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Resumen

RESUMEN

La lacasa, una fenol oxidasa, es una alternativa interesante para la catélisis de
reacciones redox ya que Unicamente utiliza al oxigeno como cofactor. La oxidacion
directa de fenoles por la lacasa genera radicales libres que sufren reacciones de
acoplamiento llevando a la formacién de dimeros, oligdbmeros y, eventualmente,
polimeros. Desde el punto de vista ambiental, la remocion de fenoles mediante su
polimerizacion utilizando lacasas constituye una alternativa para la detoxificacién de
efluentes industriales. Sin embargo, la derivatizacion de los radicales libres producidos
por esta enzima a partir de compuestos monofenadlicos no ha sido estudiada a la fecha.
Dado el alto potencial redox que presentan las lacasas de origen fungico, este trabajo
pretende estudiar un sistema quimioenzimatico, basado en una lacasa flngica, para
favorecer la obtencion de derivados monofendlicos que pueden ser de importancia en
el &rea farmacéutica y en la industria quimica.

La estrategia experimental, de manera general, consiste en generar radicales
monofendlicos con una lacasa fungica, para después intentar derivatizarlos con
oxigeno o moléculas nucleofilicas.

Los resultados obtenidos indican que la lacasa de Coriolopsis gallica sélo oxida
sustratos con energia de ionizacion menor a 8.7 eV. Asi también, se observé que aun
en volumenes pequefios de reaccion, pueden existir limitaciones de oxigeno para las
reacciones catalizadas por la lacasa. Ademas, se encontr6 que no fue posible
derivatizar a los radicales fendlicos con oxigeno, ya que posiblemente la reaccion entre
el radical libre con este derivatizante no se esté llevando a cabo, ain incrementando la
concentracion de oxigeno disuelto.

En las reacciones realizadas en presencia de nucle6filos, se encontré que a
partir del 4-metoxifenol se forma un radical que reacciona con acido p-aminobenzoico

(PABA\) para producir un derivado del fenol original.



Introduccion

1. INTRODUCCION

La oxidacion constituye uno de los pasos clave para la insercién de grupos
funcionales en la materia prima utilizada para sintesis organica. La metodologia
quimica tradicional para este tipo de sintesis presenta desventajas debido a que los
oxidantes mas econdmicos e inocuos (p. e. oxigeno molecular) no pueden ser
utilizados eficientemente. Por otro lado, las reacciones de oxidacion frecuentemente
involucran la utilizacion de iones de metales toxicos (p. e. cromo), o bien compuestos
halogenados (p. e. HBr, HCI), que por ser recalcitrantes ocasionan severos problemas
ambientales. Ademas, otra de las desventajas que presenta este tipo de sintesis son las
reacciones alternas indeseables provocadas por la carencia de especificidad, por lo que
las oxidaciones regioselectivas son dificiles de desarrollar (Faber, 1997).

Asi tambiéen, la hidroxilacion directa y regioselectiva sobre compuestos
aromaticos es una de las areas més desafiantes en la sintesis organica. Existen reactivos
disponibles para la hidroxilacién regioselectiva de sustituyentes en posiciones orto y
para (Faber, 1997), pero algunos de ellos son explosivos, los rendimientos obtenidos
suelen ser muy bajos y, frecuentemente, se obtienen subproductos.

Sin embargo, muchas de las desventajas arriba mencionadas pueden ser
evitadas con el empleo de biocatalizadores, ya sean células completas o enzimas. En
particular, para aquellos casos en donde una alta especificidad y regioselectividad es
requerida, las enzimas son una excelente opcién. Ademas, estos catalizadores son
biodegradables y, por lo tanto, causan bajo impacto ambiental en comparacién con los
reactivos quimicos tradicionales utilizados para oxidaciones.

En la actualidad, la biocatalisis es una tecnologia estandar para la obtencion de
diversos productos. En cuanto a la sintesis de compuestos que requieren reacciones
especificas de oxidacion (p. e. oxigenacion) y reduccién bajo condiciones inocuas para
el medio ambiente, las enzimas Oxido-reductasas son biocatalizadores altamente
versatiles. A pesar de ello, su aplicacion en la industria se ve limitada por necesitar
una enzima adicional para la regeneracion de los cofactores implicados en la

biocatélisis (Straathof et al., 2002).
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No obstante, las aplicaciones de las 6xido-reductasas pueden estar divididas en
la industria de la sintesis quimica especializada, la alimentaria, la médica, en el ramo
ambiental y en campos de cuidado personal. Considerando que las enzimas son
especificas y biodegradables, los biocatalizadores basados en Oxido-reductasas se
ajustan al desarrollo de industrias altamente eficientes, sostenibles y ambientalmente
amigables (Xu, 2005).

Dentro de las oOxido-reductasas se encuentra un grupo de enzimas
denominadas fenol oxidasas, las cuales catalizan reacciones con la intervencion directa
de oxigeno. Entre las pocas enzimas que son capaces de catalizar la reduccién de
oxigeno molecular a agua se encuentran los miembros de la familia de las oxidasas
azules multi-cobre, las cuales poseen este metal en su sitio activo y catalizan reacciones
de oxidacion utilizando al oxigeno molecular como aceptor de electrones (Mayer y
Staples, 2002).

Un miembro representativo de la familia de las oxidasas azules multi-cobre es
la lacasa, la cual Unicamente utiliza al oxigeno molecular como cofactor. Debido al
gran numero de sustratos que puede reconocer, esta enzima ha sido utilizada para
diferentes aplicaciones. Sin embargo, la utilizacion de lacasas para la sintesis de
compuestos oxidados no ha sido ampliamente estudiada y los reportes en la literatura
son escasos.

Por lo anterior, en este trabajo se pretende estudiar la aplicacién de una lacasa
fingica en reacciones de oxidacion de compuestos monofendlicos, con el objetivo de

favorecer la obtencion de monofenoles derivatizados.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La familia de las oxidasas multi-cobre

Las 6xido-reductasas son enzimas que estdn ampliamente distribuidas entre
microorganismos, plantas y animales. Ellas catalizan el intercambio de electrones o
equivalentes redox entre moléculas donadoras o aceptoras, en reacciones que
involucran transferencia de electrones, abstraccion de protones, extracciéon de
hidrégeno, insercién de oxigeno u otros pasos importantes en este tipo de reacciones.
En general, dos reacciones (una oxidativa y otra reductora) toman lugar, y por lo
menos dos sustratos (uno reducido y otro oxidado) son transformados (Xu, 2005).

Para realizar su funcién fisiolégica, las 6xido-reductasas emplean varios centros
activos redox. Los centros estan protegidos por el esqueleto polipeptidico de estas
enzimas, los cuales pueden modular su selectividad, potencial redox, reactividad,
estabilidad y resistencia a la inhibicién. Los centros comunes redox incluyen residuos
de aminoécidos (p. e. histidina, tirosina o cisteina), iones o complejos metélicos (p. e.
cobre, fierro, molibdeno, fierro-azufre, hemo) y coenzimas (p. e. Flavin Mono
Nucleétidos o FMN; Flavin Adenin Dinucleétido o FAD; pirroloquinolina quinona o

PPQ) (Xu, 2005).

El cobre (Cu) es un elemento traza esencial en sistemas vivientes, presente en
concentraciones de partes por millén. Es un cofactor clave en diversas reacciones
bioldgicas de oxidacion-reduccién. Las oxidasas que contienen cobre en su sitio activo
catalizan la oxidacién de una amplia variedad de sustratos con la concomitante
reduccién de oxigeno a perdxido de hidrégeno o agua (McGuirl y Dooley, 1999;

Solomon et al., 1996).

Los sitios con cobre han sido divididos en tres clases basados en sus
caracteristicas espectroscopicas, las cuales reflejan la estructura geométrica y

electrénica del sito activo. La figura 2.1 muestra la representacién de estos sitios.
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El sitio tipo 1 (T1) o cobre azul (figura 2.1 a), esta caracterizado por una fuerte
absorcién alrededor de 600 nm; el tipo 2 (T2) o cobre normal (figura 2.1 b) exhibe sé6lo
una débil sefial de absorcion en la region visible y posee una sefial activa en resonancia
electro-paramagnética (REP) y, finalmente, el sitio tipo 3 (T3) o centro de cobre
dinuclear (figura 2.1 c), que no exhibe sefial de REP, sin embargo, muestra un espectro
de absorbancia a 330 nm (Solomon et al., 1996) y posee un espectro de fluorescencia

caracteristico (Shin y Lee, 2000).

a) b) ||—
R His Lo el
'z/ I|Cu|
CIJ/ L7 ™
vd \H'
Gyst - His Cul,), R,

R = St (azurina, plastocianina, lacasa) L = ligandos: N, 0 6 S

R =ligandos: 06 S
m=1la4,n=0a3,m+tn=465

R = O°qy, (fitocianinas)
R = HO (ceruloplasmina)

His His
C ) d z
) His His ) . His—Cu
His - éu.ul"?"--.c_—' His

N7 s HO—Cu OH

His His His A

is—Cu
MO, [CuN®;);] A
2 His/312 His His

Cu(N®, ),OHuOH[CuNey, ).,

Figura 2.1. Sitios de cobre en proteinas ctipricas. a) Sitio Cu T1; b) Sitio Cu T2;
¢) Sitio Cu T3; d) cluster trinuclear T2 /T3. (PROMISE Database, 2007).

La riqueza creciente de informacién estructural para proteinas con cobre,
utilizadas en conjunto con datos de secuencia, ha permitido establecer relaciones
evolutivas entre esta clase de proteinas. De esta forma, es sabido que mientras que las
oxidasas que contienen sitios mononucleares de cobre con uniones no sulftricas,
llamadas cobre tipo 2 (T2) (p. e. galactosa oxidasa), parecen estar derivadas de
proteinas con hierro o manganeso, las oxidasas de cobre dinucleares llamadas cobre
tipo 3 (T3) (p. e. tirosinasa) son descendientes de un tinico y atin desconocido ancestro

de cobre mononuclear (Mc Guirl y Dooley, 1999).
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Por otro lado, existen oxidasas cuyos sitios cataliticos han sido considerados un
hibrido de centros de cobre T2 y T3. Estas oxidasas trinucleares (p. e. ascorbato
oxidasa) no estdn relacionadas a las oxidasas T2 o T3 sino que se consideran derivadas
de las proteinas con cobre mononuclear del tipo 1 (T1) (McGuirl y Dooley, 1999)
(figura 2.1 d). Dichas proteinas con cobre T1, funcionan principalmente como
proteinas de transferencia de electrones y son también llamadas proteinas de cobre
azul debido a su intenso color originado de una transicién por transferencia de carga
de Cu(II)—» S (cisteina) (McGuirl y Dooley, 1999).

Las oxidasas azules multi-cobre son una clase de enzimas que pueden ser
definidas por su espectroscopia, homologia de secuencias y reactividad
(Messerschmidt y Huber, 1990). Actualmente, las oxidasas azules multi-cobre bien
definidas son la lacasa, la ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina.

Una combinacién de estudios espectroscépicos detallados y de cristalografia
por rayos X ha revelado que todas las oxidasas azules multi-cobre, descritas a la fecha,
contienen por lo menos un sitio de cobre azul o T1 y un cluster de cobre trinuclear
T2/T3 (Messerschmidt y Huber, 1990; Solomon et al., 1996). La figura 2.2 muestra la

via de transferencia de electrones y los sitios de cobre en oxidasas azules multi-cobre.

S(Mat)

2.9 A
Tipo 1

(His)N |2.1 A N{His)
5{Cys)

77N

¥Yia de |
Transferenci
de
electrones

13 A

H
Is) N{His)
\0‘1/ \0.;/ Tipo 3
> (His}N // "\(_3'?_’&}4 i\ N{His)
{His)N / N(His)
386 A\ 278 A

{His)N

~
(His)N ~—— ——M(His)

Tipo 2 |
Oy

Figura 2.2. Via de transferencia de electrones y sitios de cobre en oxidasas azules multicobre. Las
longitudes estan dadas en Angstroms (A) y corresponden al estado oxidado de las enzimas
(Solomon et al., 1996).
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Los sustratos son oxidados cerca del sitio T1, el cual realiza la transferencia de
electrones al cluster trinuclear T2 /T3, donde el O es reducido a agua. Funcionalmente,
todas las oxidasas azules multi-cobre acoplan la reduccién del oxigeno molecular a
agua con la oxidacién del sustrato.

En presencia de la lacasa, la ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina, el sustrato
es oxidado por un electron. Sin embargo, a pesar de tener gran cantidad de
informacién disponible sobre los diferentes miembros de la familia de las oxidasas
azules multi-cobre, no se tiene conocimiento preciso de la via de transferencia de
electrones ni del mecanismo de reduccién de oxigeno molecular (Bukh et al., 2006).

De todos los miembros que forman parte de la familia de las oxidasas multi-
cobre, la lacasa es la més estudiada por ser su miembro mds simple y por presentar

caracteristicas que la hacen atractiva para aplicaciones biotecnolégicas.

2.2.  Lacasas fuingicas: estructura y ciclo catalitico

Como se menciond anteriormente, un miembro representativo de la familia de
las oxidasas azules multi-cobre es la lacasa (benzenediol: oxigeno 6xido-reductasa E.C.
1.10.3.2). Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. En
hongos, estd involucrada en el proceso de pigmentacién de esporas y participa en el
proceso de delignificaciéon durante la podredumbre blanca de la madera asociada con
basidiomicetos (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994; Baldrian, 2006); también actta
como factor de virulencia protegiendo al hongo patégeno de fitoalexinas y taninos
presentes en el hospedero (Thurston, 1994; Mayer y Staples, 2002; Burton, 2003;
Baldrian, 2006). En plantas, las lacasas se encuentran involucradas en el proceso de
reconstitucion y regeneracion de protoplastos y en la lignificacién de la pared celular
de plantas superiores (Mayer y Staples, 2002). Ademds, la presencia de lacasas en
bacterias ha sido reportada desempefiando una funcién en el proceso de pigmentacion

de endosporas (Claus, 2003; Martins et al., 2002).
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Las lacasas son frecuentemente producidas como holoenzimas activas y
glicosiladas, su peso molecular varia tipicamente entre 40,000-140,000 Da. El contenido
de carbohidratos de la enzima puede constituir entre el 10 al 45 % del peso de la
enzima e incluye a carbohidratos como la glucosa, manosa, galactosa, fucosa y
arabinosa (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994).

