poH

C Axis

| S,
| e by A
| Muinuilmieeom.zm&ao,smzo

4
L3
R

Figura 3, Estructura de la Montmonlonita

La adsorcion de una molécula organica en una arcilla se puede llevar a cabo mediante fuer-
zas jon - dipolo en las superficies de la-arcilla, por fuerzas de van der Waals o porpuentes de
hidrégeno. También, se pueden formar complejos con los contraiones del espacio intedame-
lar, o si lamolécula esta ionizada, puede experimentar un intercamblo catiénico o anidnico con
los contraiones presentes naturalmente. Asl, los cationes orgdnicos grandes, tienden a adsor-
berse en |a arcilla por debajo de su capacidad de intercambio catibnico (Swartzen - Allen y



Maztijevic, 1974).

Es importante hacer notar el ambiente altamente cido que selocaliza en |a interfase arcilla -
ageua, Esto es debido al gran campo electrostatico que se forma entre los cationes intersticia-
les yla capa anionica, que provocan que las moléculas de agua se polarizen tanto que se di-
socian, De esta manera, la relacion entre moléculas de iones hidronio y de agua es seis orde-
ne=s de magnitud mayor que en el resto del agua, por 1o que se obtiene un pH de 1 aproxima-

da rnente, enesta zona de la arcilla (Fripiat y Cruz - Cumplido, 197 4).
1.8 EXPERIMENTOS DE ADSORCION CON ARCILLAS.

Cc>mo se menciond anteriormente, la participacion de las arcilas en la quimica prebidtica fue
sis gerida por primera vez por Bemal en 1951. Desde entonces, se han desarrollado diversos
r=xbajos experimentales en los que se han empleado a las arcilas; a) como catalizadores pa-
@ lasintesis de mondmeros de imporancia bioldgica; b) como superficies de adsorcion para
fa-<lilar tas interacciones entre diferentes mondémeros y ¢) para promover las reacciones de
cc>ndensacion de mondémeros adsorbidos para formar polimeros, o bien, para promover la du-
pl & catidrn molde dirigida de &cidos nucléicos (Ponnamperumaet ai, 1982).

E o primer caso, podemos citar €l trabajo de Yoshino et al, (1971), en el que usaron
2 ontmorilonita, una mezcla de gases formada por Hy, CO y NHj y calor como fuente de ener-
g1 a3y se obtuvieron diferentes aminoacidos proteinicos; o el trabajo de Shimoyama et al.
(71 978), en el que utilizaron descargas eléclricas en una mezla de CHy y N, en presencia de
meonimorilonita de sodio suspendida en agua y obtuvieron diferentes aminoacidos proteinicos
y noproteinicos, algunos en mezclas racémicas. De la misma manera, se han logrado sinteti-
Zar dgunas bases nucleotidicas y azucares. Tales son los trabajos, por citar sélo algunos, de
HEaney etal. (1971) que sintetizaron citosina, uracilo y acido cianurico a partir de CO,, NH3 y
;0 en presencia de caolinita; y el de Gabel y Ponnamperuma (1967) que mediante el reflujo

ck e formaldehido con caolinita, formaron triosas, tetrosas, penlosas y hexosas.

e entre los trabajos en los que se han empleado a las arcllas como superficies para la ad-
Ssorion de monoémeros, se encuentran el de Friebele et al. (1980), de Shimoyama y Ponnam-
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peruma (1980), entre otros, en los que los autores hacen un analisis sobre el mecanismo de
adsorcion de aminoacidos a pH bajos. También existen estudios sobre la adsorcion preferen-
cial de compuestos biologicos y no bioldgicos en arcillas (Friebele et al., 1981 a y b; Bailey,
1963).

De los estudios existentes sobre la adsorcion de péplidos y proteinas en arcillas (McLaren et
al., 1958, Armstrong y Chesters, 1964; Albert y Harter, 1973), Ponnamperuma ef a/. (1982)
concluyen que los puntos mas importantes de estos trabajos relacionados con la evolucion
quimica, son los siguientes: 1) los péptidos de mayor tamano se adsorben mas facimente que
los pequeiios, 2) la adsorcion es mayor a un pH cercano al punto isoeléctrico de! péptido o la
proteina y 3) las arcillas tienen una gran capacidad para adsorber péptidos y proteinas y se
expanden para incorporar capas dobles de las macromoléculas en el espacio interlamelar.

Con respecto a la adsorcion de bases pdricas y pirimidicas (que es de nuestro particular inte-
rés), y sus respectivos derivados - nucledsidos y nucledtidos - en arcillas, hay una gran canti-
dad de trabajos en los que las condiciones experimentales son muy diversas, de esta manera
se dificulta la comparacion de los resultados asi como el planteamiento de mecanismos posi-
bles de adsorcion. A continuacion, se presentan los puntos mas importantes de algunos de
elios.

Lailach et al., (1968 a) realizaron un estudio sobre la adsorcidn de purinas, pirimidinas y sus
nucledsidos en montmorilonitas de Na', Li‘, Mg** y Ca®* a pH de 2 a 12 y con una concentra-
cién de nucledtidos de 1mM. Sus principales conclusiones son:

1. Las montmorilonitas de Na' y Li* se comportan de manera similar entre ellas, al igual
que las de Mg" y Ca®.

2. En las montmorilonitas de sodio y litio, el uracilo, la timina y sus correspondientes
nucledsidos, no se adsorben a pH de 1.7 a 11.

3. La adsorcion de las moléculas organicas depende de varios factores: a) el pH de las
soluciones, b) la naturaleza de las moléculas (basicidad y constitucion molecular) y
¢) los cationes inorganicos intercambiables.

4. Cuando el pH de la solucion es menor que el pKa de la molécula orgénica, la

montmorilonita se protona porque los cationes interlaminares son substituidos por
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protones y asi se forman compuestos neutros, como la RH-montmorilonita (donde R
es el compuesto organico).
5. A una concentracion alta de protones,se reduce la adsorcion de compuestos orga-
nicos, sobre todo en las montmorilonitas de sodio vy litio.
6. Cuando el pH es mayor que el pKa y menor a 7, se producen reacciones de inter-
cambio catidnico:
X-mont. + RH' <----> RH-mont. + X’ o
X-mont. + H* <-u> H-mont. + X
o reacciones de adsorcion:
H-montm. + R <----> RH-mont.
aunque el pH en el espacio interlaminar puede ser equiparable al pKa debido al alto
grado de disociacion del agua en esta zona, aln cuando el pH de la solucion esté dos
unidades por arriba del pKa.
7. Si el pH es mayor a 7, la montmorilonita se encontrara casi totaimente asociada a su
catiény la adsorcion sera el mecanismo que impere:
X-mont. + R <---> RX-mont.
8. La adsorcion también puede estar influenciada por la basicidad, el tamano y estruc-
tura estérica de la molécula, su caracter aromatico o no, y la coexistencia de estructu-
ras de resonancia.
9. Mientras mas basicos sean los compuestos, habra un decremento en su adsorcion a
pH altos.
10. Los compuestos arématicos se adsorben mas que los no aromaticos, tal vez por la
interaccién entre los electrones Pi de los cationes aromaticos con la capa de oxigenos
de los silicatos, o por la deslocalizacién de cargas posilivas en una area extensa.
11. El tamaiio es importante en la adsorcién, en donde operan fuerzas de van der Wa-
als sobre todo en el caso de moléculas polares grandes.
12. Probablemente la principal razén de que no se adsorban los nucleésidos, es debi-
do a que son moléculas no planares (aunque comparando con sus respectivas purinas
o pirimidinas, se esperaria una mayor adsorcion).
13. La adsorcion de las purinas y pirimidinas es mayor con montmorilonitas monova-

lentes que con divalentes.
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En el mismo ailo, los autores realizan otro estudio, bajo las mismas condiciones experimenta-
les pero con montmorilonitas de cobre, calcio, cobalto y niquel (Lailach et al. 1968b) y conclu-
yeron que:

1. La adsorcion de purinas, pirimidinas y sus derivados en montmorilonitas de Co y Ni

a pH menor a 6 y en montmorilonita de Cu a pH menor a 3, es similar que con la

montmorilonita de calcio, y se lleva a cabo basicamente por procesos de intercambio

catiénico.

