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RESUMEN 

En esta tesis se ha realizado un estudio sobre la 

r e ac ti v i de d de te r C i a t- i os los alilicos 

linalilmono-fosfato (L.PP) ~ y (L..P) ~ y 1 inal i Ld í f-os.+at o 

utilización de éstos por un sistema enzimético obtenido de 

hj:t.L\"\~ l.J_!1}.QnlJ.m. El ob jet i va de es.te estudi o fue eva 1 u a r sil a 

biosíntesis de los hidrDcarburos cíclicos a-pineno~ B-pineno~ 

1 imoneno y )"'-ter-pineno a p ar t í r de geranlldifosfato (GPP)~ 

pudiera ocurrir vía el intermediario L.PP. 

Para esto se obtuvieron las constantes de acidez de LPP y 
--::1+ '":)+ 

LP~ de uniÓn a Mg- y Mn- , la estequiometría de los complejos 

las constantes cinéticas de hidrólisis de 

diversas especies y se compararon estas propiedades con las 

la ciclasa para de POt- 

hidrocarburos cíclicos. 

Se encuentra por una parte que LPP ~orma complejos mono y 
"'J+ 2+- r-r 

bismetálicos con Mg- y Mn siendo los complejos de LPP~- 50 

? 100 vecps más estables, que los que formb LPPH2-, y por" o t r e 
'--.:' .~ '-:-;1 +. -r- il 

que Mg~' y Mn- se unen en el complejO mon~metálico 100 y 10' 

veces más fuertemente que en la especi~ blsmetálica. 

solamente forma un complejo monometálico y con 
r::'+ 

Mn- ~ 

siendo en este caso el complejo con Lp2- más estable que 

complejo con LPH . 

La constante de velocidad de hidrólisis de LPP a pH 7~O y 

XIV 

la 

lo,:: 

el 



xv 

30" es 1 ~ 2 >: aumentando este valor por la 
?+ ?+ 

presencia de Mg- o Mn- . Se demuestra que el i nc t-emento en 

la velocidad de hidr61isis se correlaciona con el aurne rrt o de 

la concentraciÓn del complejo bismetálico. Por su parte~ LP 

hidroliza a una velocidad menor que LPP. y frente al agregado 

2+ del Mn aumenta la velocidad en forma proporcional al aumento 

de concentraciÓn del complejo monometálico. 

En condiciones de pH básico~ en las cuales practicamente 

no hay hidrólisis~ se logra obtener reordenamiento de LPP a 

sus isómeros primarios más estables GPP y nerildifosfato (NPP). 

Esto indica que la reacci6n en el sentido opuesto puede 

bien en esta tesis tal reordenamiento no se 

encuent r a. 

Se estudió el comportamiento del GPP y del NPP en mice- 

las de dodecilsulfato de sodio con el objeto de acercarse 

me j o r <3. la reacciÓn catalizada por la c i c í eee , Se pUF'de 

establecer que estas micelas concentran al complejo bis- 

metálico aumentando su velocidad de descomposlclon y para 

el caso del NPPMn2 aumenta 5 veces la cantidad de hidrocarbu- 

ros constituyendo en estos aspectos la reacción mlcelar un 

modelo más apropiado que la reacciÓn en H20. 

En relaciÓn a la biosíntesis de hidrocarburos cíclicos se 
-=!' 

demues.tr-a que leí p r eps r ac ió n de h .. 1Ün_Qnul1_:: utiliza [l-'-'HJ LF'P 

y +orma a-pineno, limo,"¡eno y )[-·terpineno~ sin 

hay algunas preparaciones que carecen de esta 
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Se presentan resultados que indican que [1-3HJ LPP 

no sería un intermediario libre durante la utilización de 

[l-~H] GPP. En esta preparación se detectan tres mono t er p erto 

ciclasas que difieren en sus masas moleculares al ser 

filtradas por Sephadex 5-100. Dos de ellas utilizan 105 

sustratos primarios GPP y NPP Y tienen las Mr de 75.000 

r·E,s;:.pec:t i v arnerrt e , La de I'k 4~i.OOO~ 

8b~-;D 1 ut¿'.mente especifica por LPP. p r or e d i m i ento de 

radioinactivaciÓn de esta preparación da una única Mr de 

que corresponderia al tama~o de la unidad catalítica 

la5 tres actividades~ pudiendo la GPP ciclasa 

contener una subunidad de Mr 20.000. que no se detecta. 
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ABSTRACT 

A study lS presented on the reactivity of the tertiary 

allylic esters linalylmonophosphate (LP) and 

linalyldiphosphate (LPP)~ and on their utilization by an 

enzymlc system from Citrus limonum. The objective 0+ this 

study to evaluate if LPP may bE cons i del-ed an 

i rrt errne d i ate ln the b í osvnt he s ís of the cyclic 

geranyldiphosphate (GPP). 