La estructura de la lacasa con un peso molecular aproximado de 60,000 Da
contiene cuatro 4tomos de cobre por monémero enlazados a tres sitios redox de cobre
(Cu T1, Cu T2 y Cu T3), formando asi el sitio catalitico de la enzima (Solomon et al.,
1996). En la Figura 2.3 se muestra la primera estructura cristalografica de una lacasa,
con los cuatro d4tomos de cobre, proveniente del hongo Trametes versicolor (Piontek et

al., 2002).

CuT2/T3:
Cu T1: Oxidacion Reduccién de
de los sustratos O,

Figura 2.3. Estructura cristalografica de la lacasa de Trametes versicolor (c6digo en el Protein Data
Bank 1GYC). Las esferas azules representan a los 4tomos de cobre y las rojas a moléculas de H,O
(Piontek et al., 2002).



Antecedentes

El sitio Cu T1, que es donde se realiza la oxidacién del sustrato, es el sitio
primario aceptor de electrones y le confiere un color azul a la proteina con una
absorbancia cercana a los 600 nm (Solomon et al., 1996). El sitio Cu T2 no confiere
color, pero como se menciond previamente, tiene una sefial activa en REP (Solomon et
al., 1996). El sitio Cu T3 contiene un par de atomos de cobre que exhibe una banda de
absorbancia cercano al UV (Solomon et al., 1996).

Los sitios Cu T2 y Cu T3 estan siempre unidos en un centro de cobre trinuclear
llamado cluster trinuclear Cu T2/T3, donde se realiza la reduccion de oxigeno
molecular a agua (Solomon et al., 1996; Piontek et al., 2002).

El sitio Cu T1 se encuentra conectado con el cluster trinuclear por un tripéptido
His-Cys-His, el cual se encuentra altamente conservado entre los miembros de la
familia de las oxidasas azules multi-cobre y estd implicado en la via de transferencia

de electrones entre el sitio Cu T1 y el cluster trinuclear (figura 2.4) (Solomon et al., 1996;

Baldrian, 2006).
0, SO,
—— His-Cys-His —
\\
. ~a
Cu<” - Cu~ @

Figura 2.4. Tripéptido His-Cys-His implicado en la via de tansferencia de electrones entre el
sitio Cu T1 y cluster trinuclear (Baldrian, 2006).

Esta conservacion estructural refleja un mecanismo de reaccién comun para la
oxidaciéon del cobre y la reduccién del oxigeno molecular en estas enzimas (Piontek et
al., 2002; Garavaglia et al., 2004). Los aminodcidos propuestos para la coordinacién de
los tres sitios de cobre se encuentran altamente conservados en un gran ntimero de

lacasas y en otras oxidasas azules.



Antecedentes

El sitio Cu T1, responsable de la oxidaciéon de los sustratos, se encuentra
coordinado por dos histidinas contiguas y una cisteina, ademds de un ligando axial
(usualmente metionina o fenilalanina) presente en casi todas las oxidasas multi-cobre

(figura 2.5) (Solomon et al., 1996; Piontek et al., 2002; Riva, 2006).

His 452, His 111
‘Cu
His 400"‘” i
His 395\ Cys 453 | i
T | OH
Cu C“-.M_ !
His 455/ Phe 463 7 His 64 i
His 396 His 454, i
“Cu
His 55/ His 100
T T2 T2

Figura 2.5 Coordinacién de los tres sitios de cobre en la lacasa de Trametes versicolor (Riva, 2006).

Una de las caracteristicas més sobresalientes de las lacasas es el potencial redox
del sitio Cu T1, ya que ha sido correlacionado con la reactividad de estas enzimas
(Piontek et al., 2002; Xu, 1996). Los valores de potencial redox del sitio Cu T1 de las
lacasas varian de 400 a 800 mV (medidos con un electrodo normal de hidrégeno)
(Solomon et al., 1996; Shleev et al., 2004; Pita et al., 2006). Con base en lo anterior, las

lacasas se clasifican como de alto, medio o bajo potencial redox (Tabla 2.1):

Tabla 2.1. Clasificacién de las lacasas basada en su potencial redox (Xu et al., 1998)

CLASIFICACION POTENCIAL REDOX LACASA
(mV)

Alto 700-800 Trametes versicolor
Medio 500-650 Scytalidium thermophilum
Bajo 400-500 Moyceliophthora thermophila
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Anteriormente, se pensaba que la coordinacién axial del Cu T1 era un factor
determinante en la regulacién de este potencial, sin embargo, distintos estudios de
mutagénesis (Xu et al., 1998; Farver et al., 1993) han demostrado que son otros los
factores determinantes.

En un estudio cristalografico realizado a la lacasa del hongo Trametes versicolor
(de alto potencial redox) (Piontek et al., 2002), se encontré que existe un alargamiento
en el enlace de coordinacién entre el cobre del sitio Cu T1 y el nitrégeno de la histidina
458 que lo coordina. Dicho alargamiento puede provocar una mayor deficiencia de
electrones en el cobre y, por lo tanto, un aumento en el potencial redox. Esta hipétesis
se basa en la observacién de la formacién de un puente de hidrégeno entre el Glu 460
y Ser 113, que parece incrementar la distancia entre el cobre y la a-hélice que contiene
a la histidina 458 (figura 2.6) (Piontek et al., 2002; Ducros et al., 1998). En lacasas con
bajo potencial redox, la formacién de tal puente de hidrégeno no es posible, debido a

la carencia de un residuo donador y/o aceptor apropiado.

Figura 2.6. Ilustracién del movimiento de la a-hélice (residuos 455-461) presente en la lacasa del
hongo Trametes versicolor. Las longitudes estdn dadas en Angstroms (Piontek ef al., 2002).
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Asi también, una secuencia que revela un tripéptido Leu-Glu-Ala,
inmediatamente seguida de la His 458 (que coordina al sitio Cu T1), es una
caracteristica conservada entre lacasas con altos potenciales redox (Xu et al., 1998). Esta
secuencia incluye al 4dcido glutdmico mostrado en la figura 2.6, apoyando la hipétesis
del puente de hidrégeno propuesta por Piontek et al. (2002).

Las reacciones catalizadas por lacasas proceden por la oxidacién
monoelectronica de una molécula de sustrato al correspondiente radical libre. El
proceso redox toma lugar con la asistencia del sitio CuT1 y el cluster trinuclear T2/T3.

El resultado del ciclo catalitico es la reduccién de una molécula de oxigeno a
dos moléculas de agua y la concomitante oxidacién de cuatro moléculas de sustrato
para producir cuatro radicales libres (figura 2.7). Estos intermediarios reactivos

pueden producir después dimeros, oligémeros y polimeros (Riva, 2006).

4 sus 4 sus’
CU” Cul
I I | |
Cu Cu Cu Cu
Centro de cobre cu" cu'
completamente Centro de cobre
oxidado completamente
2 H,0 0, reducido

Figura 2.7. Representacion del ciclo catalitico de la lacasa. Sus: molécula de sustrato;
Sus: radicales libres derivados del sustrato (Riva, 2006).

Las reacciones catalizadas por la lacasa en aplicaciones tecnolégicas o sintéticas
pueden ser representadas por los esquemas representados en la figura 2.8.
En el caso mas simple (figura 2.8 a), las moléculas de sustrato son oxidadas a

sus correspondientes radicales por interaccion directa con el sitio Cu T1.
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Sin embargo, a menudo los sustratos de interés no pueden ser oxidados
directamente por la enzima, debido a un impedimento estérico o, bien, por tener un
potencial redox elevado. Esta limitante puede ser superada con la adicién de
mediadores quimicos, los cuales pueden actuar como sustratos intermediarios para la
lacasa, en donde al ser oxidados por ésta producen radicales que ayudan a oxidar al

sustrato de interés (figura 2.8 b).

(a)
H,0 Lacasa (ox) Sustrato (req)
0, Lacasa (req) Sustrato (o
H,0 Lacasa (o Mediador (req) Sustrato (o)
(b)
0, Lacasa (req) Mediador (o Sustrato (req)

Figura 2.8. Representacién de ciclos redox catalizados por la lacasa para la oxidacién de sustratos.
(a) En ausencia de mediadores; (b) en presencia de mediadores quimicos (Riva, 2006).

Se necesitan 4 electrones y 4 protones para poder reducir el oxigeno a agua. La
catdlisis inicia con un acercamiento entre el sitio Cu T1 y el sustrato, convirtiendo al
sustrato a su radical correspondiente y reduciendo el sitio Cu T1; los electrones de 4
moléculas de sustrato se transfieren al cluster trinuclear, en donde ocurre la reducciéon
de oxigeno molecular a agua (Gianfreda et al., 1999).

Las lacasas catalizan la oxidacion de una gran variedad de compuestos
organicos orto y para sustituidos incluyendo mono y polifenoles, aminas aromaticas y
moléculas estructuralmente similares a los monémeros de la lignina (Thurston, 1994;
Burton, 2003; Mayer y Staples, 2002). También catalizan la demetilacién de lignina,
acidos metoxifendlicos y metoxiaromaticos, asi como la depolimerizaciéon de lignina
hacia monémeros y su co-polimerizacién con fenoles y acrilamida (Burton, 2003;
Thurston, 1994; Mayer y Staples, 2002; Baldrian, 2006). Con base en su baja
especificidad, las lacasas pueden ser explotadas para un gran ntimero de aplicaciones

biotecnolégicas.
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2.3.  Aplicaciones biotecnolégicas de las lacasas

Las lacasas ofrecen varias ventajas de gran interés para aplicaciones
biotecnolégicas. Principalmente, estas aplicaciones son de importancia en el area
ambiental y en la industria alimentaria. Debido a que las lacasas exhiben una baja
especificidad hacia sus sustratos, son capaces de oxidar a un gran ndmero de
compuestos xenobibticos que incluyen fenoles clorados (Leontievsky et al., 2001), tintes
sintéticos (Rodriguez et al., 1999), hidrocarburos policiclicos aromaticos (Pickard et al.,
1999) y pesticidas (Leontievsky et al., 2001). Asi también, la oxidaciéon directa de
fenoles y sus derivados ha sido investigada para la biorremediaciéon de aguas
residuales provenientes de las industrias. En estos casos, los polimeros fendlicos
resultantes del acoplamiento oxidativo de radicales libres producidos por la lacasa,
son usualmente insolubles, siendo facilmente separados por filtracién o sedimentaciéon
(Torres et al., 2003).

Los procesos basados en lacasas muestran gran potencial en industrias de
manufactura. Una lacasa ha sido comercializada para preparar tapones de corcho para
botellas de vino, en los cuales la enzima disminuye oxidativamente las manchas
caracteristicas del corcho y la astringencia que es impartida a las botellas de vino afiejo
(Xu, 2005).

Asi también, la remocion selectiva de derivados fendlicos es requerida para la
estabilizacion de bebidas, tales como jugos de fruta, vino y cerveza. En estos casos, la
enzima debe estar inmovilizada ya que su uso no esta aprobado como aditivo en
alimentos (Xu, 2005).

Actualmente, una de las principales aplicaciones biotecnolégicas de la lacasa
estd en la industria del papel, en donde participa en la delignificacion de las fibras de

madera, particularmente, durante el proceso de blanqueo (Xu, 2005).
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24.  Potencial de las lacasas en el campo de la biocatalisis

Recientemente, la informacién colectada sobre las lacasas ha despertado el
interés de los quimicos organicos, cuyos esfuerzos en el drea de la biocatdlisis estan
dirigidos hacia el desarrollo de nuevas aplicaciones sintéticas.

Investigaciones de los procesos de delignificacion catalizados por la lacasa, han
mostrado que la presencia de mediadores quimicos permite la oxidacién de
sustituyentes no fendlicos, particularmente, de grupos de alcohol bencilico, en varios
modelos de lignina. Como una extensiéon légica a estos resultados, esta
biotransformacion fue aplicada a la oxidacién de alcohol bencilico, alilico, propargilico
y alifaticos a sus correspondientes aldehidos y cetonas, respectivamente (Potthast et al.,
1996) (tabla 2.2, entrada 1). Asi también, una mezcla compleja de productos fue
obtenida tras la oxidacién de un imidazol sustituido y su reaccién con el oxigeno
presente en el medio de reaccién (Schéfer et al., 2001) (tabla 2.2, entrada 2).

Por otro lado, considerando que la oxidaciéon directa de la lacasa hacia un
sustrato genera radicales libres que pueden sufrir reacciones posteriores y llevan a la
formacion de oligémeros, se han obtenido compuestos que pueden ser de relevancia
sintética. Un ejemplo de compuestos obtenidos bajo este criterio, con importancia en la
industria quimica y farmacéutica, son los polimeros conductores (Karamyshev et al.,
2003) y dimeros de penicilina X (Agematu et al., 1993), respectivamente (tabla 2.2,
entrada 3).

Ademads, los radicales libres derivados de compuestos fendlicos pueden
participar en reacciones de acoplamiento para formar diferentes dimeros con enlaces
C-O y C-C. Este aspecto fue explotado para la sintesis de derivados de compuestos
naturales, tales como los dimeros de la penicilina X (Agematu et al., 1993) y de bisfenol

A (Uchida et al., 2001) (tabla 2.2, entrada 4).
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Asi también, dimeros C-C y C-O de la hormona esteroide 17P-estradiol,
oxidada en presencia de lacasa, han podido ser aislados y completamente
caracterizados (Nicotra et al., 2004) (tabla 2.2, entrada 5). Similarmente, la oxidacién de
isoeugenol o alcohol coniferilico por esta enzima produce una mezcla de derivados
diméricos y tetraméricos (Shiba et al., 2000) (tabla 2.2, entrada 6).