2. En un intervalo de poco acido a ligeramente alcalino, la adsorciéon es debida a la

formacién de un complejo entre los cationes inorganicos con las bases y sus deriva-

dos, y decrece en el orden Cu> Ni> Co> Ca,

3. La adenina se adsorbe fuertemente pero no asi el uracilo.

4. En la adenina, parecen formarse complejos bidentados entre los nitrogenos 3 y 9

con los metales de las montmorilonitas de Co, Niy Cu.

5. Estas montmorilonitas y la de calcio, presentan un grado similar de adsorcion con

los nucledsidos guanosina, inosina, citidina y adenosina (en ese orden) a pH menor de

5, donde el principal mecanismo de adsorcidn es el intercambio cationico.

6. La diferencia en la adsorcién entre la adenina y la adenosina puede deberse a qUé

el nitrogeno 9 en esta Ultima, se encuentra unido al carbono 1' de la ribosa, y por lo

tanto no esta disponible para participar en la adsorcion con la arcilla.

7. En la montmorilonita de Fe* la adsorcion de la adenosina parece llevarse a cabo por

medio del grupo amino o del N-1.

8. A pH acidos, la adsorcion depende principaimente del intercambio catidnico. Al au-

mentar el pH, la formacién de complejos con los cationes inorganicos se vuelve el prin-

cipal mecanismo de adsorcion.
Al afio siguiente, Lailach y Brindley (1969) estudiaron la coadsorcion de purinas y pirimidinas
en montmorilonitas de sodio y calcio en un intervalo de pH de 1 a 6. Observaron que la adeni-
na se adsorbe en un 100% en las montmorilonitas de sodio y calcio a pH 2, y a pH 6 en un
90% y que la adenina ocupa un 55% del lugar disponible en el espacio interlaminar de la arci-
lla. En contraparte, la timina y el uracilo no se adsorben a pH mayor a uno, pero en presencia
de adenina, se coadsorben probablemente por medio de puentes de hidrégeno entre las ba-
ses (diferentes a los del tipo Watson y Crick) de manera horizontal y no por un apilamiento
vertical como proponian Ts'o y colaboradores (1963).
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En lo que se refiere a los estudios sobre la adsorcion de nucledtidos en arcillas, Burton y
Neuman (1971) midieron la adsorcion de AMP, ADP y ATP en apatita a pH 5.4 y demostraron
que ésta aumenta con el nimero de fosfatos presentes en la molécula. La carga negativa de
los fosfatos y los sitios positivos en la superficie de la apatita, son los causantes de la adsor-

cion.

En 1980, Edelson y Lawless encontraron que el 5'-AMP se adsorbe poco en bentonita de so-

dioapHentre5y7.

En este mismo afo, Lahav y White (1980) obtuvieron el mismo resultado que Edelson y La-
wless, pero con caolinita de sodio; ademas demostraron que en los polinucleétidos, mientras

mayor sea la cadena, mayor es la adsorcion.

En 1980, Graf y Lagaly publicaron la adsorcion de ATP, ADP y AMP en diferentes arcillas:
montmorilonita, beidelita, ilita, caolinita y cuarzo. Se utilizaron concentraciones de los diferen-
tes nucledtidos de 1.6 x 10°M en NaCl 0.1M a un pH entre § y 6, se mezclaron con las dife-
rentes arcillas unos segundos en el vortex y se dejaron en contacto 25 minutos. Los autores
encontraron que para cualquier arcilla de las estudiadas, el ATP se adsorbe mas que el ADP y
éste mas que el AMP, aunque el grado de adsorcién varia en las diferentes arcillas, Estos re-
sultados los atribuyen a que en el AMP, por ser la adenosina un grupo voluminoso, afecta el
intercambio aniénico entre los sitios de intercambio en la arcilla con los fosfatos del nucleétido,
debido a un impedimento estérico. Asi, mientras mas lejos esté el fosfato terminal de la ade-
nosina (como son los casos del ADP y del ATP), la probabilidad de desplazamiento de los OH-

de los iones Al-O- en la arcilla por los fosfatos, es mayor.

Asimismo, observaron que si se trata a la montmorilonita de sodio con difosfato de sodio, an-
tes de adsorber los nucleédtidos, aumenta la tasa de recuperacion de los mismos de 0 a 38%
cuando se lavan las arcillas con agua o amortiguador Tris hirviendo, para provocar la desor-

cion.

En todos estos estudios, el interés primordial de los autores es explicar el o los mecanismos
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por los cuales se adsorben las bases puricas y pirimidicas, asi como sus derivados en dife-
rentes tipos de arcillas. A pesar de que las condiciones experimentales y el tipo de arcillas va-
rian muchas veces de un trabajo a otro, de todos ellos se puede concluir que la adsorcion es
dependiente del pH y que a pH acidos el intercambio catidnico es el mecanismo mas impor-
tante. A pH neutro, 1a transferencia proténica es la que provoca la adsorcion y a pH basicos, la
adsorcion se lleva a cabo por medio de las interacciones con metales inorganicos o metales
de transicion en las superficies de la arcilla. El tamario y la forma de las moléculas determina
parcialmente el grado de adsorcidn, las purinas son las que mas se adsorben, con respecto a
las pirimidinas. En las moléculas mas grandes, las fuerzas de van der Waals son mayores,
aunque también puede existir un impedimento estérico para su adsorcion,

A principios de la década de 1980, Ferris y su grupo enfocaron sus investigaciones al estudio
de la adsorcién de bases puricas y pirimidicas y sus derivados, en montmorilonitas homoiéni-
cas, de sodio, zinc o cabre, con el propdsito de ver el efecto del tipo de ion en la adsorcion y
utilizaron amortiguadores para mantener constante el pH, coma el PIPES (4cido piperazin-
N,N'-bis-2-etanosulfonico), el HEPES (acido N-2- hidroxietilpiperazin-N'-2-etanosulfénico) y el
MES (acido morfolin-N-2-etanosulfonico). Ademas, otro de los objetivas de estos investigado-
res es estudiar el papel de las arcillas como catalizadores prebidticos para la formacion de
oligébmeros, o en la polimerizacién molde - dirigida de mononucleétidos con base en la interac-

cién montmoarilonita - polinuciedtide,

En uno de estos trabajos (Ferris y Hagan, 1986), se estudia la union de AMP a la montmorilo-
nita de Zn*, en presencia y ausencia de PIPES y HEPES 0.2 M. Los autores observaron que
la adsorcion es mayor cuando esta presente cualquiera de los amortiguadores, que en su au-
sencia, o que se ve refiejado en los valores de las distancias medidas por difraccion de rayos
X del espacio interlaminar, que corresponden a entre 53 y 15 A, para el primer caso, y de
12.8 A, en el segundo. Esto lo explican por mediode un modelo, en el que se forma un com-
plejo entre los iones de Zn** con el PIPES, en diferentes orientaciones en el espacio interlami-
nar, que contribuye a la adsorcion del AMP en esta zona (esto es, que se da un fenémeno de

coadsorcion).

En un estudio posterior (Ferris,st al., 1989a) sobre la adsorcion de nucledtidos y polinucledti-

15



dos en montmorilonita de sodio y cobre, en presencia de PIPES 0.2M y electrolitos como NaCl
0.2M y MgC,, 0.075M, los autores publican que la union de los derivados de adenina a la
montmorilonita de sodio crece en el siguiente orden: 5-AMP, 3-AMP, 5'-ADP < adenosina <
purina, adenina. En el caso de los derivados de la citosina, que se unen menos fuertemente
que los de adenina, el orden es el siguiente: 5-CMP < citidina < citosina. El uracilo y sus den-
vados también presentan una union menos fuerte que en el caso de los correspondientes de-
rivados de adenina.

Cuando se utilizé montmorilonita de cobre, el AMP presento una unioén mas fuerte que la ade-
nosina y lo mismo se observo para el UMP y la uridina, con lo que se demostro que el ion es
otro factor importante para la union de los nucleétidos. Asimismo, los homopolimeros de RNA
(poli U y poli C), presentaron una unidn fuerte a las montmorilonitas de cobre y sodio, que se
incrementa en presencia de MgCl,, por fo que no solo la fuerza idnica sino también la presen-
cia de iones divalentes son importantes. Al aumentar el pH y la temperatura, la unioén disminu-

ye.