The Cl, cid i t Y a n d t he 
'":"/+ Mg~ ')+ 

¿'TId f'1n~ binding c o nst arrt s 

LF and LPP were obtained~ along with t.he 

stoichiometries of t.he reactive cOffiplexes and the hydrolisis 

kinetic constants for the different species. These parameters 

were compared with those obtained for the enzymic formation 

of cyclic hydrocarbons. 

We have found that LPP forms the mono- ano bismetallic 

?+?+ ~- 
Mg- and Mn-' complexes, where the LPP~ complexes are 50 to 

100 times more stable than those of LPPHL-. 

.--, .-'.' ..L. 

a n d 1'1 n.L· b i n d 

te the menometallic complex 100 and 

than to the bismet.allic species, respectively. On the o t ne r 

hand~ LP forms only the monoffietallic complexes~ the complex 
,-, ".j th Lp":" being in t ru s more stable than that 

~.! i t; h LPH--. 

At pH 7.0 and 30o~ the hydrolysis ratE constant of LPP lS 
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1 '") . ~ _ -4 -1 . 
x 10 S ~ and this value is increased by the p r e s e nc e 

o+ "+ M .L- 

9 effect It is demoris t t" ated t ha t t h í s or 

correlates with the increase in the concentration of the 

bismetallic complex. LP hydrolysEs at a lower rate than LPP~ 
r-;,+, 

but as a function of the monometallic Mn- complex. 

At basic pH. where there is almost no hydrolysis~ LPP 

rearranqes to its more stable primarv C:1.nd 

nervldiphosphate (NPP) • This indicates that the reverse 

reaction can obviouslv occur~ although we were unable to 

detect i t. 

As a way to get closer to the enzvmic reaction catalysed 

by the cyclase. the behaviour of GPF and NPP in micelles was 

studied. Our findings indicate that micelles concentrate the 

bismetallic complex. increase its decomposition rateo and fOF 

NPPMn2 allow the formation of 5 times more hydrocarbons. 

Thus. the micellar reaction may be a more appropriate model 

than the reaction In water. 

With respect to the biosvnthesis of cyclic 

and 

even when there are preparations that do not 

show these activities. Evidence is oresented indicating that 
~ 

[l-~HJ LPP is not a free intermediate In the utilization 

In our prepar2tion~ we detect three monoterpene cycla5e5~ 



which can be resolved upon ~iltratiDn in Sephadex 6-100. Two 

o~ them utilize as substrates GPP or NPP. and have MW o~ 

75,000 and 56.000, respectiyelv. The third cyclase 

absolutelv specific ~or LPP, and has a MW of 45,000. However. 

when this C. the limonum preparation was analyzed by 

radioinactivation a common MW o~ 56.000 was procedure. 

detected for all three cyclases, which should correspond to 

the size of the minimum MW for the catalytic subunit of the 

enzymes. The GPP cyclase may contain in addition a second MW 

20.000 subunit~ which by would not detected be 

radioinactivation method. 

XIX 

is 

the 
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Los tejidos vegetales sintetizan alrededor de 12.00(1 

compuestos derivados del isopreno o 2-metil butadieno~ 

Se forman por sucesivas condensaciones de unidades de 2 

átomos de carbono~ de acetil coenzima A~ para dar MVA, de 6 

átomos de carbono~ todos los precursor especifico de 

isoprenoides conocidos (Cori~ 1976) • Algunos ejemplos de 

isoprenoides los constituyen los monoterpenos, sesquiterpenos~ 

estet-oides, carotenoides, caucho, giberelinas, etc. , Y su 

relaciÓn biogenética con el MVA se esquematiza en la figura 1. 

En la ruta isoprenoide, el MVA se transforma en una 

unidad de 5 carbonos, IPP, que se isomeriza dando 

al primer compuesto alilico de la ruta, el DMAPP. 