Ademads, existe un reporte bibliogrdfico en donde la lacasa oxid6 una
fitoalexina, el trans-resveratrol, facilitando el aislamiento del dehidrémero racémico
como un unico producto (Nicotra et al., 2004) (tabla 2.2, entrada 7).

Otro ejemplo fue dado por el acoplamiento de derivados de dcido antranilico
para dar compuestos como actinocina que contienen un croméforo de fenoxazinona
(Osiadacz et al.,, 1999) (tabla 2.2, entrada 8), el cual se encuentra presente en
antibioticos de actinomicina.

Otro posible uso de radicales generados por la lacasa es en reacciones de
acoplamiento cruzado con una molécula diferente, donde el intermediario reactivo es
atrapado impidiendo las reacciones de polimerizacién secundarias.

Este enfoque no ha sido ampliamente investigado pero hay algunos ejemplos
significativos, en donde o- y p-difenoles en presencia de lacasas fliingicas pudieron ser
transformados en derivados fendlicos de interés, a través de un acoplamiento
heteromolecular con aminas aromaéticas y alifaticas.

Entre estos ejemplos se encuentra el acoplamiento del compuesto antiviral
acido dihidrocafeico con 4cido p-aminobenzoico (PABA) para obtener acido(3-[6-(4-
carboxifenil)amino-3,4-dihidroxifenil]-propionico) como principal producto de
reaccion (Mikolasch et al., 2002) (tabla 2.2, entrada 9), mientras que en el acoplamiento
de 4cido dihidrocafeico con hexilamina se obtuvo como tnico producto al acido 3-(6-
hexilamino-3,4-dihidroxifenil)-propiénico (Mikolasch et al., 2002), siendo ambos
productos, estructuras hidroxiladas. Sin embargo, estudios posteriores (Niedermeyer
et al., 2005) sugieren que la aminacién de o- y p-hidroquinonas siempre resulta en la
formaciéon de una quinoamina (tabla 2.2, entrada 10) y, por lo tanto, las reacciones
catalizadas por la lacasa no son factibles para la sintesis de aminohidroquinonas, dado

que estas dltimas son susceptibles a la oxidacién.
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No obstante, los derivados obtenidos de este compuesto antiviral pueden ser
interesantes para propositos farmacéuticos.

Otro caso reportado en la literatura es el acoplamiento de p-hidroquinonas
(derivados de 4acido benzoico p-dihidroxilados) y aminas aromaticas (dcido p-
aminobenzoico) (Niedermeyer et al., 2005; Manda et al., 2005) (tabla 2.2, entrada 11).
Los productos obtenidos corresponden a quinonas mono o diaminadas y ya que
antibiéticos comunes tales como mitomicina (benzoquinona), actinorodina
(naftoquinona), tetraciclina y antraciclina son antibiéticos que poseen este tipo de
estructuras, estos productos también pueden ser de relevancia en la industria
farmacéutica.

Los ejemplos anteriormente citados son resumidos en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Ejemplos de reacciones catalizadas por la lacasa
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REACCION

SUSTRATO PRODUCTO LACASA
1. Alcoholes bencilicos Oxidacién Aldehidos Coriouls versicolor
CHQ/OH CHO
X
\_R | —rR
_— =
NHA o)
Iy )L
\/
2. Imidazoles sustituidos Oxidacion \[( 7 N NHPr Trametes
/NH Ac NHAC versicolor
N
i NHAC /(
Ph / /)'NHPr j Ph )\
N Ph \N)* 4
3. Penicilina X Dimerizacion |y Q CHy——NH Coriolus versicolor
, b H icz:;
QCHZTNHT( ICHa (homodimeros) | CHZTNH CHS
COOR COOR
4. Bisfenol A Dimerizacién Trametes villosa
(homodimeros) HO O OOH
oo
5. 17pB-estradiol Dimerizacién Muyceliophthora,
CH; OH (homodimeros) Trametes pubescens
HO
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6. Isoeugenol CHa
CHy =
/
Polimerizacién Rhus vernicifera,
R O—CH;,
© Pycnoporus
O—CH,q coccineus
OH
7. Resveratrol
OR,
R0 T O Polimerizacién Myceliophthora
thermophyla,
Trametes pubescens
OR,
a) Ri=Ryx=H; b) Ri=Ac;
R2=H; C) R1=H,‘ R2=CH3 a) R=H; b) R=Ac
8.  Acido 4-metil-3- Actinocina
hidroxiantranilico HOOC COOH
COOH Polimerizacién N NH Trametes
2 NH; A : versicolor
(homodimeros)
o o
OH CHg
CHg
9. Acido dihidrocafeico + PABA Acido3-[6-(4-carboxifenil)amino-
COOH 3,4-dihidroxifenil]-propiénico
Acoplamiento oo Pycnoporus
COOH COOH 1 A
cinnabarinus
(heterodimeros)
HN.
OH
OH NH, OH
10. p-hidroquinonas + PABA Ammoqulnonas
OH )
R R HoN Acoplamiento Tmme'tes spec.,
Muyceliophthora
+ (heterodimeros) thermophila
R R
L ©
11. 2,5-dihidroxi-N-(2- 2-(4-Carb0x1—an1hna)N—(2—
hidroxietil)-benzamida hidroxietil)3,6-dioxo-1,4-
Acoplamiento | ciclohexadieno-1-carboxamida | Trametes villosa
OH 0 COOH Q o]
oM (heterodimeros) N
H + H
NH
OH NH, o
COOH
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2.5. Sintesis de compuestos oxidados

Diversas subestructuras aromdticas oxidadas, ya sea en formas hidroxiladas
(OH) o ceténicas (C=0) son comtinmente encontradas en compuestos farmacéuticos
con efectos analgésicos, cardiovasculares o antibiéticos. Dichos efectos bioactivos se
encuentran ligados a la presencia de los sustituyentes mencionados, por lo que los
compuestos oxidados cobran gran interés.

Las hidroxilaciones pertenecen a reacciones de transferencia de oxigeno en
donde se introduce el grupo hidroxilo (OH) en moléculas orgénicas, principalmente a
través de la sustitucion de grupos funcionales o &tomos de hidrégeno. Sin embargo, la
introduccién directa y selectiva del grupo hidroxilo a anillos aromaticos es uno de los
campos mds desafiantes en la sintesis organica moderna.

Gracias a la amplia versatilidad, especificidad, estereoselectividad y la
capacidad de trabajar en condiciones no extremas, las enzimas 6xido-reductasas tienen
un enorme potencial en aplicaciones de sintesis orgédnica (Ullrich y Hofrichter, 2007).
Estas enzimas pueden transformar una amplia variedad de compuestos aromaéticos y
alifaticos. Ademads, pueden funcionalizar hidrocarburos inertes mediante reacciones de
hidroxilacién, sulfoxidacién, epoxidacién, etc., de forma ambientalmente amigable, en
comparacion con los reactivos quimicos tradicionales utilizados en este tipo de
reacciones (Xu, 2005).

Algunas 6xido-reductasas pueden incorporar el oxigeno indirectamente via
mecanismos de radicales libres y/o adicién de agua, tal es el caso de la lacasa. Esta
enzima no puede hidroxilar directamente anillos fenélicos, pero es capaz de iniciar
una cascada de reacciones que puede llevar indirectamente a la formacién de
p-hidroquinonas y p-quinonas, via radicales libres fenoxilos, cationes ciclodienona y la

adicion de agua (figura 2.9).
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O O
Lacasa despr.
©) @
1 2H 2) H'
2H"
©) & 0
o) H
2H' OH
Lacasa
(0,)

(5) OH

Figura 2.9. Hidroxilacién indirecta de fenol por la lacasa. (1) Fenol, (2) Formas mesoméricas del
radical fenoxilo que pueden desproporcionar hacia un catién ciclodienona (3) y una molécula de
fenol (1), (4) hidroxiciclodienona inestable rearregldndose a hidroquinona (5), o p-benzoquinona (6)
(Ullrich y Hofrichter, 2007).
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Las reacciones entre radicales libres y oxigeno han sido encontradas en diversos
compuestos (Fossey et al., 1995). En el caso de la insercién de oxigeno en reacciones
catalizadas por la lacasa, se encontré que al utilizar compuestos aromaéticos derivados
de la lignina, el oxigeno presente en el medio de reaccién fue incorporado al producto
final al reaccionar con el radical libre producido por la lacasa proveniente del hongo
Coriolus wversicolor (Kawai et al., 1988). Sin embargo, esta introduccién ocasioné una

apertura del anillo aromético (figura 2.10), originando una muconolactona.

VIA A
OCHg
OH
Jlacasa OCHj OCH,
0 >
(@) .OH H—O Oj \/'
| \ 0
00?4_0 CHs
3 HO:
X o]
O-
N‘
H,0
OCH; — > OCHjg
OOH 0Z0OH
(IR -~
o} :OH, H—O OH
VIA B

Figura 2.10. Posible mecanismo de reaccién entre la lacasa de Coriolus versicolor y oxigeno,
ocasionando una apertura del anillo fenélico (Kawai ef al., 1988).

Asi también, en el caso de la oxidacion de imidazoles sustituidos, se han
encontrado imidazoles con nuevas sustituciones como productos de reaccién y se ha
sugerido que son resultantes de reacciones entre radicales libres y oxigeno (Schéfer et

al., 2001).
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2.6.  Radicales libres: formacién y reactividad

La oxidacién de un sustrato por las lacasas involucra la formacién de un radical
libre sobre el oxigeno o nitrégeno (segtn sea un fenol o amina); este tipo de radical es
resonante y se encuentra deslocalizado en el anillo aromético. La posicion que puede

ocupar el radical libre en el anillo se muestra en la figura 2.11.

R R R R R R
Lacasa
—> > > > «—>
OH O- O O @) O-
Figura 2.11. Resonancia de un radical fenélico.

Los grupos sustituyentes de los grupos arométicos pueden dividirse en dos
categorias dependiendo de la forma en que influyen en la reactividad del anillo.
Aquellos grupos donadores de electrones que hacen que el anillo sea més reactivo que
el benceno mismo se llaman grupos activadores. Por el contrario, aquellos sustituyentes
que actiian como atractores de electrones, provocan que el anillo sea menos reactivo
que el benceno y se llaman grupos inhibidores (Solomons, 1990). En la tabla 2.3 se

incluyen los efectos de estos sustituyentes sobre la reactividad del anillo aromatico.

Tabla 2.3. Efectos de los sustituyentes sobre la reactividad de un anillo aromético (Solomons, 1990)

GRUPOS DONADORES DE ELECTRONES GRUPOS ATRACTORES DE ELECTRONES

Activadores potentes Inhibidores potentes
- NH; -NO;
- NHR -OH - NRs+ - NH3+
-NR» -0O- -CF; -SOsH
-CCls -C=N
Activadores moderados Inhibidores moderados
- NHCOCHj3 - COOR -CHO
- NHCOR -OR - COOH -COoCl
- OCH3 -COR
Activadores débiles Inhibidores débiles
- CH; - F
- CoHs - C¢Hs - Cl -1
- R - Br
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3. JUSTIFICACION

Como se mencioné anteriormente, el radical libre producido por las lacasas
puede sufrir posteriormente reacciones no enzimdticas, como acoplamiento o
polimerizacién (figura 3.1), particularmente en agua, debido a que son compuestos
altamente reactivos y electrofilicos (Gianfreda et al., 1999; Burton, 2003; Kobayashi y
Higashimura, 2003). Las reacciones de polimerizaciéon encuentran aplicacién en la
detoxificacion de efluentes contaminados (Aktas et al.,, 2000) o en la sintesis de

polimeros con nuevas propiedades (Karamyshev et al., 2003).

R .,
L Rearreglo Oligomeros
qU|m| o
. ) Y
I Polimeros

Figura 3.1. Formacion de estructuras poliméricas mediante el acoplamiento de radicales libres
originados por la lacasa.

Sin embargo, los radicales libres producidos por la lacasa a partir de
monofenoles podrian convertirse en compuestos mdas estables, como derivados
hidroxilados o quinonas; esta alternativa no ha sido estudiada a la fecha. Un ntimero
de aplicaciones de lacasas pueden ser sugeridas con base en estas reacciones, sin
embargo, debe ser eliminada o desfavorecida la reaccién de polimerizacién de los
radicales libres.

Asi también, mediante una reaccion de activacion del fenol, utilizando la lacasa,
seguida de una reaccién quimica de derivatizacién del radical libre, se podrian obtener
compuestos oxidados de interés en diferentes dreas. Esta estrategia ha sido probada
con difenoles (Mikolasch et al., 2002; Niedermeyer et al., 2005; Manda et al., 2005); sin
embargo, no se ha probado la factibilidad de realizar este tipo de derivatizaciones con

monofenoles (figura 3.2).
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R
R R
Lacasa R,
H
v e — 0 Fenoles o
R semiquinonas
OH o
-e. -H+ orto sustituidos
R

R1= Oz; HzN-R 0

Figura 3.2. Formacion hipotética de derivados oxidados a partir de monofenoles.

Considerando que la lacasa es una alternativa interesante para la catalisis de
reacciones redox, que no consume cofactores y que tnicamente utiliza al oxigeno,
ambientalmente amigable en comparacién con los agresivos oxidantes quimicos, este
trabajo pretende utilizar un sistema quimioenzimatico basado en una lacasa de origen
fangico para obtener derivados de monofenoles que pueden tener importancia en el
area farmacéutica (vitaminas, antibiticos, antivirales, antitumorales, analgésicos) y en
la industria quimica (fungicidas, fragancias, semiconductores, colorantes con
aplicacion optica). La sintesis de este tipo de compuestos requerira utilizar un medio
de reaccién que evite o reduzca la polimerizaciéon de los radicales libres y favorezca la

reacciéon de éstos con moléculas derivatizantes.
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4. HIPOTESIS

Con el empleo de agentes derivatizantes se puede disminuir la reaccién de
polimerizaciéon de radicales libres, para obtener compuestos derivados de

monofenoles, utilizando una lacasa de origen ftngico.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

o

< Oxidar compuestos monofendélicos para la sintesis de derivados utilizando

a la lacasa de Coriolopsis gallica UAMH 8260.