Al estudiar la unidn de mononucledtidos a complejos de arcilla - polinucledtidos, observaron
una dependencia térmica mucho mayor en la union del 5'-AMP al complejo arcilla - poli U, con
respecto a la observada en la arcilla sola, lo que indica una union del tipo Watson - Crick entre
el AMP y el poli U, el cual debe unirse a la arcilla via el grupo fosfato o mediante los hidroxilos
de la nbosa, mas no por interaccion del anillo del uracilo. Esta misma dependencia térmica se
observé en la unién entre el 5'-GMP con el complejo arcilla - poli C.

En ese afio, los mismos autores publicaron otro trabajo sobre el papel de la montmorilonita de
sodio y de cobre en la catalisis de la formacion de dimeros de 5'-AMP, en presencia de car-
bodiimida soluble (EDAC) como agente condensante (Ferris ef al., 1989b). Los productos que
contienen el enlace fosfodiéster se forman a diferente fuerza iénica, pH y temperatura, cuando
se utiliza montmorilonita de sodio como catalizador, mas no cuando se usa montmorilonita de
cobre. Un pH 4cido es esencial para la formacion del enlace fosfodiéster en presencia de car-
bodiimida. De esta manera, proponen que dos monémeros de 5-AMP proximos entre si se
unen a la superficie de la arcilla por medio de los grupos amino de las bases, de manera que
quedan libres los grupos fosfato y OH- para que se lleve a cabo el enlace fosfodiéster. Los
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protones necesarios para la reaccion mediada por carbodiimida, entre los grupos fosfato y
OH- de moléculas de 5'-AMP proximales, son provistos por 1a arcilla, por lo que mientras mas

sitios &cidos hayan en |a arcilla, la catalisis es mayor.

Como vemos, en este tipo de estudios se utilizan arcillas con diferentes iones intercambiables
para hacerlas cataliticamente mejores, asi como amortiguadores para mantener constante el
pH durante las reacciones. Sin embargo, si se quiere evaluar el posible papel de las arcillas en
la quimica prebidtica, se debe tomar en cuenta la abundancia relativa de los diversos tipos de
minerales arcillosos, asi como su existencia natural en la Tierra Primitiva. En cuanto al tipo de
amortiguadores usados en estos experimentos, es muy poco factible que hayan estado pre-

sentes durante la etapa de evolucidn quimica.

Al considerar toda esta informacion, nos planteamos el siguiente objetivo,



OBJETIVO

El presente trabajo esta enmarcado en el contexto del origen de la vida, en particular, en la
etapa de evolucion prebioldgica. Como ya se mencion6, existen una gran cantidad de trabajos
de investigacion tendientes a dilucidar las posibles condiciones que dieron origen a la sintesis
de polimeros en la Tierra Primitiva. Sin embargo, las condiciones experimentales utilizadas en
cada uno de ellos, son muy diversas. Nosotros pensamos que si podiamos determinar el sitio
de union de los componentes de los acidos ribonucléicos a la arcilla, esto permitiria vislumbrar

un posible panorama prebiotico para la sintesis de polipéptidos en ausencia de enzimas.

Por esta razon, nuestro objetivo fue realizar un estudio sistematico de la adsorcién de adenina
(purina) y uracilo (pirimidina) y sus correspondientes derivados de ribosa en montmorilonita de

sodio.

Los objetivos particulares, fueron 1) determinar el o los sitios de pegado de las diferentes es-
pecies a la arcilla, mediante técnicas analiticas como son espectroscopia de ultravioleta, con
la que se puede cuantificar el grado de adsoicion; espectroscopia de infrarrojo y la difraccion
de rayos X, que contribuyen a la identificacion del sitio de adsorcidn del compuesto quimico a
la arcilla. Asimismo y para poder discernir con mayor precision el sitio de unién, 2) bloquear
selectivamente a las arcillas, ya sea en el canal, con hexadecil- timetilamonio (HDTMA), o en
las orillas, con fosfatos, antes de llevar a cabo los estudios sobre adsorcion.

De esta manera se espera tener un panorama mas claro sobre la interaccién de los nucleéti-
dos con las arcillas que permita, en trabajos posteriores, comprobar la factibilidad de un mo-
delo matematico (Mosqueira, 1979) que propone que a partir de un polinucleétido adsorbido
en una superficie como una arcilla, al cual se le unen por complementaridad pequerios oligo-
nucledtidos con un aminoacido pegado, se puede lograr la sintesis de polipéptidos en ausen-
cia de ribosomas y enzimas, por el aprovechamiento de las propiedades cataliticas de las arci-

llas.
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CAPITULO 1.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.1 MATERIALES

Todo el matenal de vidrio utilizado se lavé con una mezcla de acido nitrico y acido sulfinco en
caliente, posteriormente se enjuagé con agua destilada y finalmente se calentdé en una mufla

a 500 °C durante una noche.

La arcilla (montmorilonita de sodio SWy-1) se obtuvo de Crook Caunty, Wyoming, E.U.A. Su
capacidad de intercambio catidnico se determiné en el Instituto Mexicano de! Petréleo y fue de
101 meq Na'/100 g de arcilla. Se esterilizé en una autoclave a 2 Kgf/cm? durante 20 minutos,

El agua bidestilada se desionizé en un sistema Je agua ultrapura Milli-Q Plus Millipore y
posteriormente se esterilizd en una autoclave a 2 Kgf/cm? durante 20 minutos.

La adenina, adenosina, AMP, ADP, ATP, poli A, uracilo, uridina, UMP, UDP, UTP, poli U,
hexadeciltrimetitamonio (HDTMA) y el polifosfato de sadio, fueron obtenidos de SIGMA, de la

mas alta catidad encontrada,

2.2 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE LAS BASES NUCLEOTIDICAS Y SUS
CORRESPONDIENTES DERIVADOS DE RIBOSA.

Todas las soluciones se prepararon a partir de una solucién de KOH 1 x 10° M, hecha con el
agua bidestilada, desionizada y estéril, para facilitar la disolucion de las bases.

Con base en la capacidad de intercambio catiénico determinada para la arcilla utilizada, y con
el fin de no saturarla, se decidio trabajar a una concentracion de 1 x 10° M para el caso de las
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bases nucleotidicas (adenina y uracilo) y sus correspondientes nucleésidos y nucleétidos, y de
~ 1 x 10* M para sus correspondientes poliacidos, ajustando el pH a 2, 6 6 10 con HCl o

NaOH concentrados.

2.3 DETERMINACION DEL PICO MAXIMO DE ABSORBANCIA A pH 2, 6 Y 10 Y DEL
COEFICIENTE DE EXTINCION MOLECULAR DE CADA UNO DE LOS COMPUESTOS
UTILIZADOS A LOS pH MENCIONADOS.

Para cada compuesto, se preparé una "solucion madre". De ésta, se tomaron alicuotas para
preparar soluciones a 3 diferentes concentraciones: 1 x 10° M, 0.2x 10°*My 1 x 10* M a cada
uno de los tres pH, que se ajustaron con HCI concentrado o NaOH concentrada, en un

potenciémetro LSX Sargent Welch.

Para determinar el pico maximo de absorbancia de cada compuesto, se hizo un barnido desde
300 hasta 200 nm de las soluciones a las tres concentraciones mencionadas a pH 2, como
blanco se usé una solucion de KOH 1 x 10° M ajustada a pH 2, mediante un graficador
acoplado al espectrofotémetro Perkin Elmer 50S UV-Visible. Este mismo procedimiento se

sigui6 para los otros dos valores de pH.

Una vez obtenida la absorbancia maxima promedio de las tres concentraciones para los dife-
rentes pH, ésta se us6 para determinar el coeficiente de extincion molecular (e) de cada com-
puesto a cada pH, mediante la ecuacion de Lambert y Beer, con ayuda del programa LOTUS.
Este ¢ fue utilizado para calcular la cantidad de compuesto adsorbido a la montmorilonita, me-
diante la diferencia en absorbancia de cada compuesto en solucion, con y sin arcillas (Figura
4ay4b).
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figura 4a Determinacion del pico maximo de absorbancia para adenosina
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figura 4b. Graficas experimental y tedrica.
2.4 EXPERIMENTOS DE ADSORCION.