De la condensación entre DMAPP y una b dos unidades de 

IPP los mono y sesquiterpenos y ( 1 o 1 ",,· 
d c ar bo no s , surgen 

respectivamente). Una fracción importante de ellos forma 

parte de los aceites esenciales y son responsables en buena 

medida del aroma de muchas plantas superiores. En la + i qu r a 2 

se presentan algunos de 105 monoterpenos y sesquiterpenos 

aislados de toniferas, citrus~ mentas, y de alrededor de 50 

familias de plantas con flores (Banthorpe y Charlwood, 1980) • 

Se eric uerrt r e' una qr an d i ve r s í dad de q r up o s funcionales. entre 

los qUE predominan los hidrocarburos, alcoholes, aldehídos, 

cetonas. etc., los que pueden ser acíclicos Cocimeno, mirceno, 

t;;¡er-aniol. 11 na.lol (1 r rnorie no , x - monoc:íclicos 

t.et"pineno~ Ó -bisaboleno o b í c r c l í c os (pinenos •. bor neo I ~ 

2 
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FiguFa 1 RelaciÓn biosintética de algunos iSDpFenoides con 

3 



, 

y 9 ~CH ~OH 
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Figura 2 Estructuras de di~erentes monoterpenos y sesqul- 
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sabineno~ cadineno). La naturaleza de los componentes en el 

aceite esencial está determinada fundamentalmente por la 

actividad de dos tipos de enzimas: las preniltransferasas y 

las ciclasas. Las preniltransferasas son responsables de los 

diversos modos de condensaciÓn entre IPP y DMAPP Y del 

alargamiento de la cadena. Catalizan la condensaciÓn de un 

difosfato alilico con IPP y los productos son los siguientes 

homólogos superiores del sustrato alilico de 5~ 10~ 15 o más 

átomos de carbono, y pirofosfato inorgánico (Cori. 1983). 

En genet- a 1 ~ las preniltransferasas de origen animal 

tienen una especificidad bastante restringida; solamente 

catalizan la formación de productos de un largo de hasta 15 

carbonos y de conformaciÓn E. En tejidos vegetales 

generalmente se llega a productos de 15 y 20 carbonos; se 

c o na i de r a más bien excepcional que existan algunos sistemas 

enzimáticos Que conduzcan a cadenas más largas como son la 

qut ap er c he , chicle y caucho, este último con un promedio de 

residuos isoprénicos de 7.000 por molécula (Beytia y Por ter 

1976). A diferencia de los tejidos animales. en plantas se ha 

obs.e r v ado la orenildifosfatos tanto de 

conformación E como Z. entre estos últimos NPP. Cl0 (Beyt{a ,y 

col. ~ 1969) Y (2.6--Z,E) FPP~ [:15 (Chayet v col.. 1973). 

Si bien, tanto en plantas como animales el sustrato 

alílico sobre el cual se condensa IPP tiene la con~orm2ción E~ 

algunas preniltransferasas de origen vegetal además pueden 



usar como sustratos los di~osfatos alilicos de con~ormación Z: 

la cuatro enzima de forma los 

diastereoisómeros del FPP a partir de NPP y GPP como sustratos 

CAdams y Heinstein~ 1973). La condensación de las 2 unidades 

de 5 carbonos se lleva a cabo a través de un ataque 

nucleo~ílico del metileno del IPP sobre el catión generado por 

salida del grupo di~os~ato del sustrato alilico (Poulter y 

P i 11 i nq ~ 1978) • El cat i o n t-esu 1 tante de esta condensac í o n 

elimina un protón Yecino~ ~ormándose un doble enlace E o Z en 

los productos. La eliminación de un determinado protón y la 

de producto de con~ormación E o Z. depende 

ex e 1 us i vamente de la estereoespecificidad de 

preniltransferasa (Cori~ 1983). 

Las ciclasas~ por otra parte~ catalizan la ~ormaci6n de 

productos cíclicos a partir de 105 precursores fosforilados de 

cadena abierta de 10 o 15 carbonos GPP~ NPP~ [2.6-E.EJ FPP Y 

[2,6-Z,EJ FPP. sintetizados por las preniltransferasas. De 

estos precursores de conformaci6n E o Z se origina una amplia 

ga.ma de que de r i v s do-s cíclicos ac íc Li co s los o 

S·l_1 bsecuentemente pueden continuar transformándose (C2<.ne, 

19tH) • 

Si bien GPP es el sustrato más ampliamente empleado en la 

ruta de isoprenoides que conduce a productos de cadena abierta 

de 10 o a homólogos de 15 carbonos~ una de las razones por el 

interés en el estudio de la biosintesis de monoterpenos 

1 
6 

la 
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cíclicos radica precisamente en que GPP sea precursor de 

numerosos compuestos cíclicos. 