5.2. Objetivos particulares:

< Manipular las condiciones de reacciéon para favorecer la derivatizacién de

radicales monofendlicos con oxigeno.

< Ensayar la derivatizacion de radicales monofendlicos con moléculas

nucleofilicas.
< Identificar y caracterizar los productos de oxidacién.

KD

< Explicar el mecanismo de la derivatizacion.
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Materiales y Métodos
6. MATERIALES Y METODOS

Para estudiar las condiciones bajo las cuales se puede favorecer la formacién de
compuestos monofendlicos derivatizados se analizé el efecto del sustituyente del
monofenol (p. e. con grupos atractores o donadores de electrones), agentes
derivatizantes (p. e. oxigeno y nucledfilos) y reductores (p. e. dcido ascérbico). La

estrategia experimental general se muestra en la Figura 6.1.

Sustratos monofendlicos, Agentes
derivatizantes (oxigeno,

, Agentes reductores
(&c.ascorbico)

Mismo producto ' Deteccion de productos de reaccion
diferentes: HPLC, UV-Vis, TLC

Purificacion de
B Productos:
producto: Cromatografia en

. placa y columna

Figura 6.1. Estrategia experimental planteada para el desarrollo de este proyecto.

26



Materiales y Métodos

6.1. Reactivos y solventes

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y se obtuvieron de
Sigma-Aldrich Co. Los solventes orgénicos utilizados fueron grado HPLC y fueron

obtenidos de Fisher Scientific.

6.2. Preparacion de la enzima

La lacasa utilizada en este proyecto es la proveniente del hongo basidiomiceto
Coriolopsis gallica UAMH 8269. Esta enzima posee un peso molecular de 66,000 Da
(Vandertol-Vanier et al., 2002) y fue previamente purificada de acuerdo a lo reportado

por Pickard et al. (1999).

6.3. Derivatizacion de radicales fenodlicos

6.3.1. Sistema oxigeno/acido ascorbico

Las reacciones se realizaron en 1 ml, con burbujeo de aire, a temperatura
ambiente y en amortiguador de acetatos 100 mM pH 4.5. Se utilizaron como sustratos
modelo a la 1-naftilamina y 1-naftol a una concentracién de 0.2 mM. La mezcla de
reaccion contenia acido ascorbico 1 mM. Las reacciones iniciaron al agregar enzima y
fueron detenidas con la adicién de HCl diluido, para disminuir el pH hasta 2. El
seguimiento de las reacciones se realizé por HPLC a una longitud de onda de 225 nm,
utilizando una columna de fase reversa LC-18 (Hypersil ODS 5um, 2.1 x 100 mm),
empleando como eluyente un gradiente escalonado de acetonitrilo:agua (80:20).

En algunos casos, se adicioné el &cido ascérbico en pulsos a una
concentracion equivalente a la del fenol remanente en la reaccién, con el fin de
mantener en todo momento una relacién molar de 1:5 fenol:acido ascérbico.

Los experimentos controles se realizaron sin adiciéon de acido ascérbico. Las

reacciones se realizaron por duplicado.
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6.3.2. Sistema con moléculas nucleofilicas

Se prob6 una seleccion de fenoles sustituidos para generar radicales libres y
demostrar su reacciéon con diferentes nucledfilos. Los nucleéfilos empleados fueron:
acido p-aminobenzoico (PABA), hidroxilamina, etilendiamina, etanolamina vy
1,6-hexandiamina.

Se utilizaron varias concentraciones molares nucleéfilo:sustrato (1:1, 5:1, 10:1 y
25:1) manteniendo la concentracion de sustrato en 0.2 mM. Las reacciones se realizaron
en 10 ml de amortiguador de acetatos 100 mM pH 4.5, a temperatura ambiente y con
burbujeo de aire. Se realizaron controles de cada nucledfilo, para demostrar que no
eran sustratos de la enzima.

Las longitudes de onda para monitorear la desaparicion del sustrato fueron
determinadas espectrofotométricamente mediante la realizacién de espectros de
absorbancia UV-Vis de 200-400 nm. Las reacciones se iniciaron con la adicién de
enzima y fueron monitoreadas por HPLC (a una longitud de onda que permitiera
observar al sustrato y al nucledfilo), utilizando una columna de fase reversa LC-18
(Hypersil ODS 5pum, 2.1 x 100 mm) y empleando como eluyente un gradiente
escalonado de acetonitrilo:agua (80:20). En la tabla 6.1 se indican las longitudes de

onda utilizadas para cada ensayo.

Tabla 6.1. Longitudes de onda utilizadas para el monitoreo de reacciones con nucleéfilos

SUSTRATO NUCLEOFILO LONGITUD DE NUCLEOFILO LONGITUD
ONDA (nm) DE ONDA (nm)

4-Etoxifenol PABA 225 Etanolamina, 285
4-Metoxifenol 225 etilendiamina, 285
4-Aminofenol 225 hidroxilamina, 285
1-Naftilamina 225 1,6- hexandiamina 220
1-Naftol 225 220
Tirosol 260 225
Anilina 230 225
Alcohol 2-hidroxibencilico 225 225
Acido 4-hidroxibenzoico 260 250
4-Nitrofenol 320 320
4-Hidroxibenzonitrilo 245 245
4-Hidroxiacetofenona 285 285
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6.4.  Extraccion de productos de reaccion

La extraccion de productos de reaccion se realiz6 mediante la adicion de
diclorometano y acetato de etilo al medio de reaccién, recuperando los productos que
se encontraban en la fase orgénica. Inmediatamente después, el contenido se depositd
sobre una columna de vidrio con sulfato de sodio anhidro, recibiendo el filtrado en
viales y eliminando el solvente con nitrégeno. Una vez que se sec6 el contenido del

vial, éste se tap6 y guard6 a 4 °C para andlisis posteriores.

6.5. Purificacion e identificacion del producto
6.5.1. Purificacion

Los productos de la reacciéon de 4-metoxifenol con PABA fueron separados por
cromatografia en columna. Se utiliz6 silica gel de J. T. Baker con un tamafio de malla
de 60-200 micras. Las dimensiones de la columna utilizada fueron 53 cm x 1.5 cm
aproximadamente. Para eluir y separar a los productos se utiliz6 un gradiente de
isopropanol-metanol-agua suministrado por una bomba peristaltica utilizada para
cromatografia de intercambio i6nico. La fracciéon de interés se eluy6 con una mezcla de
isopropanol:metanol (60:40). Esta fracciéon fue secada a alto vacio (aproximadamente
700 mm Hg) a maximo 35°C y almacenada a -20°C.

Asi también fue posible purificar el producto de interés con cromatografia en
placa preparativa utilizando como eluyente una mezcla de diclorometano:metanol

(90:10).
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6.5.2. Identificacion
6.5.2.1.  Espectroscopia infrarroja

Los productos de interés de la reaccién de 4-metoxifenol con/sin PABA fueron
purificados por HPLC utilizando una columna de fase reversa LC-18 (Hypersil ODS
5um, 2.1 x 100 mm) y se analizaron por espectroscopia infrarroja (FTIR). Se formé una
pelicula depositando gotas de la muestra disuelta en acetato de etilo y se esper6 a que
el solvente se evaporara. El espectro de infrarrojo se ley6 en la region de 650 a 4000

cml. Esta determinacién se realiz6 en el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP).

6.5.2.2. Resonancia Magnética Nuclear

Se realizaron andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 3C al
producto puro obtenido de la reacciéon de 4-metoxifenol y PABA, en el Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ) de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos
(UAEM) con el apoyo técnico de la M. en C. Silvia Marquina. Los analisis se efectuaron
utilizando como solventes metanol y cloroformo deuterados y utilizando una

frecuencia de 400 MHz.

6.6.  Determinacién de concentracion de proteina

La cuantificacion de proteina se realiz6 espectrofotométricamente por el
método de Bradford y utilizando una curva estdndar para albtimina de suero bovino

(BSA).

6.7.  Determinacion de actividad especifica de la lacasa

El ensayo estandar para determinar la actividad especifica de la enzima con
siringaldazina consistié en medir espectrofotométricamente la aparicién de producto a

530 nm (e= 64,000 M1 cm™).
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Para el caso de los fenoles, la actividad especifica se determiné por HPLC, a la
longitud de onda méxima para cada compuesto, utilizando una columna de fase
reversa LC-18 (Supelco 5um, 150 mm x 3.9 mm) y empleando como eluyente un
gradiente escalonado de acetonitrilo:agua (80:20).

La actividad especifica fue obtenida midiendo la disminucién en el area de las
bandas después de 10 minutos de reaccion y estd expresada como moles de sustrato
transformado por mol de lacasa por minuto (min?'). Las determinaciones se hicieron

por triplicado.

6.8.  Efecto de la temperatura sobre la actividad especifica de la lacasa

Se determiné el efecto de la temperatura sobre la actividad especifica de la
enzima a 29, 20, 10 y 0 °C. El experimento se realiz6 utilizando un bafio de
temperatura equilibrado a las temperaturas deseadas, midiendo la actividad especifica
presente en las diferentes temperaturas de reaccion. La actividad especifica de la
lacasa se determind midiendo la desaparicion del acido ascérbico a 265 nm (e = 13,600
M-lem), a una concentracién de 0.1 mM en la reaccion y en amortiguador de acetatos
100 mM pH 4.5, previamente saturado con oxigeno. Las reacciones comenzaron con la
adiciéon de enzima y se monitorearon cada minuto. Las determinaciones se hicieron

por triplicado.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La hipétesis de este trabajo propone que se puede evitar o disminuir la
polimerizacién de radicales libres generados en presencia de la lacasa; el objetivo es
convertir estos radicales en derivados oxidados de interés. El radical podria reaccionar
con especies como oxigeno y nucleéfilos para obtener compuestos hidroxilados y

aductos, respectivamente (figura 7.1).

R

R R R

Lacasa Ry
OH
- = ) / R Fenoles o
semiquinonas
OH o o) sustituidos
-e. -H*

Ry

R1= 02,' HzN—R (o)

Figura 7.1. Reaccién hipotética entre compuestos derivatizantes y los radicales libres producidos
por la lacasa.

Como primera estrategia se plante6 que el radical libre producido por la
enzima reaccionaria con el oxigeno, como ha sido sugerido por Kawai et al. (1988), y
Schifer et al.(2001), para formar un radical peroxilo. Este radical peroxilo en presencia
de un agente reductor podria formar un compuesto hidroxilado. La segunda estrategia
propone que otra manera de obtener un derivado de los radicales fendlicos es
mediante el empleo de un compuesto nulceofilico bifuncional, con el cual se podria

formar un aducto.

7.3. Oxidacion de monofenoles sustituidos

Se seleccionaron diferentes compuestos que tuvieran solamente un grupo
reactivo en presencia de la lacasa (fenol o anilina). Estos compuestos cuentan con

diferentes sustituyentes atractores o donadores de electrones.
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Asi mismo, se incluyeron dos compuestos diaromaticos, cuya derivatizacion

podria resultar de interés en el drea farmacéutica y alimentaria. Se realizaron ensayos

de oxidacién con estos compuestos para determinar si eran sustratos de la lacasa de

Coriolopsis gallica. Los compuestos utilizados se muestran en la Tabla 7.1. La actividad

especifica reportada se obtuvo a una concentraciéon de sustrato de 2 mM, sin burbujeo

de aire.

SUSTRATO

Tabla 7.1. Sustratos utilizados

ESTRUCTURA

EFECTO DEL
SUSTITUYENTE

ENERGIA DE
IONIZACION

ACTIVIDAD
ESPECIFICA

(eV)?

(min?)

1-Naftilamina NH2
------------ 7.34 307 + 42
4-Metoxifenol HaC
O@OH Donador 7.72 182 +5
1-Naftol i
------------ 7.76 207 + 27
Anilina
HZNQ ------------ 7.77 19+3
4-Etoxifenol o OH
° /©/ Donador 8.25 376 + 21
[e)
Alcohol 2- o
hidroxibencilico @OH Donador 8.58 60+45
Tirosol
f@*"“ Donador N.R 252 + 36
HO
4-Hidroxi o
acetofenona @OH Atractor 8.7 N.E
HaC
Acido 4-hidroxi Q
benzoico OH Atractor 9.2 N.E
HO
4-Nitrofenol EN
//N‘@*OH Atractor 9.2 N.A
e}
4-Hidroxi N\ 9.4
benzonitrilo \\—OOH Atractor N.A

N. R = No reportado; N. E= No evaluado; N. A = No actividad; 2= datos tomados de NIST, 2007.
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La tabla 7.1 muestra los datos de actividad especifica de la lacasa de C. gallica a
2 mM de sustrato y la energia de ionizacion de los fenoles utilizados. Aparentemente,
todos los compuestos ensayados fueron sustratos de la enzima, a excepciéon de
aquellos con sustituyentes que se comportan como atractores de electrones y, por lo
tanto, tienen una energia de ionizacién elevada.

El hecho de no poder oxidar compuestos con una elevada energia de
ionizacién, llevé a pensar que, probablemente, la lacasa de Coriolopsis gallica no posee
un potencial redox alto en el sito CuTl. Se realizé una basqueda bibliogréfica del
potencial redox de la lacasa de C. gallica, sin embargo, no ha sido reportado. No
obstante, podria inferirse a partir de su secuencia, ya que existen motivos conservados
en las secuencias de las lacasas con un alto potencial redox. Como se mencioné en la
introduccién, algunos autores (Piontek et al., 2002; Xu et al., 1998; Ducros et al., 1998;
Garavaglia et al., 2004) han observado que la histidina que coordina al cobre T1 es
precedida por un tripéptido Leu-Glu-Ala; esta secuencia se encuentra conservada en
las lacasas con alto potencial redox, asi como el residuo Ser 113 que forma un puente
de hidrégeno con el residuo glutdmico en dicho péptido.