Se tomaron 3 mi de cada solucion a los diferentes pH y se agregaron a 100 mg de arcilla este-
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rilizada, se agitaron en un vorex durante aproximadamente un minutc para homogenizar la
suspension y se dejaron en agitacidn constante a 120 rpm durante 15, 30, 45 y 60 minutos.
Algunas muestras se dejaron por periodos mayores de tiermpo, pero aproximadamente a los
30 minutos, se llego al valor maximso de adsorcidon y no cambié apreciablemente con el tiempo.
Al cabo de cadauno de estos interwalos (15, 30, 45, 60 minutos), las muestras se centrifuga-
ron a 40,000 rpm durante 30 mimyulos en una ulracentrifuga Beckman XL-90 en el rotor
sw50.1, que nos fue facilitada enel Depto. de Biologia Molecular del Instituto de Investigacio-
nes Biomédicas, UNAM. El sobretadante (diluido 1:4) se utilizd para calcular a cantidad de
compuesto adsorbido a la arcilla mediante la diferencia en la absorcién UV antes y después
de agregarla montmorilonita. El precipitado se seco en una estufa a 60 °C durante una noche
y se pulverizd para ser analizado posteriormente por rayos X y espectroscopia de infrarrojo
(en ese orden). Todos los expenme rytos se hicieron, al menos, por duplicado.

2.5 EXPERIMENTOS DE ADSO&RRCION EN PRESENCIA DE ARCILL.A TRATADA CON
HDTMA.

Se prepararon soluciones de hexadedltimetilamonio en etanol, para tener 1y 0.1 meg/meq
de la capacidad de intercambio calic nico de la arcilla (Boyd et al., 1988). Estas soluciones se
dejaron en agitacion continua a 12G rpm durante 48 horas a temperatura ambiente, después
se cenltrifugaron en la ultracentrifuga a40,000 pm durante media hora, el precipitado se secé
en una estufa a 60 °C durante unan oche y se analizé por difraccion de rayos X.

Esta arcilla fratada, se mezclé durante media hora con soluciones de adenina, adenosina,
AMP, uraciloy UMP 1 x 107 M y solasciones de poli A y poli U aproximadamente 1 x 10°M a
pH 2, se centifugaron y analizarond e ia misma manera que las otras muestras.

2.6 EXPERIMENTOS DE ADSORCIONDE ADENINA'Y POLI A EN PRESENCIA DE ARCILLA
TRATADA CON POLIFOSFATOS, .

Se prepard una solucion de polifesfato de sodio 0.01 M y 0.05M y se mezclé con la arcilla
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(Lyons, 1964), se centrifugd y secd y se mezcld con soluciones de adenina 1 x 10° M, se
ajusté el pH a 2 y de poli A aproximadamente 1 x 10 M a pH 6 a diferentes tiempos, se cen-
trifugaron y analizaron por espectroscopia de UV, de IR, y por difraccion de rayos X, como las

otras muestras.

2.7 MEDICION DE LA DISTANCIA INTERLAMINAR DE LA ARCILLA PARA CADA
MUESTRA, POR DIFRACCION DE RAYQS X.

La arcilla seca obtenida después de cada experimento, se analizé en el difractémetro de rayos
X Siemens D5000, de radiacion filtrada CuKa, en el instituto de Geologia, UNAM, para deter-
minar si los compuestos bajo estudio estaban interaccionando en el canal interfaminar, para
comparar el valor de esta medicion en la arcilla natural, con el valor de la arcilla mezclada con

los diferentes compuestos.

2.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO.

Las muestras se analizaron primero por difraccion de rayos X, y luego en el espectro de infra-
rrojo Perkin Elmer 783 en el Instituto de Geologia, UNAM. Adicionalmente, se utilizé un es-
pectro de infrarrojo Perkin Elmer 500FTIR en conexién con un accesorio de atenuacion total
de refraccién (ATR), que permite hacer un andlisis de infrarrojo Unicamente en la superficie de
la arcilla, y mediante el programa IRDM de Perkin Eimer se pudieron manipular los datos para

amplificar las regiones de interés.
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figura 5. Diagrama de flujo de los procedimientos experimentales.
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RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTOS DE ADSORCION

Con el fin de conocer el grado de adsorcion de cada uno de los compuestos estudiados a la
arcilla, se analizaron las diferentes muestras a los 3 pH y a los diferentes tiempos por espec-
troscopia de UV a la longitud de onda que se determiné para cada uno de los compuestos.
Como se observa en la Tabla |, la mayor adsorcion ocurrio a pH 2, por lo que los experimentos
subsecuentes se realizaron a este pH. Asimismo, observamos que a los 15 minutos de inte-
raccion entre la arcilla y las especies estudiadas, se alcanzé un pico de adsorcion que se
mantuvo practicamente constante hasta los 60 minutos (figura 6).

PURINAS Y SUS DERIVADOS

EN MONTMORILLONITA DE SODIO EN MONTMORILLONITA-HDTMA
o o . GPOll Al 100 aPoli A
L
s
80-}- Adenina 80-1-
§ o
O 60-1- 5 604
o 0
Adenina
2 404 *app| 4 40- . o
< ATP | <
2 TAMP |
20 20-] . . ,\%f
) @ A
T AMP
0 ] 0- R
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
TIEMPO (min.) TIEMPO (min.)

Fig. 5. Porcentajes de adsorcion de Purinas en Arcilla Natural y en Arcilla tratada con HDTMA, a pH2.

25



TABLAI

Porcentaje promedio de adsorcion de los compuestos estudiados a los tres valores de pH.

pH 2 pH 6 pH 10

PURINAS

Pali A 100 35 0
Adenina 98 0
AMP 30 0 0
Adenosina 25 10 0
ATP 8 0
ADP 0
PIRIMIDINAS

Paly U 87 2 0
Uracilo 30 25 0
Uridina 23 3 0
UMP 10 2 0
ubP 0 0
uTp 0 0

3.2 EXPERIMENTOS DE ADSORCION EN PRESENCIA DE ARCILLA TRATADA CON
HDTMA.

EI HDTMA es un compuesto anfipatico con una cabeza polar y un esqueleto hidrofobico de 16
carbonaos, razén por la cual se adsorbe en el canal interlaminar. Los datos de difraccion de ra-
yos X muestran un ensanchamiento del espacio interlaminar en la arcilla tratada con HDTMA
(14.28 y 15.44 A) respecto a la arcilla sola (ver Tabla 1l). Este hecho, asi como el andlisis por
espectroscopia de infrarrojo, nos dio la pauta para poder discemir el sitio de union de los dife-
rentes compuestos a la arcilla, asi como el grado de adsorcion de cada uno, a los diversos si-
tios en la arcilla (figura 6),
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TABLA L.
Efecto del adsorbato sobre la distancia del espacio intertaminar de la Montmorilonita de sodio

Adsorbato pH Distancia basal (A)*

Arcilla natural 11.24

HDTMA 2 14.28 15.44

Fosfato (0.01M) 6 11.24

Fosfato (0.05M) 6 1.1

Adenina 2 12.26 16.21

HDTMA + adenina 2 14.25 '16.66
Fosfato + adenina 2 11.74 12.53

Poli A 2 12.72 13.18

HDTMA + poli A 2 14.04

Fosfato + poli A 2 11.16 11.68

Adenosina 2 11.16 12.29 14.96

HDTMA + adenosina 2 14.80 15.94

AMP 2 11.58 12.28 14.08 16.27
HDTMA + AMP 2 13.98 15.58 16.51
Uracilo 2 12.56

HDTMA + uracilo 2 11.84 12.58 13.78

UMP 2 11.22 13.01 14.32

HDTMA + UMP 2 14.34 14.90 15.96
Poli U 2 14.09 15.81

HDTMA + poli U 2 14.04 15.47

* Distancias basales medidas por difraccién de rayos X.

Asi podemos ver que se observa siempre un pico alrededor de los 14 A en los compuestos
que se adsorbieron sobre la arcilla tratada con HDTMA, lo que indica un ensanchamiento del
espacio interlaminar debido al HDTMA y también se registran otros picos debidos a la adicion
causada por los compuestos anadidos.

En la Tabla Ili , podemos ver que las bases nucleotidicas y sus correspondientes nucledsidos,
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se adsorben principalmente en el canal interlaminar, aunque también hay una fraccion que se
adsorbe en la superficie; los nucledtidos se adsorben en general poco, pero sobre todo en el
canal interlaminar; y en el caso de los poliacidos, éstos se encuentran adsorbidos casi en un
100% en la superficie de la arcilla. Cabe aclarar que en el caso de los nucleétidos, las diferen-

cias en adsorcidn entre ellos, son muy pequenas y la dispersion de los datos es grande.

TABLA lil.
Porcentaje de adsorcion de las bases nucleotidicas y sus derivados en los diferentes sitios de

la arcilla a pH 2.

Compuesto Adsorcion en el canal Adsorcion en otros sitios Adsorcién total
Adenina 60 40 98
Adenosina 72 28 25
AMP 68 30 30
ADP 56 44 5
ATP 70 30 10
Poli A 9 91 100
Uracilo 80 20 30
Uridina 23
UMP 10
ubP

uTP 0
Poli U 25 7.5 87

3.3 EXPERIMENTOS DE ADSORCION DE ADENINA Y POLI A EN PRESENCIA DE ARCILLA
TRATADA CON POLIFOSFATOS.

Para cuantificar el grado de adsorcion de las bases, nucledtidos y polidcidos en la superficie de la
arcilla, se traté a ésta con una solucién de polifosfato de sodio 0.01 M y 0.05 M y luego s& mezclo
con la solucion de adenina 1 x 10-3M pH 2 y con poli A 1x 10-56M a pH 6.

Con estos experimentos, asi como con los de la arcilla tratada con HDTMA, pudimos discemir el
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sitio de union de los compuestos a la superficie de la montmorilonita. Algunos de estos resultados
se encuentran resumidos en la Tabla Il, en donde puede verse que la arcilla trntada con fosfatos
desarrolla una distancia basal igual a la de la arcilla natural, lo que indica que éstos no entran al
canal, simplemente debido a una repulsion de cargas. Lo mismo sucede cuando ademas se
agrega adenina o poli A, aunque en estos casos se observan unos picos adicionales que
commesponden a los que desarrollan cada una de estas moléculas con la arcilla no tratada.

3.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO.

Mediante el analisis de los espectros de inframrojo y con el accesorio ATR, que analiza a los
compuestos en su superficie, se observo que la vibracion de alargamiento en 3625 cm’ que
comresponde al Si-OH de las capas tetraédricas, no cambié de frecuencia, forma o intensidad
con ninguno de los compuestos estudiados. En contraste, la banda que comresponde a los OH
superficiales en 3460 cm™, aparecid siempre en la misma frecuencia, pero mas ensanchada y
con intensidades variables en los diferentes sistemas con respecto a la arcilla natural. Este
ensanchamiento es debido al alargamiento del grupo N-H de las bases en 3415-3450 cm'y al

OH asociado a la ribosa en los nucledsidos, nucledtidos y polimeros.

Otra banda importante que mostré cambios con el proceso de adsorcion, es la vibracion fuera
del plano del grupo Si-O en 1045 cm' que presentd corimientos de 5-10 cm” con algunos
compuestos, mds no con adenina o adenosjna. Por otro lado, la banda que corresponde al
grupo fosfato en 1740-1600 cm (Bellamy, 1975), asi como la banda del grupo HOH de la ar-
cilla, presentaron un ensanchamiento, un corrimiento a frecuencias mas altas y una menor
intensidad, en comparacion con el espectro de la arcilla sola. Otras bandas que se asocian a
la vibracién de alargamiento de P-O en 1231 cm™ y la de P=0 en 1375 ¢m”, confirmaron la
adsorcién de los compuestos fosfatados en la superficie de la arcilla. Este dato se apoya tam-
bién en los estudios que se realizaron envenenando a la arcilla con polifosfato de sodio (es
decir, saturéindola con la solucién de fosfatos previo a su tratamiento con algunos de los com-
puestos estudiados), en los que resultados preliminares demuestran un decremento en la ad-
sorcién de los polimeros en relacién a la adsorcién en la arcilla natural. Conla técnica de
ATR, la vibracion Si-OH desaparece o es muy débil (Tabla IV).
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TABLA IV
Bandas principales de infrarrojo de los complejos arcilla - compuesto organico

Complejo Frecuencia (en cm’)
Montmorilonita de sodio 1,118 1,168 916 881 840
Montmorilonita - HDTMA 1,118 1,168 916 884 850
Montmorilonita - fosfatos 1.148 1,165 918 881 850
Montmorilonita - adenina 1,123 1,168 918 887 853
Montmorilonita - HDTMA - adenina 1,125 1,175 918 881 846
Montmorilonita - fosfatos - adenina 1,138 992 877 B48
Montmorilonita - uracilo 1,126 1,170 919 881 849
Montmorilonita - HDTMA - uracilo 1,120 1,168 917 888 849
Montmorilonita - adenosina 1,118 918 890 840
Montmorilonita - AMP 1,118 1,175 918 887
Montmorilonita - HDTMA - AMP 1,118 1,175 918 881
Montmorilonita - ADP 1,118 1,168 918 887 849
Montmorilonita - HDTMA - ADP 1,118 1,175 918 893 850
Montmorilonita - ATP 1,120 1,181 918 881
Montmorilonita - HDTMA - ATP 1,125 1,175 918 881
Montmorilonita - UMP 1,120 1,168 920 870 840
Montmorilonita - UTP 1,112 1,168 918 887 849
Montmorilonita - poli A 1,123 1,169 917 882 848
Montmorilonita - HDTMA - poli A 1,122 1,167 918 887 848
Montmorilonita - fosfatos- poli A 1,120 1,171 915 881 847
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS

Aclualmente existe una gran cantidad de trabajos expenmentales sobre la sintesis abidtica de
biomoléculas bajo diferentes condiciones tanto atmostéricas, como de fuentes energéticas y
de precursores; sin embargo, aun quedan muchas preguntas sin respuesta, entre ellas, los
mecanismos bajo los cuales se pudieron formar los diferentes biopolimeros a partir de los mo-

noémeros que los constituyen.

Como ya se mencion6 en la introduccion, Bernal fue el primero en 1951, en proponer que las
arcillas pudieron haber tenido un papel importante en la quimica prebiética, debido a su apari-
cion temprana en la Tierra, amplia distribucién, capacidad catalitica, y como agentes concen-
trantes, lo que pudo contribuir en la auto - organizacién de los biomondémeros, mediante su
adsorcion en la superficie del mineral, para formar sus correspondientes polimeros,

A principios de los 1970, se publicaron varios trabajos en los que se usaba a las arcillas como
catalizadores para |a sintesis abidtica de los biomonomeros (Yoshino ef al., 1971; Poncelet et
al, 1975). Unos ainos antes, el grupo de Lailach (1968 a y b; 1969) publicd sus resultados so-
bre la adsorcién de purinas, pinmidinas y sus nucledsidos, en minerales arcillosos. Estos ulti-
mos trabajos, se pueden considerar como el punto de partida de una serie de investigaciones
conducentes a dilucidar los mecanismos de la interaccién entre diferentes biomoléculas
(aminoacidos, péptidos, proteinas, bases nucleotidicas, nucledsidos, nucleétidos, oligonucled-
tidos y acidos grasos) con las arcillas.

En todas estas investigaciones, el tipo de mineral arcilloso y las condiciones experimentales
utilizadas son muy diversas, lo que dificulta la comparacion de resultados y por lo tanto, la po-
sibilidad de llegar a alguna conclusién. Sin embargo, se han logrado entender algunos de los
mecanismos que promueven la adsorcién tanto de los aminoacidos como de las bases nu-
cleotidicas, a las arcillas. Estos se encuentran resumidos en la revision de Ponnamperuma et

al., 1982 y que a continuacién se enumeran:
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1. La adsorcién es dependiente del pH, y es el intercambio catidnico el mecanismo mas
importante a pH bajos.

2. Latransferencia de protones juega también un papel importante a pH acidos y neutros.

3. La adsorcion de bases nucleotidicas a pH altos, puede llevarse a cabo a través de las
interacciones de aquéllas con metales inorganicos o de transicion en la superficie de la
arcilla. Para esto, es importante considerar el cardcter aromatico de las bases, que pue-
de promover asociaciones selectivas por medio de estructuras de resonancia con kos
cationes.

4. Laforma y tamaio de las moléculas es determinante para la cantidad de adsorcién: con
moléculas grandes, las fuerzas de van der Waals seran mayores, y por tanto, también la
adsorcion, pero también puede inhibirse debido a causas estericas.

5. El grado de adsorcion de una molécula depende del pKa del compuesto, del pH de la
solucién, y del cation inorganico presente en la arcilla.

6. Las puninas se adsorben en mayor grado que las pirimidinas; a esto se fe ha atribuido
que, por ser mas grandes las purinas, las fuerzas de van der Waals son mayores y hay
mas adsorcion. Ademés, los nucledsidos y nucledtidos se adsorben menos que las ba-
ses nucleotidicas, porque al ser éstas Ultimas planares, se pueden intercalar en el espa-

cio interlaminar.