En las bases de datos se encuentra inicamente la secuencia para dos lacasas de
Coriolopsis gallica (cepa IJFM A241 y SAH-12) (PubMed, 2007). La primera no cuenta
con los motivos descritos, mientras que la segunda si cuenta con ellos. La secuencia de
la lacasa de C. gallica UAMH 8260, utilizada en este trabajo, no ha sido reportada. Sin
embargo, en el grupo de investigacion del Dr. Enrique Rudifio, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, se ha cristalizado a la lacasa de esta cepa y se ha obtenido
una secuencia probable (De la Mora y Rudifio, comunicacién personal). Estos datos
fueron extraidos de un mapa de densidad electrénica a 1.65 A de resolucion, junto con
la sobreposicion de todas las secuencias que encontraron de lacasas fungicas. El
alineamiento en la regién del tripéptido conservado en las lacasas de alto potencial

redox se muestra en la tabla 7.2.
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Tabla 7.2. Secuencia de aminoacidos en donde podria encontrarse el tripéptido caracteristico en
lacasas con potencial redox alto (Xu et al., 1998)

Lacasa Alineacion de secuencia E° (V)

Myceliophthora thermophila 50HCHIAWHVSGG 513 047

Scytalidium thermophilum 56HCHIAWHVSGG L57 051

Rhizoctonia solani SIHCHIDWHLE A G 1470 0.71
Trametes villosa S2HCHID FH LE A G F463 0.78
Trametes versicolor S2HCHID FH LE A G F463 0.79
Coriolopsis gallica “ SSHCHID FH LE A G Fé64 ?

= De la Mora y Rudifio, comunicacién personal

Como se puede observar, en la secuencia propuesta para la lacasa de Coriolopsis
gallica se encuentra el tripéptido Leu-Glu-Ala caracteristico de lacasas con altos
potenciales redox (Piontek et al., 2002). Adicionalmente, nuestro grupo ha reportado
una comparacién entre los parametros cinéticos de diferentes lacasas, incluyendo la
lacasa de C. gallica y T. versicolor, que es de alto potencial redox (Tinoco et al., 2001). Al
parecer, ambas lacasas son capaces de oxidar sustratos con potencial redox elevado,
como siringaldazina, ABTS y guayacol, con parametors cinéticos similares. Estas
observaciones sustentan la posibilidad de que la lacasa de C. gallica UAMH 8260 sea de
alto potencial redox.

Xu (1996) observé una tendencia semilogaritmica entre la eficiencia catalitica de
las lacasas y el potencial redox (E°) de los sustratos ensayados. En este trabajo se
utilizaron lacasas fungicas recombinantes de alto, medio y bajo potencial redox y se
encontré que la lacasa del hongo T. versicolor (de alto potencial redox), fue capaz de
oxidar compuestos con grupos atractores de electrones, aunque con una baja eficiencia
catalitica. Lo anterior indica que, atin para las lacasas con un alto potencial redox, los

compuestos con grupos atractores de electrones son malos sustratos para la enzima.
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Con el objetivo de comprobar si para esta lacasa se observa la misma tendencia,
en este trabajo se correlacioné la actividad especifica con la energia de ionizacién de
los fenoles medida en fase gaseosa por el método de impacto de electrones (NIST). La
energia de ionizaciéon es la energia necesaria para desprender un electréon de una
molécula y, por lo tanto, se encuentra relacionada con el potencial redox. Debido a que
el potencial redox es medido en solucién acuosa y algunos factores pueden afectar su
interpretacion (reacciones irreversibles o falta del alcance del equilibrio), se decidi6é
hacer esta correlaciéon con la energia de ionizacién. Ademads, se ha observado una
relaciéon semilogaritmica entre la actividad especifica y la energia de ionizaciéon para
algunas peroxidasas (Ayala et al., 2000), que al igual que las lacasas, catalizan
reacciones redox mediante la abstracciéon de un electrén del sustrato (Kersten et al.,
1990). En la figura 7.2 se grafica el logaritmo de la actividad especifica de la lacasa

hacia los sustratos utilizados, en funciéon de la energia de ionizacién de los mismos.

OH

Y
OH
s Bl
= oM
j O\CHS
2 5 NH, ==
i,
Al =
3 ]
,;-: 4 OH OH OH OH
3
3
N =N
5 o/ CHs o/ OH o%\\\\o
1 -
u T T [} L] L] L] L] T T
7.4 775 7.m 177 by ;T ] a7 9.2 9.4 052

Erergia tbe ionizacion L2V

Figura 7.2. Actividad especifica de la lacasa en funcién de la energia de ionizacién de los fenoles
utilizados.
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La tendencia esperada era que a menor energia de ionizacion del sustrato se
obtuvieran actividades especificas mayores, sin embargo, en algunos casos (p. e.
anilina) se obtuvieron actividades especificas muy bajas. Como puede observarse en la
figura anterior, en el caso de la lacasa de C. gallica no existe una correlacién evidente
entre la energia de ionizacion de los sustratos utilizados y la actividad especifica. Una
posible explicacién podria ser que tal vez las mediciones de actividad especifica no se
realizaron bajo condiciones de saturacion. Por lo tanto, se realizaron las curvas de
saturacion para 1-naftilamina, 1-naftol, 4-metoxifenol, 4-etoxifenol y anilina con el fin

de descartar esta hipotesis. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.3:

1400

—o— 4-Metoxifenol 300 1 1-Naftol
1200 1 —&— 4-Etoxifenol 250 A ~#= Anilina
1000 - 1-Naftilamina -
= 200
800 - =
S 150 1
600 - Y
/ w
400 -+ g § 100
_\ _
200 - — 50 1
I
oFf T T T 0 % T T
0 0.5 1 15 2 0 0.5 1 15

Concentracién de sustrato (mM) Concentracién de sustrato (mM)

Figura 7.3. Actividad especifica de la lacasa de C. gallica a diferentes concentraciones de sustrato.

En las curvas de saturaciéon obtenidas puede apreciarse que las mayores
actividades especificas se alcanzaron con 4-metoxifenol y 4-etoxifenol, lo cual estd de
acuerdo con lo ya reportado en la literatura (Baldrian, 2006), mientras que la anilina
presenta las menores actividades especificas, independientemente de la concentraciéon
de sustrato utilizada. Es notable que para los tres sustratos que son oxidados
rapidamente en presencia de la lacasa (4-metoxifenol, 4-etoxifenol y 1-naftilamina) hay

un descenso abrupto de la actividad especifica a concentraciones mayores a 0.5 mM.
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Este comportamiento atipico sugiere que la enzima puede ser propensa a una
rédpida inactivaciéon por radicales libres, lo cual ha sido observado también en otras
6xido-reductasas, tales como las peroxidasas (Valderrama et al., 2002) o bien, a la
existencia de una limitacién en la concentraciéon de oxigeno presente en el medio de
reaccion. Con el fin de encontrar la causa de la caida de la actividad especifica, se
midi6 la actividad residual de la enzima al ser incubada con diferentes
concentraciones de 4-metoxifenol (figura 7.4 a) y también, se midi6 la actividad

especifica con 4-metoxifenol en reacciones burbujeadas con aire (figura 7.4 b).

a) b)
100 1800
— 1600 -
g 801 1400 -
E 50 4 E 1200 - .
.g é 1000 1 Con burbujeo
-(.: 0 4 L% 800 —— Sin burbujeo
;:g ——05mM E' 600
< 20 & 1mM 400
200
0 T 0
0 10 20 30 4( 0 0.5 1 15 2
Tiempo (min) Concentracion de 4-metoxifenol (mM)

Figura 7.4. Experimentos adicionales para explicar la caida en la actividad especifica de la lacasa.
a) Actividad residual en presencia de 4-metoxifenol; b) Efecto del burbujeo de aire sobre la
actividad especifica.

La figura 7.4 (a) indica que la lacasa se inactiva lentamente en presencia de su
sustrato. En el caso de la reaccién con 1 mM de 4-metoxifenol, se puede observar que
después de 30 minutos de incubacién la enzima atin mantiene aproximadamente un
80% de actividad residual. Sin embargo, aunque la lacasa se inactive en presencia de
los radicales fenélicos, este hecho no explica la caida dréstica de la actividad especifica
observada en la figura 7.3, pues a 10 minutos de reaccién (tiempo de ensayo utilizado

en la figura 7.3) todavia mantiene el 100% de actividad.
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Por otra parte, al evaluar el efecto del burbujeo de aire es posible observar que
no se repite el patréon obtenido en la figura 7.3. Por el contrario, se observa que bajo
estas condiciones se alcanza la saturacién de la enzima. Este resultado indica que, atin
en volimenes pequefios de reacciéon (1-5 ml), el oxigeno disuelto se consume lo
suficiente para limitar la reaccién, y la velocidad de disolucién del oxigeno atmosférico
no es suficientemente alta para mantener las velocidades de reaccién en presencia de
lacasa.

La limitacion por oxigeno se puede estimar cuando se considera la
estequiometria de la reacciéon para la reduccion de oxigeno a agua (4 moles de

sustrato/mol de oxigeno) (tabla 7.3):

Tabla 7.3. Datos obtenidos considerando la estequiometria de la reaccién en 1 mL

Conc. de sustrato Moles de Moles de oxigeno (x 107) Moles de O3
(mM) sustrato necesarios para convertir disponibles
(x10) 100% de sustrato (1x109)
0.5 500 125 240
1 1000 250 240

Considerando que la concentracién de saturacion del oxigeno en agua
corresponde a 024 mM a 29 °C y 760 mm Hg (Millero et al., 2002), el oxigeno
disponible en 1 mL de reaccién es suficiente para la conversion total de 0.5 mM de 4-
metoxifenol. Sin embargo, al realizar reacciones con 1 mM o mds de sustrato, sin
burbujeo de aire, la reaccion se encuentra limitada por oxigeno. Estos datos ayudan a
explicar la caida de actividad observada en la figura 7.3. Dicha pérdida de actividad
puede en realidad ser una subestimacion en los valores, puesto que es muy probable
que la reaccién terminara antes de los 10 minutos considerados para los cdlculos,
provocando la obtencién de valores menores de actividad.

Con estas evidencias, puede decirse que probablemente la correlaciéon entre la
actividad especifica y la energia de ionizacion no fue encontrada debido a que se
subestimaron los valores reales de actividad especifica, ya que la reaccién estuvo

limitada por oxigeno.
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Durante el desarrollo de este trabajo, el grupo public6 un método para estimar
el potencial redox de peroxidasas (Ayala et al., 2007), basado en la teoria de Marcus y
Sutin (1985). Esta teoria propone una correlacion entre la velocidad de transferencia de
electrones y el potencial redox de los sustratos y de la enzima. Por lo anterior, decidié
hacerse un estudio similar para la lacasa de C. gallica, utilizando la actividad especifica
de la enzima obtenida al burbujear aire en el medio de reaccion. Los resultados se

muestran en la tabla 7.4 y en la figura 7.5:

Tabla 7.4. Monofenoles transformados por la lacasa con burbujeo de aire

Sustrato Estructura Potencial Redox (V) Actividad
Especifica (min™?

4-metoxifenol 0.72 1641 + 23

HO

4-metilfenol 0.87 241 + 21
HO@CH3

4-clorofenol 0.94 972 +11
HO@—U

4-bromofenol ( > 0.96 68.2+4
HO Br

Fenol @ 0.97 123+ 0.6
HO

(o]
o/
I

[

4-hidroxiacetofenona CHs 0.98 1.21
Acido 4-hidroxibenzoico oH 1.04 0.47 £0.08

4-hidroxibenzonitrilo N\\\ ::: on 1.17 0.015

4-nitrofenol 1.23 0.04

Oy °
o)
I
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1.25 y=-3.367x+ 3.565
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Figura 7.5. Correlacién semilogaritmica entre la actividad especifica de la lacasa y el potencial redox
de una seleccién de fenoles utilizados por Ayala ef al. (2007).

Los datos mostrados en la tabla 7.4 corroboran que la lacasa de C. gallica
cataliza ineficientemente la oxidaciéon de monofenoles con potencial redox elevado.
Por otro lado, la figura 7.5 demuestra que también para esta lacasa existe una
correlacion semilogaritmica entre la actividad especifica (medida en condiciones de
saturacion de oxigeno disuelto y sustrato) y el potencial redox del mismo, es decir,
obedece a la teoria de transferencia de electrones en la esfera exterior propuesta por
Marcus y Sutin (1985).

Esta teoria (Marcus y Sutin, 1985), propone una relacién entre la velocidad de
transferencia de un electron del sustrato hacia la enzima; siendo regulada la velocidad

o energia de activacion por una diferencia de potencial redox (Ecuacion 1).

A FAE | F2AE?
In kET_lnkO_m-l_m-{' ZART (1)

ker = Velocidad de transferencia de un electrén

ko = Velocidad de activacién de la transferencia de
un electrén en el complejo enzima-sustrato

AE = Fuerza conductora de electrones

A = Energia de reorganizacion

F = Constante de Faraday

R = Constante general de los gases

T = Temperatura absoluta
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Asi, éste enfoque fue utilizado para la determinacién del potencial redox de
peroxidasas (Ayala et al., 2007), considerando que dicha correlacién estaria reflejada
por la velocidad inicial de la oxidacién de un sustrato, es decir, la actividad especifica
obtenida en condiciones de saturaciéon. Para encontrar el valor de potencial redox de
las peroxidasas, estos autores asumieron que cuando el potencial redox del sustrato
(E®) y el de la enzima (E°g) poseen el mismo valor, la fuerza conductora de electrones

es igual a cero (AE = 0) (ecuacién 2).

0 A
A E E7/AE
ln kET — ln kO - mj/?ﬁ + 4\RT (2)

Posteriormente, de datos obtenidos de Folkes y Candeias (1997), encontraron
que la energia presente en la reacciéon con la peroxidasa de rabano blanco,
correspondia al 8 % de la actividad obtenida en la oxidacién de 4-metoxifenol, cuando
el potencial redox del sustrato (E%) y el del compuesto I (E°k) tenian el mismo valor

(AE = 0), (ecuacion 3):

A
Inkgr =Inky — IRT = In 0.08Kgt 4—metoxifenol (3)

De esta forma, utilizando los datos obtenidos de la ecuacion de la recta, podria

estimarse el potencial redox de las peroxidasas (ecuacion 4).

Sidelarecta y =mx +b, entonces Inkgpy =mEg+b, por lo tanto,

° In kET_b

Es - 4)

Si AE=E;—Eg=0, entonces Ep= Eq

Sin embargo, no es posible aplicar este método para la determinacion del
potencial redox de lacasas, ya que el término correspondiente a la velocidad de
transferencia de un electron (ker), obtenido a partir de la energia de reorganizacion (A)
y la velocidad de activacion de la transferencia de un electrén en el complejo enzima-
sustrato (ko), es desconocido para estas enzimas. No obstante, serd interesante
investigar si este estudio puede extenderse a otras lacasas, con el fin de caracterizar su

poder oxidativo, como se hizo para las peroxidasas (Ayala et al., 2007).
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74.  Formacién de derivados en presencia de oxigeno y un agente reductor

Como se mencioné anteriormente, se hipotetiza que el radical fenoxilo formado
por la enzima (paso 1, figura 7.6), se estabilizara por resonancia en el anillo aromatico
(paso 2, figura 7.6). Este radical podria reaccionar con el oxigeno presente en el medio
de reacciéon para formar un radical peroxilo (paso 3, figura 7.6), el cual podria ser
reducido en presencia de un reductor para formar un compuesto hidroxilado o una

quinona (paso 4, figura 7. 6).

Paso1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
R
R R R R R
Lacasa ﬂ ?
N OH O Reductor
L rd . " -/
53 ( R OH OH
OH -e, -H* or o Rearreglo OH 5
quimico
Fenoles o
o semiquinonas
| sustituidos
(e} (0]

Figura 7.6. Reaccién hipotética del radical libre en presencia de oxigeno y un reductor.

Con el fin de favorecer la reacciéon entre los radicales libres y el oxigeno, se
decidi6 incrementar la concentraciéon de éste en el medio de reacciéon. Una manera de
hacerlo es disminuyendo la temperatura de reaccién. Sin embargo, es necesario
asegurarse de que la enzima sigue activa a temperaturas bajas. Por lo tanto, se midi6 la

actividad especifica de la lacasa a temperaturas menores a 30°C (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de la lacasa. Los datos de oxigeno
disuelto fueron tomados de Millero et al. (2002).

Como se esperaba, los resultados muestran que la actividad especifica es menor
a medida que desciende la temperatura de la reaccién. Sin embargo, esta disminucién
es gradual y a 10°C es posible tener mas del 50% de la actividad que se tiene a 30°C.
Bajo estas condiciones, se tiene un incremento de cerca de 50% en el oxigeno disuelto.

Se seleccion6 &cido ascérbico como reductor, debido a su solubilidad y potencial
redox bajo. Se realizaron reacciones en presencia de acido ascérbico y a 10 °C con
burbujeo de oxigeno puro, para favorecer la conversiéon del radical libre a radical
peroxilo. Se utilizaron a la 1-naftilamina y 4-metoxifenol como sustratos modelo. Al
monitorear las reacciones por HPLC, no se aprecié la formacién de productos
diferentes a los obtenidos en la reaccién sin reductor, lo cual podria indicar que adn
bajo estas condiciones la velocidad de reaccién entre el radical fenoxilo y el oxigeno es
lenta en comparacién con la reaccién dada entre los radicales libres.

En cuanto a la presencia del agente reductor, se observé que la 1-naftilamina es
transformada rapidamente en ausencia de &cido ascérbico (Figura 7.8). Sin embargo,
la velocidad de transformacién es menor cuando se adiciona acido ascérbico a la

reaccion. El mismo comportamiento se presento al utilizar 1-naftol.
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Figura 7.8. Desapariciéon de 1-naftilamina (a) en presencia de lacasa y acido ascérbico; b) Consumo
de naftilamina en ausencia del reductor.

Ya que el 4cido ascérbico es sustrato para la enzima, es probable que exista una
competencia con los sustratos de interés, ocasionando que cuando la enzima comience
a oxidar a la 1-naftilamina o al 1-naftol no haya suficiente cantidad de agente reductor

para reaccionar con el hipotético radical peroxilo (paso 4, figura 7.6).
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Para limitar el consumo de acido ascérbico por la enzima y promover que el
reductor actuara sobre el hipotético radical peroxilo, se realizé un experimento
adicionando ascérbico en pulsos. Los resultados obtenidos en este experimento se

muestran en la figura 7.9.
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Figura 7.9. Efecto del acido ascérbico adicionado en pulsos en la reaccion de oxidacién de 1-
naftilamina. Los triangulos morados indican el tiempo de adicién de acido ascérbico.

Como puede observarse en la figura anterior, ain con la adicién periddica de
acido ascérbico se retardé la desaparicion de la 1-naftilamina y, al igual que en
experimentos sin adiciéon de agente reductor, esto tampoco ayudd a obtener los
compuestos esperados. El mismo comportamiento se observé para el 1-naftol.

Los productos de estas reacciones se inyectaron en el cromatégrafo de gases para
identificar su estructura, sin embargo, ni aun derivatizandolos para hacerlos mas
volatiles fue posible detectarlos. Es muy posible que los productos de estas reacciones
sean polimeros de alto peso molecular que no son volatiles, por lo tanto, no pueden ser
detectados de este modo.

Tipicamente las velocidades de reacciéon entre radicales libres centrados en
carbono se encuentra en el orden de k=108- 10° M- s°1, excepto para especies con carga,
para las que las velocidades de acoplamiento son menores debido al efecto de la

repulsion electrostética (Ross et al., 1995).
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La velocidad de la reaccién entre el oxigeno y los radicales libres centrados en
carbono, varia de acuerdo a la estructura quimica del radical libre. Por ejemplo, en el
caso de los radicales alifaticos la reaccion esta basicamente controlada por la difusiéon
(k=10° M1 s1), formando en la mayoria de los casos radicales peroxilos por adicion de
oxigeno (Ross et al., 1995).

Asi mismo, los radicales bencilicos reaccionan extremadamente réapido (k=10°
M1 s1) y de manera irreversible con oxigeno a temperatura ambiente (Maillard et al.,
1983). Por otro lado, para hidrocarburos formados por varios anillos aromaticos, las
reacciones con oxigeno son mas lentas (k~105- 108 M1 s) (Font-Sanchis et al., 2003). En
este tipo de moléculas, los factores que incrementan la estabilidad del radical libre y
por tanto, disminuyen la velocidad de reaccién con oxigeno son: deslocalizacién por
resonancia y sobre heteroatomos, efectos estéricos y grupos sustituyentes que se
comportan como donadores de electrones (Bejan ef al., 2001).

Con base en estos antecedentes y las observaciones realizadas en este trabajo, se
puede concluir que es probable que no se esté formando el radical peroxilo a partir del
radical fenodlico, debido a que la reaccién con el oxigeno es comparativamente lenta.
Las estrategias utilizadas (disminuir la temperatura para incrementar la concentraciéon
de oxigeno, utilizar baja concentracién de enzima y tiempos largos de reaccién, afiadir
un reductor para convertir el radical peroxilo en un derivado hidroxilado) no
funcionaron para favorecer la reacciéon entre el radical fendlico y el oxigeno, a pesar de
que ha sido reportada con anterioridad (Kawai et al., 1988; Schifer et al., 2001).

Los datos anteriores indican que, a pesar de la existencia de antecedentes
bibliograficos que indican que el radical fenoxilo producido por la lacasa puede
reaccionar con el oxigeno presente en el medio de reacciéon (Kawai et al., 1988; Schéfer
et al, 2001), no fue posible lograr que se sintetizaran compuestos hidroxilados
mediante la reaccién entre oxigeno y el radical peroxilo y el efecto reductor del dcido

ascorbico, utilizando a la lacasa de C. gallica.
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7.5.  Empleo de moléculas nucleofilicas

Otra de las estrategias propuestas para obtener compuestos monofenélicos
derivatizados, consiste en introducir moléculas nucleofilicas pequefias (figura 7.10). Se
ha reportado que los radicales libres generados por la lacasa a partir de difenoles,
reaccionan con nucledfilos presentes en el medio para formar aductos (Manda et al.,
2005; Mikolasch et al., 2002; Niedermeyer et al., 2005). Sin embargo, no se ha explorado

la posibilidad de utilizar monofenoles.

R R R
Rearreglo
Lacasa quimico
— e / R R
NH NH
-e, +
O OH O

Monofenoles o quinonas
sustituidos

Figura 7.10. Estrategia para la obtencién de derivados fenélicos con el empleo de moléculas
nucleofilicas.

En este caso, se propone que una vez que el radical libre producido por la lacasa
se estabilice por resonancia en el anillo, reaccionard con uno de los electrones
disponibles en una molécula nucleéfila, para llevar a la formacién de un aducto por
acoplamiento cruzado.

Los compuestos nucleofilicos utilizados fueron la hidroxilamina, etanolamina,

etilediamina, 1,6-hexandiamina y 4cido p-aminobenzoico (PABA) (tabla 7.5).
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Tabla 7.5. Compuestos nucleéfilos utilizados

NUCLEOFILO ESTRUCTURA

. . . . /\/NHZ.

Etilendiamina HaN '
) NH,.
Etanolamina LHOT N

. . : /\/\/\/NHZ :
1,6- Hexandiamina HaN
* HpN—OH -
Hidroxilamina

Acido p-aminobenzoico HO)/ <:> "

(PABA) d :

Se realizaron diversos experimentos utilizando nucleéfilos y sustratos, en los
que se variaron la relacién de concentraciones nucleéfilo/sustrato (1:1, 5:1, 10:1 y
25:1), tiempos de reaccion y concentraciones de enzima. Sin embargo, la mayoria de
las reacciones realizadas en presencia de los nucledfilos no mostraron la aparicion
de productos diferentes a los obtenidos sin ellos, al ser analizadas por HPLC,
espectros de absorbancia UV-Vis, o cromatografia en capa fina (TLC). Solamente en
la reaccién con 4-metoxifenol y PABA se observé en TLC y HPLC, la presencia de
una especie diferente (Figura 7.11) al utilizar concentraciones equimolares de

sustrato y nucledfilo.
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Figura 7.11. Cromatograma de HPLC de la reaccién de 4-metoxifenol sin PABA (linea negra) y
con PABA (linea azul). El 6valo rojo indica la banda correspondiente a la especie diferente
formada en la reaccién con PABA.



Como puede observarse en la figura 7.11, en el caso de la reaccién con
PABA aparece una banda tnica (alrededor de los 8 minutos);, asi también,
aproximadamente a los 10 minutos se localiza una banda que indica la formacion
de una especie comdn en las dos reacciones; esta especie comun se encuentra en
menor cantidad en la reacciéon con PABA, indicando con ello que en presencia de
este compuesto se favoreci6 la formacién de un producto nuevo. En la Figura 7.12
se presentan las evidencias de la obtencion de un producto diferente; estas
evidencias incluyen al espectro de absorbancia de las bandas eluidas a los 8
minutos, en reacciones en presencia y ausencia de PABA (figura 7.12 a), asi como el
del producto eluido a los 10 minutos. En ellos, puede observarse como el espectro
UV-Vis del producto nuevo (proveniente de la reacciéon con PABA), presenta un
espectro distinto a lo que eluye al mismo tiempo en la reaccién sin nucleéfilo y al
del producto comun.

Adicionalmente, en una placa de TLC también se aprecia la presencia del

compuesto obtenido en la reacciéon con PABA (figura 7.12 b).
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Figura 7.12 a) Espectro UV-Vis realizado a los productos de reaccién. La linea negra corresponde al
del producto eluido a los 8 minutos en la reaccién con PABA; la linea roja es del producto eluido a
los 10 minutos, en ambas reacciones; la linea azul representa al espectro de la region eluida a los 8
minutos, en la reaccién sin PABA. b) Placa de TLC. Carril 1: Control de 4-metoxifenol; Carril 2:
Control de PABA; Carril 3: Reaccion de PABA; Carril 4: Reacciéon de metoxifenol sin PABA; Carril 5:
Reaccion de metoxifenol y PABA.




% Compuesto

Se realiz6 una cinética para conocer el porcentaje de consumo de los
compuestos al ser utilizados en reacciones individuales (figura 7.13 a), en
presencia de ambos compuestos en relacion molar 1:1 (figura 7.13 b) y en un

exceso molar 10:1 de nucledfilo/sustrato (7.13 c). Los resultados se muestran a

continuacion:
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Figura 7.13. Cinéticas de consumo de compuestos. a) Reacciones individuales; b) Reacciones en
presencia de dos sustratos en relacién molar 1:1; c) Reacciones en presencia de
nucleéfilo/sustrato en relaciéon molar 10:1.

La figura 7.13 muestra que después de 145 minutos de reaccién, el 4-
metoxifenol es consumido entre un 60 y 80% en las tres reacciones; ademas, puede
observarse que las pendientes son muy similares, indicando una velocidad inicial
parecida en ellas. En el caso del PABA, practicamente no hay consumo en la
reaccion individual ni al encontrarse en un exceso molar de 10:1, en este dltimo
caso probablemente debido a que al haber una elevada cantidad de éste es dificil
detectar cambios en su concentraciéon. Sin embargo, bajo esta condicion también fue

posible observar la formacion de este producto diferente, ademads, de otros

subproductos.
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Como puede observarse en la figura anterior, el PABA al encontrarse en
presencia de 4-metoxifenol, en relacion molar 1:1, fue consumido
aproximadamente un 20%. Lo anterior indica que a pesar de que el PABA no es
sustrato para la lacasa, se consume en presencia de 4-metoxifenol. Esto sugiere que
en presencia de PABA pudo haberse formado un aducto entre el 4-metoxifenol y el
PABA. Este tipo de reacciones ha sido reportada para el caso de difenoles oxidados
por la lacasa (Mikolasch et al., 2002; Manda et al., 2005; Niedermeyer et al., 2005).
Sin embargo, es la primera vez que se observa este fendmeno para un monofenol.