En lo que se refiere a la adsorcién de nucledtidos, Graf y Lagaly en 1980, publicaron que el
AMP se adsorbia menos que el ATP, en varios tipos de arcillas y silicatos, mientras que Qdom
et al. (1979) mostraron que el ADP se adsorbia mas que el AMP en bentonitas y caolinitas de

sodio, calcio y magnesio.

También en 1980, Lahav y White propusieron que las arcillas podrian servir en la produccién
de oligbmeros en condiciones prebiéticas 0 como moldes para la duplicacion de acidos nucléi-

cos, con la ayuda tal vez, de un péptido catalitico.

En 1988, Femis y su grupo presentan evidencias experimentales sobre la adsorcién de homo-
polimeros de RNA en montmorilonita de sodio y la unién de mononucleétidos a éstos, por
puentes de hidrégeno tipo Watson - Crick, en presencia del amortiguador PIPES, para mante-
ner el pH constante. Al afio siguiente, publicaron otro trabajo en el que presentan la dimeriza-
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cién de 5'-AMP en presencia de arcillas y de carbodiimida, como agente condensante. Como
se menciond en la introduccion, los trabajos de Ferris con arcillas son numerosos, pero a dife-
rencia del presente estudio, en muchos casos utilizan arcilias que no se encuentran natural-
mente, como las montmorilonitas de zinc (Ferris y Hagan, 1986) o de cobre (Femis et al.,

1989a), y amortiguadores que dificilmente pudieron haber estado presentes en la Tierra primi-

tiva.

Con el fin de tener condiciones experimentales que se acercaran mas al tipo de ambiente y
condiciones existentes en la Tierra primitiva, se decidié a) trabajar con montmorilonita de so-
dio, porque el sodio es el catién intercambiable mas abundante en las arcillas contempora-
neas (Grim y Guven, 1978), y seguramenie también en las arcillas primitivas; b) trabajar en
ausencia de cualquier amortiguador; y ¢) usar tres valores de pH: 2, 6 y 10, para tener datos
reproducibles que permitan hacer comparaciones con otros trabajos similares e inferencias
sobre el tipo de Interacciones que se llevana cabo entre las arcillas y las bases nuclectidicas

y sus derivados,

A partir de nuestros datos, nosotros observamos al igual que otros autores (Lailach et al,
1968 a y b; Lailach y Brindley, 1969; Odom et al,, 1979; Lahav y White, 1980), 1) que la ad-
sorcién depende del pKa del compuesto organico y de su estructura, asi como del pH de (a
solucion; 2) que las purinas se adsoben mas que las pirimidinas; 3) que a pH acidos la adsor-
cibn es mayor que a pH neutros o alcalinos; 4) que el intercambio iénico es el mecanismo
principal en la adsorcion, aunque las fuerzas de van der Waals son muy significativas, sobre

todo en compuestos planares grandes.

Como ya se menciond, la mayor adsorcién para todos los compuestos fue a pH 2. Sin embar-
go, las diferencias en adsorcion enlre ellos no puede ser atribuida al pKa, ya que como se ve
en el apéndice 1, todos tienen pKa muy similares y a pH 2 se encuentran protonados; las
fuerzas de van der Waals, la unién por medio de los grupos fosfato, o por el enface de hidré-
geno, podrian ser una explicacion a este fendmeno. Es importante considerar que, sobre todo
en la adsorcion que se lleva a cabo en el canal, el tamario y la geometria de la molécula, son

determinantes.
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Es faclble: pensar que los compuestos fosfatados seun=anala arcilla en dos sitios: en las ok
llas posiliv as del cristal, mediante los grupos fosfato, yer— elcanal, por medio de los grupos N-
H de lasb>bases nitrogenadas.

La ideade Oparin y Haldane de que la vida se habia oicz inado a partir de la gran sopa primiti-
va yaun ©Hneutro o cercano ala neutralidad, se haide transformando sobre todo con expe-
rimentos para la sintesis de compuestos a partir de dcZ os de hidratacién-deshidratacion de
pequefios cuerpos de agua (Lahav y White, 1980) y con 3o0s datos que existen sobre las con-
diciones extremas de pH y lernperatura que imperan en 3astroneras submarinas (Segerer et
al.,, 199)). Eneste sentido, nuesliros resultados pueden = poyar laidea de que la vida proba-
blementes & origind en microambientes en los que exisia unpH &cido.

Finalmenle.. este trabajo puede servir de base para com gorobar la factibilidad de un modelo
matemalico para la sintesis de polipéptidos en condicione s prebidticas (Mosqueira, 1979), en
el que sepropone que las arciilas pudieron servir comomes ide para la adsorcién de un polime-
ro de RNA, aicual se le pegarian por complementaridad de2 base's, pequerios oligonuclettidos
asociadosa los aminoacidos. Asi, conociendo el sitio de =adsorcidn y Ia forma como se unen

los polimero-s ala arcilla, se podriaevaluar la posibilidaddes una sintesis de polipéptidos molde
- dirigida.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El objetivo principal del presente trabajo, fue el de realizar un estudio sistematico sobre la ad-

sorcion de la adenina (purina) y de uracilo (pirimidina) con sus correspondientes nucledsidos,

nucledtidos y polidcidos en montmorilonita de sodio a 3 valores de pH, y bajo condiciones ex-

perimentales que asemejaran un ambiente prebidtico. Esto, con el propdsito de poder identifi-

car el tipo y el sitio de las interacciones que se llevan a cabo entre ambos componentes, como

un primer paso necesario para entender como pudo haber surgido a sintesis de polipéptidos a

partir del mundo de! RNA.

Las principales conclusiones que se derivaron de este estudio son las siguientes:

1.
2.
3

Las purinas se adsorben mas que las pirimidinas.
L.a adsorcién es mayor a pH acidos.
La fuerza i6nica y el pH de la solucién, el tamario, la forma y el pKa de las moléculas, son

determinantes en €l grado de adsorcion a la arcilla.

. A pH 2, y de acuerdo a los valores de pKa de las moléculas, todas se encuentran protona-

das, por lo que pueden pegarse ala  arcilla (que también esta protonada a ese pH) me-
diante diversos mecanismos, como son por fuerzas de van der Waals, enlaces de hidng-
geno o por medio de los grupos fosfato, en el caso de los nucleétidos y los poliacidos.

A pH 6, la mayona de las especies estan neutras o cargadas negativamente y se pegan
muy poco o no se pegan al canal, que se encuentra cargado negativamente. Sin embargo,
es posible que algunos de los compuestos se peguen en las orillas de la arcilla, que pre-

senta una carga positiva,

. A pH 10, todas las especies tienen una carga negativa y por ende, no se pegan al canal ni

ehla orilla.

. En general para todas las especies estudiadas, en el canal se obtuvo el mayor grado de

adsorcion, alin cuyo éste fue bajo, con excepcion de la adenina, adenosina, uracilo y uridi-

na. Los polimeros se pegan basicamente en las orillas del cristal,

. A pH 2, el orden de adsorcion para las purinas, fue el siguiente: adenina = poli A > adeno-
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sina > AMP > ATP > ADP. En el caso de las pirimidinas, el orden de adsorcién fue el mis-

mo que con las purinas, con la excepcidn del UTP que no se adsorbid nada.
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APENDICE 1

Estructuras quimicas y valores de pKa de algunos de los
compuestos estudiados
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Abstract. Clay minerals are considered necessary to the process of chemical
evolution due to their properties, ancient origin and wide distribution. To extend
the knowledge of their role in prebiotic times, the adsorption sites of adenine,
adenosine, AMP, ADP, ATP, Poly A, uracil, uridine, UMP, UDP, UTP and Poly U on
sodium montmorillonite are evaluated. X-ray diffraction, ultraviolet and infrared
spectroscopy studies indicate that some of these molecules enter into the
interlamellar space while others are attracted to the edge of the clay crystals.
Monomers are adsorbed essentially in the interlamellar space, whereas polymers
prefer adsorption along the crystal edges. Such behavior is discussed in terms of
local pH and pKa of the adsorbate, as well as from the standpoint of van der Waals
interactions.

1. Introduction

The relevance of mineral surfaces in understanding the origin of
life was discussed by Bernal (1951) and Cairn-Smith (1966). Several
studies were published on the relationships between prebiotic
molecules and clay surfaces (Rao et al., 1980). Special attention
was given to the adsorption of nucleic acid bases and their
corresponding derivatives on mineral surfaces, particularly on
montmorillonite, measuring adsorption and the influence of pH,
other molecules, the ionic strength, degree of polymerization, and
other variables. These studies showed the extension of the
adsorption process under different conditions, without going into
the details on the sites of adsorption or the orientation of the
adsorbate molecules on the clay surface.

aTo whom correspondance should be addressed.



The present work attempts to stablish the specific adsorption
site of purines, pyrimidines and their corresponding derivatives on
Na-montmorillonite, by selectively blocking available sites on the
edges or the interlamellar space of the clay crystal with other
molecules.

2. Experimental

The montmorillonite used as a substrate to anchor the organic
molecules was Na-montmorillonite from Crook County, Wyoming U.S.A,
clay mineral standard SWY-1. The clay was sterilized by autoclaving
at 2 kgf/cm® pressure for 20 minutes. Its cation exchange capacity
was 101 meq Na'/100 g. Nucleotide bases and its corresponding ribose
derivatives, sodium polyphosphate, and hexadecyltrimethyl ammonium
bromide (HDTMA) were reactant grade, from Sigma Chemicals. Water
was deionized in a Milli~Q Plus Millipore Ultra Pure Water System,
and sterilized by autoclaving at 2 kgf/cm® for 20 minutes. KOH 10~
M was used in the preparation of the nucleotide solutions.The
glassware was washed with a hot mixture of sulphuric and nitric
acids, rinsed thoroughly and laid overnight in the oven.

The fraction of organic molecules adsorbed on the clay surface
was calculated from the extinction coefficients (€), determined by
measuring the wavelength in the ultraviolet region for maximum
absorbance at phs of 2, 6 and 10, wusing a Perkin-Elmer
spectrometer, in the range from 200 to 300 nm. pHs were measured
with a LSX Sargent-Welch pH meter. A Beckman XL-~90 ultracentrifuge
in a sw 50.1 bucket-rotor was used to separate the fine-particle
solids from the liquid phases.

Changes in the 1interlamellar space of montmorillonite
resulting from intercalation of the adsorbed molecules were
recorded by X-ray diffraction spectroscopymeasuring the (001)
reflection of the clay. A D5000 Siemens diffractometer was used,
with filtered CuKa radiation, at 26 angles from 2 to 15°, on fine-
powder oriented specimens. Infrared spectrometry served to
characterize hydration in the clay, the adsorbed organic molecule
and the site of adsorption, using a Perkin-Elmer double beam
spectrometer operated at a scanning speed of 1000 cm'/min from 4000
to 2000 cm? and at 500 cm’!/min between 2000 and 200 cm’}, and a
Perkin-Elmer 50 Fourier spectrometer with attenuated total
reflection and IRDM software.
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1. Sample preparation and Adsorption on Montmorillonite.

Nucleotide solutions 1 x 10° M and polynucleotide solutions 2 x 107
M were prepared adjusting pH at 2, 6, and 10. Three ml of each
solution were added to 100 mg of sterilized clay, vortexed to
Facilitate solution and left in constant agitation for periods of
15, 30, 45, or 60 minutes. The mixture was centrifuged afterwards
for 25 minutes and the supernatant liquid diluted to a 1:4 ratio
for UV spectral measurements. The amount of nucleotide adsorption
to montmorillonite was calculated from the difference in the UV
absorption before and after adding montmorillonite. The experiments
were run in duplicate all cases. The solids sedimented after
centrifugation were dried at 60°C 24  h, prior their
characterization by X-ray diffraction. For the IR analysis, 2 mg of
reacted clay were mixed with 100 mg of dried KBr and pressed into
discs.

2. Interaction of Nucleotides and Polynucleotides with HDTMA-
Treated Clays,

Na-montmorillonite was dispersed in solutions of HDTMA in ethanol
to have cation exchange capacities of 1 and 0.1 meq of the clay
(Boyd et al., 1988). The mixture was shaken 48 h at 25°C,
centrifuged, and the solid fraction dried at 60°C 24 h. This clay
was subsequently used with some of the adsorbates to estimate the
extent of adsorption within the blocked interlamellar space of the
clay. The analysis was performed as indicated previously.

3. Interaction of Adenine and Poly A with Polyphosphate-Treated
Clays.

Solutions of sodium polyphosphate (0.0l and 0.05 M) were added to
the clay as per known techniques (Lyons, 1964; Muljadi et al.,
1966). The phosphate-reacted montmorillonite was subsequently mixed
with adenine (1 x 10 M) or poly A (~ 2 x 107 M), reacting for
various periods of time and centrifuging the solids afterwards.

3. Results and Discussion

a. X-ray diffraction studies.

The unreacted partially dried Na-montmorillonite is characterized
by a low-intense broas peak that extends from 9.65 to 13.20 A, with



low-intensity reflections at 11.24 and 11.63 A and a second less
intense reflection at 24.27 A. HDTMA adsorbed on the clay moves the
basal reflection to 14.28 A, with weak reflections at 15.44 and
17.30 A. Considerations of the dimensions of the HDTMA molecule
suggests that it is most possibly oriented parallel or inclined to
the interlamellar space. Na- montmorillonite reacted with 0.01 M
and 0.05 M phosphate solutions did not show any displacement of the
basal distances of 11.37 and 11.11 A that characterize the
unreacted clay, confirming that the phosphate molecule does not
enter into the negativel charged 1interlamellar space. Weak
reflections at 27 and 29 K coincide with those of the original

untreated clay.

Adenine displaces the basal space to 12.26 A, with weak
reflections at 15.21 and 27.82 A, indicating that adenine is
adsorbed in the interlamellar space of the clay with parallel
orientation as would be expected from the size and planar form of
the adenine molecule. Addition of adenine on top of HDTMA further
expands to 16.66 A the basal reflection, meaning that some adenine
molecules are kept in the free sites left by the HDTMA molecules.
Addition of adenine on top of phosphates develops the same basal
space as adenine alone (Table I).

Uracil added to Na-montmorillonite, or added on top of HDTMA
or of phosphate expands the (001) basal clay space to 12.56 A,
suggesting that different orientations can be adopted. Purine and
pyrimidine nucleotides (AMP, ADP, ATP, UMP, UDP and UTP) displace
the basal space from 12.5 to 13.5 A (Table I). Poly A shifts the
space to 12.72 and 13.18 A, with a low intensity peak at 20.82 A,
and to 14.04 A with HDIMA and minor peaks at 20.53, 23.19 and 27.66
A. Poly U displaces the basal spacing to 11.84 and 12.58 A with
minor low intensity peaks at 16.72 and 20.5 A, and to 14.04 and
minor peaks at 15.47, 17.04 and 20.5 A when added on top of HDTMA;
additional phosphates do not move the basal space.

The X-ray data confirms that some molecules enter into the
interlamellar space of montmorillonite but some other molecules,
particularly the polymers, are not capable of penetrating the
space, possibly because of their bulky size, and are adsorbed on
the external surface of the clay crystal. This is confirmed by IR
data, which shows shifting and increase intensity of the 0-Al-0
absorption band at 1124 cm? when phosphate-bearing compounds
interact with the Al** at the lateral surface of the clay crystal.
Reflections at ~12 A in the diffraction patterns of poly A and poly
U could be caused by contaminations of their respective nucleotide
bases. The peaks observed at ~20 A are water molecules, or ethanol
molecules in the HDTMA-treated clay.



TABLE I, Effect of adsorbates on the basal space of Na-
montmorillonite.

b, Infrared spectra.

The characteristic OH stretching absorptions at 3625 cm™ and 3460
cm? are assigned to Si-OH stretching vibration and to adsorbed
water. This 1s supported by spectra obtained using the ATR
accessory for the FTIR, which suppreses the latter band. The low-
frequency is broad in the reacted clays, more than it is in the
untreated montmorillonite, extending from 3415-3450cm™, due to the
N-H stretching from the base and to the oxhydriles associated with
the sugar moiety in nucleosides, nucleotides and polymers. In some
spectra are noted as small shoulders. Other bands assigned to the
purine/pyrimidine moiety like the 1604 cm™ bending vibration of the
NH, group, and the 1532 cm! absorption of the imidazole ring were
not observed in the clay-organic complexes. Two small bands at 2704
and 2688 cm’! were assigned to Al(Mqg)-OH and Al-OH. Water bending
at a frequency of 1630 cm! showed in all reacted clays. The bands
at 920, 880, and 840 cm' assigned to OH associated with Al, Fe'’ and
Mg'* were quite small (Russell et al., 1970, Russell and Fraser,
1971 and Heller-Kallai, 1975), and increased in intensity with
adsorption of some molecules. These bands appeared in the spectra
taken with the ATR accessory and showed small modifications due to
the adsorbate.