Asi también, al comparar los cromatogramas obtenidos a diferentes tiempos
de reaccién en relaciones equimolares (figura 7.14 a) y en exceso (figura 7.14 b) de

PABA se observaron los siguientes comportamientos:
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Figura 7.14. Cromatogramas de la reaccién de 4-metoxifenol y PABA. a) En relaciéon
equimolar y b) en exceso de PABA. La linea azul corresponde a 61 minutos de reaccién y la
negra a 145 minutos de reaccién. Los tiempos de retencién no coinciden con los de la figura 7.11
por haber utilizado columnas diferentes en el HPLC.



Los cromatogramas presentados estdn en concordancia con los datos
presentados en la figura 7.13, en cuanto al consumo de 4-metoxifenol y PABA en
reacciones equimolares y en exceso de nucledfilo. Asi también, se puede observar
que al utilizar una relacién equimolar, la formacién del posible aducto se favorece
con el transcurso del tiempo de reaccién. Sin embargo, es notable que en la reaccién
con exceso de PABA la concentracion del posible aducto disminuye con el tiempo y
coincide con la aparicion de un producto que no habia sido observado en
reacciones individuales ni en relacién equimolar. No obstante, a 61 minutos de
reaccion, la concentracién del posible aducto es mayor en la reaccién que utiliza un
exceso de nucledfilo. Esto indica que al incrementar la concentracion de PABA se
favorece la formacién de éste posible aducto, asi como de otros productos, los
cuales podrian ser otros tipos de aductos o, bien, oligémeros de PABA, ya que no
hay disminucién en la concentracién de 4-metoxifenol.

El posible aducto pudo haberse formado considerando el siguiente

mecanismo de reaccién (Figura 7.15):
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Figura 7.15. Mecanismo de reaccién propuesto para la formacién del posible aducto.



El mecanismo anterior propone que el radical libre producido por la lacasa
reaccionard con uno de los electrones disponibles en el PABA. Para este
acoplamiento se proponen tres alternativas: a) la formacién de un compuesto con
un enlace ~-ONH-asociada a la reacciéon entre el radical fenoxilo y el par de
electrones solitarios del grupo amino; b) la obtencién de una semiquinona asociada
a una deslocalizacién del radical libre en el anillo y c) la formacién de un
compuesto hidroxilado, también causado por la deslocalizacion del radical libre y
el rearreglo de electrones y protones para recuperar la aromaticidad del anillo;
todos los mecanismos involucran la pérdida de un electrén y una desprotonacién
(ademaés de la ocasionada por la enzima). Cabe destacar que con los mecanismos de
reaccién propuestos no quedaria ningtn radical libre en el producto, contrario al
caso reportado por Mikolasch et al. (2002).

Con base en las estructuras mostradas en la figura 7.15 se trat6é de identificar
al producto. Para ello, fue purificado por HPLC y analizado por espectrometria de
masas, sin embargo, al parecer no es volatil y no se detect6 mediante esta técnica.
Considerando los grupos funcionales que deben estar presentes en el posible
aducto, se realizaron espectros de infrarrojo (FTIR), utilizando pelicula y pastilla de

KBr. Los espectros se muestran en la figura 7.16:
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Figura 7.16.Espectros de FTIR de los productos obtenidos.



Las vibraciones de los diferentes enlaces se resumen en el Apéndice 11.1. Al
comparar el espectro de FTIR del posible aducto y el PABA puede observarse que
no presenta las bandas correspondientes a aminas (3400-3500 cm) y esto podria
deberse a un posible enmascaramiento ocasionado por la banda ancha
correspondiente al OH de un fenol (3600-3200 cm) o, bien, porque las aminas que
estan presentes en el PABA son primarias y en el caso del aducto secundarias. Asi
también, se encontr6 la sefial del carbonilo del PABA (1700-1650 cm), pero la
banda presente en el posible aducto, que corresponderia a ella, no se traslapa del
todo en la region correspondiente. En cuanto a la comparacion del posible aducto
con el de 4-metoxifenol, fue posible observar que ambos presentan las bandas del
grupo metoxilo (1290-1160 cm) y que, ademas, se encuentra la banda ancha del
OH fendlico (3600-3200 cm). Ademas, en el espectro obtenido para el posible
aducto estan presentes las sefiales tipicas para compuestos aromaticos (2900-2850
cmy 1600 cm1).

Asi también, se realiz6 una comparacion entre los espectros del posible
aducto y el producto comin de las dos reacciones. Se observa que son muy
parecidos, sin embargo, pudo notarse que las sefiales pertenecientes a carbonilos de
acidos carboxilicos también podrian corresponder a quinonas y, por otro lado, las
bandas para fenoles sustituidos son mds intensas en el caso del posible aducto,
indicando, probablemente, que existe mas de una sustituciéon en un anillo
aromatico.

De lo anterior se puede concluir, que el posible aducto claramente es un
derivado de 4-metoxifenol sustituido que podria poseer un grupo fendlico en su
estructura y que por este medio no es posible encontrar indicios de la presencia de
PABA en su estructura.

Durante el procedimiento de purificacion y caracterizacion del posible
aducto nos percatamos de que es inestable a temperaturas mayores de 35°C. Por
esta razon se realizaron esfuerzos para tratar de evitar su degradacién: control de
temperatura, manejo de atmodsfera de nitrégeno y almacenamiento a baja

temperatura.



Con la finalidad de realizar una determinacion mas completa de la
estructura quimica del probable aducto, se produjeron 2 litros de reaccién para
tener suficiente cantidad de producto (= 90 mg) y realizar andlisis de resonancia
magnética nuclear (RMN) de H y 3C. Para purificar el producto se utilizaron
técnicas cromatograficas preparativas en placa y en columna. Para este tltimo caso,
se realiz6 un barrido de condiciones de elucién para conseguir la mejor separacion.
Se utilizaron mezclas de solventes de diferente polaridad (p. e. acetato de etilo,
isopropanol, metanol) y diferentes gradientes. Las mejores condiciones de elucién
se describen en la secciéon de materiales y métodos. En cuanto a la cromatografia en
placa preparativa, fue posible aislar el compuesto en su totalidad al utilizar como
eluyente una mezcla de diclorometano:metanol (90:10). La figura 7.17 muestra la

fraccion correspondiente al posible aducto.

Figura 7.17. Purificacién del posible aducto.

Se obtuvo el espectro de RMN de 'H a 400 MHz (figura 7.18). En el
Apéndice 11.2 se incluye un resumen de las sefiales relevantes para este caso. La

interpretacion de los espectros se realiz6 con asesoria de la M. en C. Silvia

Marquina del CIQ de la UAEM.
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En el espectro de RMN de 'H puede observarse que hay sefiales de protones
aromaticos entre 6 y 8 ppm. Entre estos desplazamientos pueden observarse dos
dobletes en 7.87 y 7.12 ppm (flecha 1 y 2), con constantes de acoplamiento de 8.4 y
8.6 Hz, respectivamente, que corresponden a acoplamientos de tipo orto. El doblete
de frecuencia mads alta (flecha 1) corresponde a protones que se encuentran
desprotegidos por el efecto electro atractor de un grupo carbonilo, como seria el
caso de los protones aromaticos vecinos al acido carboxilico del PABA. Asi
también, el doblete ubicado a una frecuencia menor (flecha 2) se debe al efecto
electro protector que infiere un grupo amino al anillo aromatico.

Por otra parte, las dos sefiales dobles a 6.85 y 6.75 ppm (flecha 3 y 4), con
constantes de acoplamiento de 8.8 Hz, corresponden a protones vecinos a grupos
electro protectores; de igual manera, se localizé una sefial extra para un protén que
corresponde a este tipo pero, que a su vez, difiere a los otros dos, tal como seria el
caso del protén 5 (flecha 5). Gracias a lo anterior, fue posible asignar la sefial
ubicada a 5.4 ppm (flecha 6) a un protén del grupo hidroxilo, el cual se encontraria
presente como sustituyente electro protector en un anillo aromatico; ademas, se
identific6 el protén del grupo amino como singulete a un desplazamiento quimico
de 3.42 ppm (flecha 7), asi como la sefial de los protones del grupo metoxilo a 3.627
ppm (flecha 8).

Con la localizacién de estas sefales se confirmé la hipétesis de la formacion
de un aducto entre el 4-metoxifenol y el PABA.

Ademéds, con las sefiales encontradas, es posible pensar que el producto
obtenido corresponde al compuesto A 6 C, mostrados en la figura 7.18, ya que no
fue posible localizar a los protones 9 y 10, que pertenecen a protones vecinos al
grupo carbonilo, en la quinona propuesta en la figura 7.18 B.

De la misma forma en que se analiz6 el espectro de RMN de 'H, se hizo el

estudio del obtenido por 13C. Este espectro se muestra en la figura 7.19.



St OH o 13°
10 3 10
9 13 1o 9
14 16 8
1 NH > 7
o 0

—_
N

— @
Al 414
L0

9

10
5 7

44— ©
99,085 4—m—m @ @ @ —
=
Th.803
60,568
S, w93
S ==

130. 790
106 .097

(| o | | \ [ J b 1 |
PR P o B AU i Vi, g Mt by ittt S el Lsamai bt L
L ‘:‘“&ﬂ. J"*"'” ] . l"J"'“‘-\‘P'-' *‘»‘ o e - o Vi -A‘*m«fmmw

200 150 160 149 120 100 a0 60 40 el 1] ppm

Figura 7.19. Espectro de RMN de 3C.

Como se puede observar, es posible localizar la sefial del grupo carbonilo
del PABA a 180 ppm (flecha 1); esta sefial es muy pequefia debido a que
corresponde a carbonos cuaternarios. Asi también, se encontraron sefiales
caracteristicas para carbonos aromaticos desprotegidos por efecto de grupos electro
atractores (flecha 2 y 3), a un desplazamiento quimico de 121.071 ppm y 180.74
ppm. Ademas, se localizaron sefiales para aquellos carbonos protegidos, cercanos a
grupos electro donadores (flecha 4), a 120.677 ppm. Esto confirma la presencia de
PABA en la estructura del producto obtenido. El carbono aromaético unido a un
grupo amino, desprotegido por la cercania de un grupo electro atractor, se localiz6

a 145 ppm (flecha 5).



Asi también, se encontraron las sefiales correspondientes a los carbonos
aromaéticos del 4-metoxifenol (flecha 7-flecha 11), entre 99-145 ppm. El carbono del
grupo metoxilo se localiz6 a 54.992 ppm (flecha 12).

Sin embargo, al igual que con el espectro de RMN de 'H es dificil concluir si
el aducto obtenido es un compuestro hidroxilado (A) o un compuesto con un
enlace -O-NH- (C), pues a un desplazamiento quimico de 140-150 ppm se
encuentran sefiales que corresponderian a carbonos con base de oxigeno con una
hibridacién sp?, como seria en el caso de los carbonos 7 y 10.

Con base en las evidencias obtenidas por RMN de 'H y 13C, asi como en los
resultados obtenidos por FTIR, se pensaria que en realidad el aducto obtenido en la
reaccion del 4-metoxifenol y PABA es un compuesto hidroxilado (A), como ya ha
sido reportado para reacciones similares utilizando difenoles como sustratos
(Mikolasch et al., 2002). De ser asi, el producto obtenido corresponderia al acido 4-
[(2-hidroxi-5-metoxifenol)amino]benzoico.

En el reporte de Mikolasch et al. (2002), se encontré que los productos
hidroxilados, obtenidos por una reaccién de acoplamiento entre el acido 3-(3,4-
dihidroxifenil)-propionico y PABA o n-hexilamina como nucledfilos, se formaron
al reaccionar un radical catiénico del sustrato con el grupo amino de los
nucledfilos, obteniendo los compuestos mencionados, pero detectando la presencia
de un radical libre. En reportes bibliograficos posteriores (Niedermeyer et al., 2004;
Manda et al., 2005) se realizaron reacciones similares a las de Mikolasch et al. (2002),
pero encontraron quinoaminas como productos de reaccion.

Niedermeyer et al. (2004), y Manda et al. (2005), concluyen que la reacciéon
procedié por la formacién de radicales libres sobre el difenol por la lacasa, para
originar una quinona y una posterior aminacién no enzimética mediante una
adicion de Michael. Asi también, estos reportes argumentan que dadas las
condiciones de reacciéon de la lacasa y los procedimientos utilizados para aislar los
productos de reaccién resultaria dificil obtener compuestos hidroxilados, pues son

susceptibles a la oxidacion.



Lo anterior sugiere que se esperaria obtener como producto de esta reaccion
a una quinona; sin embargo, aunque los espectros de RMN indican que se sintetiz6
un compuesto hidroxilado, también se encuentran sefiales que no es posible
asignar a ninguno de los protones y carbonos propuestos para las estructuras de las
figuras 7.18 y 7.19. Es muy probable que a pesar de obtener la banda del aducto
aparentemente pura, en ella se encuentren por lo menos dos especies de polaridad
similar, como seria el caso de un compuesto hidroxilado (A) y una quinona (B).
Aunque por RMN de 3C no fue posible encontrar la sefial correspondiente al
carbonilo de la quinona (carbono 15, figura 7.19 B), es posible que esto haya
ocurrido debido a que los carbonilos de este tipo necesitan mas tiempo de analisis
para ser detectados; ademas, existe la posibilidad de que algunas de las sefiales que
no fue posible asignar a ninguna de las estructuras propuestas corresponda a una
quinona que presente una estructura diferente a la que se propone en este trabajo.

No obstante, tanto la sintesis de compuestos hidroxilados o semiquinonas
resulta atil en el 4rea farmacéutica, ya que ambos tipos de productos son
encontrados en compuestos con efectos analgésicos, antimicrobianos o
anticancerigenos.

Es sabida la dificultad que la sintesis quimica tradicional implica en este tipo
de reacciones. Sin embargo, con el empleo de la lacasa puede simplificarse la via de
obtenciéon de estos compuestos, ya sea con el uso de difenoles como ya ha sido
reportado (Mikolasch et al., 2002; Niedermeyer et al., 2004; Manda et al., 2005), o

bien con monofenoles, como fue demostrado en el presente proyecto.



Conclusiones

CONCLUSIONES

La lacasa de C. gallica UAMH 8260 es capaz de catalizar eficientemente la
oxidacion de sustratos con energia de ionizacién menor a 8.7 eV (*E°=1.04 V). Por
otro lado, la oxidacién de sustratos con una energia de ionizacién de hasta 9.4 eV

(*E°=1.23 V) es pobremente catalizada.

Se observo una relacion semilogaritmica entre la actividad especifica de la lacasa y
el potencial redox de sustratos monofenoélicos, bajo condiciones de saturacién de

oxigeno disuelto y sustrato.

Al parecer, la reaccion entre los radicales fenélicos y el oxigeno es demasiado lenta
para competir con la reaccion de polimerizacién, por lo que no fue posible obtener

derivados hidroxilados o quinonas por esta via.

En las reacciones entre monofenoles y nucleéfilos, solamente en el caso del 4-
metoxifenol y el &dcido p-aminobenzoico (PABA) se observé la formacion de un

aducto.

La caracterizacion espectroscopica del aducto obtenida por FTIR y RMN de 'H y
BC indican que el producto obtenido es un derivado hidroxilado (acido 4-[(2-

hidroxi-5-metoxifenol)amino]benzoico).
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Perspectivas

9. PERSPECTIVAS

Debido a que la sintesis quimica tradicional es una de las tareas mas desafiantes
en el campo de la quimica organica, la realizaciéon de este proyecto quimioenzimatico
ha probado ser una alternativa importante en esta area. La utilizacién de enzimas para
reacciones de oxidacién y, en este caso, de las lacasas promete obtener resultados
importantes.

Como fue presentado a lo largo de este proyecto, la generaciéon de radicales
libres por la lacasa puede encontrar aplicacion en diferentes areas. Sin embargo, al
final de este trabajo se permiti6 concluir que es posible derivatizar el radical libre
producido por la lacasa sobre un monofenol y durante el desarrollo de éste fue posible
formularse diversas preguntas que resultaria interesante averiguar.

Entre estas interrogantes se encuentra el caso de la derivatizaciéon del radical
con oxigeno, en donde no fue posible obtener productos diferentes a polimeros. En
este caso, serfa importante saber si utilizando otro tipo de agente reductor podrian
obtenerse los compuestos propuestos para este tipo de derivatizacién, o saber si es
posible que se forme el radical peroxilo y que exista algtin factor que impida su
reaccion con el agente reductor, lo cual podria conocerse con estudios de resonancia
electro-paramagnética.

Por otro lado, también resulta interesante realizar una caracterizacién detallada
del aducto obtenido con la reaccién de 4-metoxifenol y PABA. Esto podria lograrse con
la realizacion de experimentos que incluyan la aplicacion de Espectroscopia
bidimensional. Una vez teniendo un completo conocimiento de este aducto, seria
importante averiguar si posee alguna funcién importante (farmacoldgica) presente en
derivados de su tipo o si puede servir de precursor para la sintesis de compuestos
importantes en el drea quimica o farmacéutica.

En vista de los resultados interesantes obtenidos para la obtencién de aductos
con monofenoles la idea de probar otros nucleéfilos como derivatizantes y otros

sustratos también es atractiva.
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Perspectivas

Para estos estudios, la investigacion sobre oxidaciones regioselectivas cobraria
gran importancia ya que podria evaluarse influencia de sustituyentes que pudieran
dirigir o estabilizar el radical libre sobre diferentes posiciones en el anillo aromatico y
posteriormente, su derivatizacién con nucledfilos. Sin embargo, en vista de que los
compuestos que podrian comprobar esta hipétesis tienen un alto potencial redox
serian malos sustratos para la enzima. No obstante, esta limitante podria verse
superada con el empleo de peroxidasas ya que al igual que las lacasas realizan
reacciones de oxidaciéon de un electrén y ademads, poseen un potencial redox mayor
que ellas, confiriéndoles un mayor poder oxidante.

Sin duda alguna, el empleo de sistemas quimioenzimaticos resulta de mucha
utilidad en reacciones de oxidacién. Las herramientas otorgadas por la quimica, asi
como las ventajas que implica el trabajar con enzimas, facilita la obtencién de

resultados importantes e interesantes en la investigacion.
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11. APENDICES

11.1.

Sefiales de infrarrojo

Enlace Tipo de enlace

Tipo especifico de
enlace

Apéndices

Intervalo e intensidad de
absorcion

C-H alquilo metilo 1380 cm- (débil), 1260 cm!
(fuerte) y 2870, 2960 cm-!
(ambos, de fuerte a medio)
metileno 1470 cm? (fuerte) y 2850, 2925
cm? (ambos, de fuerte a
medio)
metino 2890 cm-! (débil)
metil eteres, CH3-O 2850-2815 cm-!
vinilo C=CH: 900 cm-! (fuerte) y 2975, 3080
cm?! (medio)
C=CH 3020 cm! (medio)
alqueno monosustituido | 900, 990 cm! (ambos fuerte)
alqueno cis-disustituido | 670-700 cm! (fuerte)
alqueno trans- 965 cm-! (fuerte)
disustituido
alqueno trisustituido 800-840 cm-! (fuerte a medio)
aromatico benceno/benceno 3070 cm (débil), 3040
sustituido
benceno monosustituido | 700-750 cm! (fuerte) y 700+10
cm! (fuerte)
benceno orto- 750 cm? (fuerte)
disustituido
benceno meta- 750-800 cm-! (fuerte) y 860-900
disustituido cm! (fuerte)
benceno para- 800-860 cm (fuerte)
disustituido
alquino 3300 cm? (medio)
aldehido 2720, 2820 cm! (medio)
C-C C-C aciclico alqueno monosustituido | 1645 cm (medio)

alqueno 1,1-disustituido

1655 cm?! (medio)

alqueno cis-1,2-

1660 cm! (medio)

disustituido

alqueno trans-1,2- 1675 cm! (medio)
disustituido

alqueno triy 1670 cm- (débil)
tetrasustituido
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C-C conjugado

dienos

1600, 1650 cm! (fuerte)

con anillo de benceno

1625 cm! (fuerte)

con C=0

1600 cm! (fuerte)

C=C aromatico

1450, 1500, 1580, 1600 cm?
(fuerte a débil) - siempre los 4

C=C alquino terminal 2100-2140 cm (débil)
alquino disustituido 2190-2260 cm! (muy débil, a
veces no visible)

C=0 cetona/aldehido alifaticos 1720 cm-!

saturados/ciclos de 6

miembros

a,p-insaturado 1685 cm! (también va para
cetonas aromaticas)

ciclo de 5 miembros 1750 cm!

ciclo de 4 miembros 1775 cm!

aldehido 1725 cm? (influencia de la
conjugacién como en las
cetonas)

derivados de acido | acido carboxilico 1710 cm™?
carboxilico saturado

acido carboxilico 1680-1690 cm?

insaturado/aromatico

ésteres y lactonas 1735 cm! (influencia de la
conjugacion y el tamafio del
anillo como en las cetonas)

anhidridos 1760 y 1820 cm? (ambos)

halogenuros 1800 cm!

amidas 1650 cm! (amidas asociadas)

sales de carboxilatos 1550-1610 cm? (también va
para zwitteriones
aminoacidicos)

O-H alcoholes, fenoles 3610-3670 cm! (la
concentracion de la muestra
ensancha la absorcién y la
mueve a 3200-3400 cm-?)

acidos carboxilicos 3500-3560 cm! (la
concentracion de la muestra
ensancha la absorciéon y la
mueve a 3000 cm)

N-H aminas primarias doblete entre 3400-3500 cm! y

1560-1640 cm! (fuerte)

aminas
secundarias

sobre 3000 cm! (medio a
débil)

iones amonio

se ensancha con maltiples
picos entre 2400-3200 cm-!
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C-O0 alcoholes primarios 1050410 cm-?
secundarios alrededor de 1100 cm-!
terciarios 1150-1200 cm!

fenoles 1200 cm!
éteres alifaticos 1120 cm!
aromaticos 1220-1260 cm-!
acidos carboxilicos 1250-1300 cm-?
ésteres 1100-1300 cm-?
C-N aminas alifaticas 1020-1220 cm-!
(frecuentemente
sobrepuestas)
C=N 1615-1700 cm (efectos de

conjugacion similares a C=0)
nitrilos (enlace 2210-2260 cm! (no conjugado
triple C-N) 2250, conjugado 2230 cm!)
isonitrilos (enlace 2165-2110 cm (2140 - 1990
R-N-C) cm?! para R-N=C=S)

C-X fluoroalcanos ordinarios 1000-1100 cm-!

(X=F, trifluorometilo dos fuertes, se ensancha entre

Cl, Br, I) 1100-1200 cm!

cloroalcanos 540-760 cm™ (medio to débil)
bromoalcanos below 600 cm!
iodoalcanos below 600 cm!

N-O compuestos nitro | alifatico 1540 cm! (mas fuerte) y 1380
cm?! (mas débil) - Siempre
ambas.

aromaéatico 1520, 1350 cm! (la

conjugacioén usualmente baja
el nimero de onda)
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11.2. Desplazamientos quimicos en Resonancia Magnética Nuclear

-COOH
o11-612

Apéndices

X X—C—H O
i, OO0 x=g, 1]
P R —C—C—
—C— H X = 0, hal H
[ .| ]
| | | | | | | | | |
10 9 7 6 5 4 3 2 ] 0
aromatic C —+C=C+ |C—Cl;C—Br
~. |
CcC=0 /C—C\ (IZ 0 alkanes
L 1 1 | I N I Y DN A D N ) | s
200 150 100 50 0
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11.2.1. Desplazamientos quimicos (6) en Resonancia Magnética Nuclear de

1H (Pretsch et al., 2000)

Regiones generales de desplazamiento

1 1 rtrrr 111 11 1° 1111
15 14 13 12 11 10 9 8 7 & 5 4 3 2 1 0

H3C-Alquilo ..

H3C-C-Hal

HsC-C=C

H;C-CC

H;C-Aril, -Hetero aril l.

HsC-CO -

HsC-5- .

HsC-50,-

H;C-N

H3C-O-Alquilo

H3C-O-Aril, -O-CO- F
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CO-CH-C=C

CH-Aril, -NR-, -O-

-CCH Alquino

CH=C-

Ar-H

Alquilo-, Aril-CHO

Alquilo-OH

Aril-OH

H N

R-COOH

Alquilo-SH

Aril-SH

Alkyl-NHy, Alkyl-NH

Aryl-NH,, Aryl,-NH

R-CO-NH-

-CO-NH-CO

11.2.1.1. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de hidrocarburos

aromaticos (0 en ppm relativo a TMS, J en Hz):

7.26

En derivados:

3]orto

4]meta

5]para

6.5-8.5
1.0-3.0
0.0-1.0

_CHza 373
f b 677
e ¢ 715
d 682

5]ab
3]bc
4pa
5]be

1

0.8
8.3
1.0
0.4

e 2.7
Ta 74
. 18
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11.2.2. Desplazamientos quimicos en Resonancia Magnética Nuclear de 13C

(Pretsch et al., 2000)

-CN

-NC

(-CO),0 Anhidridos

-COOR

-CONHR

-(CO),NR Imidas

-COOH

-CHO

>C=0

H;C-C- primario

H,C-S-

H,C-N

H;C-O-

-H,C-C secundario

C-C cuaternario

C-N

co-

Alquinos

C=CAlquenos

Compuestos aromaticos
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Constantes de acoplamiento de 3C-'H (| J | en Hz)

11.2.2.1.
En benceno: En derivados:
ll—la 1]CaHa 159.0
13 C\ Hb 2] caHb 1.0 1-4
| 3]Cch 7.6 7"10
— 4Jcand -1.3
Hc
Hd
11.2.2.2. Constantes de acoplamiento *C-13C (| Jcc | en Hz)
a Top 57.0 b 44.2
b ac 2.5 2 CHs 2, 31
c ad 10.0 e 3.8
4
d . Jae 0.9
N ;H H\ ;H
o= o= =0 o=
s
7 H H H " “o—H
0,5-3 7-12 13-18 4-10
H H H
“o=c Ne=c” N L —GC=CTH
Vs - ST, C=_—C=C
C—H H C—H /
0,5-25 0 9-13
| H o\ H
%,
g © 7 Co-H
1-3 2-4 06-9 ml1l-3 pO0-1

2-3
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LISTA DE ABREVIATURAS

Abreviatura Definicion

ABTS Acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzatiazolina-6-sulfénico)
BSA Albtmina de suero bovino

CuT1l Sitio de cobre T1

CuT2 Sitio de cobre T2

CuT3 Sitio de cobre T3

CuT2/T3 Cluster de cobre trinuclear

€ Coeficiente de extinciéon molar

E’E Potencial redox de la enzima

E’s Potencial redox del sustrato

FAD Flavin Adenin Dinucleé6tido

FMN Flavin Mono Nucleé6tido

FTIR Espectroscopia de infrarrojo

HBr Acido bromhidrico

HCl Acido clorhidrico

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon
PABA acido p-aminobenzoico

PPQ Pirroloquinolina quinona

REP Resonancia electro-paramagnética
RMN Resonancia Magnética Nuclear
TLC Cromatografia en capa fina

uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta-visible
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