The 5i~0 out-of-plane vibration centered at 1045 cm™* was
narrowed and shifted by 5 to 10 cm? with various adsorbates.
Adenine and adenosine did not displaced the Si-0 vibration, but
compounds that have phosphate groups did and new bands appeared.
The absorption centered at 1740-1600 cm’' stems from phosphate
stretching vibrations (Bellamy, 1975). This band and the HOH band
at 1640 cm! appeared broader, less intense and shifted to higher
frequencies. The band at 1231 cm™', though of low intensity,
confirms the P-0O stretching. At 1375 cm™! appeared the P=0 band.
These bands showed that the adsorbate interacts with the clay
surface. Increasing concentrations of the bases does not affect the
IR pattern,

The IR spectra show that bases, nucleosides and nucleotides
are adsorbed essentially in the interlamellar space of
montmorillonite, while poly A and poly U are adsorbed on the edges
of the clay crystal, where Al"’ interacts with the phosphate groups
of these molecules. Because there is local deficiency of charges,
Al (Mg)-OH groups can be negatively charged and interact with
protonated adenine at the crystal edges Some of the infrared bands
of several studied compounds are shown in Table II,
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TABLE II. Principal IR bands of the clay - organic compounds
complexes,

C. Adsorpticon Experiments.

The adsorption data of adenine and its derivativres, as prototype of
purines, anc uracil and its derivatives, fort.e pyrimidines, are
indicated in figure 1. Pyrimidines were adsorbecd to a lesser extent
than the pur-ines.

Three pHs were used in the adsorption stud.Zes. At pH 2, a 1 X
10 ® M solut ion of adenine is 93% adsorbed; at ol 6 the adsorption
decreases to 38% and at pH 10 decreases to 2& %, For poly A, the
same trend ds observed and the mean adsorptio n changes abruptly
from 99% at pHl 2 to 5% at pH 6 and 0% ads orption at pH 10.
Pyrimidines behave similarly, adsorbed to a lezssser extent. Uracil
is adsorbed about 30% at pH 2, 14% at pH 6 and is not adsorbed at
higher pH va lues. Poly U is adsorbed 40% atp= 2, 2% at pH 6 and
null at p{ 1 0,

Fig. 1. Percent adsorption of purines and thelr derivatives on Na-
montmorillon ite and on Na-montmorillonite/HDMAa, at pH 2.

The adsorption trend is explained in tems=s of pH and pKa. As
the pH of the system changes, the relative prop =tions of the ionic
species of the adsorbate molecule also changed according to their
pKa. This is possibly because the molecules a=—sorbed have a net
positive chaxrge at pH 2, where the main adsorpti-onmechanism is one
of ionic interchange, although other mechanisn= may contribute as
well,

d. Adsorption experiments in the presence of lIl> TA.

Cation excharxge occurs when n-primary aliphatic ==anines, like HDTMA,
react with Na-rontmorillonite. The salt formo =f the organic base
may be regarded as a substituted ammonium sal®= that changes the
hydrophilic nature of clay to organophilic.

When the HDTMA-clay is mixed with a solit=ion of the bases,
nucleosides and nucleotides, the adsorption dec reases relative to
the unreacted clay (Table III and Figure 1). The adsorption of poly
acids on HD TMA-montmorillonite is slightly Jess than on the
unreacted clay (Table III and Figure 1).

Lagaly and Weiss (1969) were able to correl=ate charge density,
length of the alkyl chain in the amine and swe Ziling in water. In
the present case, nontmorillonite with a laye=r charge of 0.33

6
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swells in water only if the chain is larger than eight carbon
atoms. This swelling causes that the alkylammonium ions in the
interlamellar channel block active groups from the clay, hindering
adsorption of bases and nucleotides. When the active sites are
occupied by HDTMA, only part of the adenine is adsorbed, at the
edges or in the interlamellar channel. If less alkyl amonnium salt
is used and free active sites are left, more adenine is adsorbed.
A similar behaviour is observed for nucleosides and nucleotides.

TABLE III. Adsorption of nucleic acid bases and their derivatives
on clays at pH 2.

e. Adsorption experiments in the presence of phosphates.

Polyacids are bonded to the edges of the clay and sides of the
montmorillonite crystal, through phosphate groups. The hypothesis,
was tested on phosphate-treated clay. The adsorption of phosphate
ions has been associated with the crystal edges (Muljadi et al.,
1966;Lyons, 1964). It has been suggested that the exchange of the
phosphate ions with OH on the >AlOH edge is the simplest mechanism
for phosphate adsorption (Muljadi et al., 1966), which may be
represented by equation 1:

> AlOH + H.PO;” =----=--- > AlH,PO, + OH (1)

Polyphosphate poisoned Na-montmorillonite adsorbs at pH 2 less
adenine (57%) than unreacted clay (93%). It confirms with the
adsorption on HDTMA-clay experiment, in which about 40% of adenine
remains bonded to the clay, but not in the active sites of the
interlamellar space. Preliminary results indicate that in poly A
the adsorption changes from 5 % to 0% at ph 6

A group of reactions was carried out in the normal manner with
the exception that montmorillonite was poisoned with polyphosphate.
Na-montmorillonite poisoned with polyphosphate adsorbs at pH 2 less
adenine (57%) than unreacted clay (93%). The result agrees with the
adsorption in the HDTMA-clay experiment in which about 40 % of
adenine was still bonded to the clay, but not in the active sites
of the interlamellar channel. Preliminary results showed that in
poly A adsorbed on phosphate-montmorillonite, the adsorption
changed from 5% to 0% at pH 6. The data confirm that poisoning on
the edges of clay crystal decreases the adsorption of polyacids and
monomers. In consequence, there appears to be extensive involvement
of crystalline edges, in addition to the active sites from the
interlamellar space.



4. Conclusions

Clay minerals were formed abundantly in early geological times
(Reynolds Jr., 1988) and have a wide distribution. They have heen
considered of importance to chemical evolution, because of their
catalytic properties and the adsorptive surfaces that present to
the organic molecules relevant in preblotic chemistry. Many
experiments sustain these qualities, in which the conditions used
are diverse, and in some cases they do not reflect the probable
environment present in the primitive Earth.

The adsorption of nucleotide bases and its corresponding
derivatives on Na-montmorillonite were studied at three different
pH values. The data obtained coincides with other authors (Lailach
et.,al., 1968 a, b; Lailach and Brindley, 1969; Odom et.al., 197S;
Lahav and White, 1980). Purines adsorb more extensively on
montmorillonite than pyrimidines. The maximum adsorption occurs at
acidic pHs. It is known that the ionic force of the solution, the
size, shape and pKa of the molecules, among other factors, are
important in determining the degree of adsorption on the clay.
Nevertheless, at pH 2 where species are protonated, the pKa cannot
be taken into consideration to explain differences 1in the
adsorption. At pH 6, most of the species are neutral or negatively
charged and are not adsorbed into the negatively charged
interlamellar space. At pH 10, the species are negatively charged
and not adsorbed.

Most of the species studied are adsorbed on the interlamellar
space, but the degree of adsorption is low except for adenine,
adenosine, uracil and uridine. The nucleotides are adsorbed in the
interlamellar space and on the crystal edges. In contrast, polymers
are adsorbed at the crystal edges. This is shown by the slight
differences between HDTMA-treated clays and natural clays with
respect to the phosphate-treated clays, in which the adsorption was
smaller.

The maximum adsorption takes place at acidic pHs. The order of
adsorption at pH 2 for the purines is adenine = poly A > adenosine
> AMP > ATP > ADP. The pyrimidines were adsorbed to a lesser extent
than the purines; the order of adsorption follows the same trend,
except UTP that has not been adsorbed at all. Differences in the
adsorption of the nucleotides are very small and the dispersion
with the used methods is large.

Although the maximum adsorption occurs at pH 2, it is
important to remark that such pH most probably did not exist in the
primitive Earth. However, the data presented sustains the relevance



of the microenvironments to explain the origin of life.
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