En la última década se demostrÓ que GPP se cicla a 

alrededor de 20 productos diferentes~ al emplear preparaciones 

eriz i mát i cas obteni das de Ci tt-us, Ihymus,,_ tlent ha_..!J._ Sa 1 v i a, y_ 

(George-Nascimento y Cori, 1971 ; 

Poulose y Croteau, 1978; Suga y col.~ 1980; Croteau y Karp~ 

1979; Croteau y col,~ 1980), Los hidrocarburos como limoneno~ 

O( y B-pineno, g'-terpineno y o--t.u i eno , el étet- 1,8-cineol, la 

cetona alcanfor y los alcoholes borneol y a-terpineol, son 

productos Que se pueden considerar representativos de las 

reacciones catalizadas por las ~onoterpeno ciclasas. 

Si se inspeccionan modelos moleculares del GPP, se puede 

apreciar que debido a la geometría del doble enlace C2=C3, 

este sustrato no debería formar compuestos cíclicos. Bas.ados 

en e!O:,ta pr-emisa, Ve l e nz ue l a y col. (1966) ~ pr-opusieron que NPP 

debía ser el precursor directo de los monoterpenos cíclicos. 

Esta proposición también se basaba en el hecho de que nerol, o 

sus derivados fosforilados~ en medio ácido se reordena para 

dar principalmente el alcohol terciario cíclico o+ t.e r p i neo 1 ; 

en cambio geraniol, o Sus respectivos derivados, da ot"lgen 

fundamentalmente al el c oho I de c ede na ab i e r t a linalol 

( Z e i t sc he 1 , 

R í t tet- s dor f ~ 

1906; 

1967). 

Valenzuela y Cori, 1967; y 

Esto indica que el c ar boc at; i o n 

i ntermedi at- i o ~ formado a partir de cada sustrato~ no se 
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interconvierte rápidamente por rotación alrededor del enlace 

Parecía así probable que ésta ~uera la situación en 

las reacciones enzimáticas. En línea con estas predicciones 

estaban los primeros experimentos realizados con [14Cl_NPP y 

[14CJ-GPP en los que se emplearon extractos enzimáticos libres 

de células. obtenidos a p ar t i r de plántulas de E:._i.D.hI_§ radiatª 

(Cori. 1969) ; se ~ormaron los hidrocarburos ~-pineno y B- 

pineno solamente con NPP como sustrato. Resultados similares 

encontraron Croteau y col. ( 1973) al utilizar extractos 

pr-ovenientes los que 

catalizaron la ~ormaciÓn del alcohol cíclico a-TOH. 

Sin embargo~ esta situación no se pudo extender a otras 

especies productoras de monoterpenos. El problema resultó más 

complejo ya que al incubar un extracto enzim~tico de flavedo 

de LLt_r...'.-:~.§: §Jn.f:>.rL!? .. .t..§ se +or mo ,:x-p i neno sólo a p ar t; i r de [2_14CJ- 

NPP~ en tanto que el Li mone no , h i dr oc ar bur o morioc s c Lí c o se 

~ormó tanto a partir de NPP como de GPP (George-Nascimento y 

Co r i ~ 1971). Además. un extracto parcialmente purificado de 

pineno~ B-pineno. sabineno y limoneno como productos (Chayet y 

col. ~ , 1977). y otro de IJ:r:i.ffi\~~? Y111_q,ª.t::_t~ formó ('-terpineno. ,)- 

tujeno y ,).-TOH. (Poulo::·e y Cro t e au , 1978). 

En la última década en que se experimentó con extractos 

p ar c í e Irne nt.e p u r I f í c e doss , se pudo e:.tab 1 ecer- que la 

preferencia por NPP o por GPP es relativa y depende en gran 



medida de la presencia y especificidad de diversas fosfatasas~ 

difosfohidrolasas y fosfomonoesterasas, que 

acompa~an a las ciclasas. Asi por ejemplo, las fosfatasas 

presentes en un extracto crudo de limÓn hidrolizan NPP o GPP 

al respectivo a velocidades entre 1~5 y 45 veces alcohol 

mayores que la actividad de la ciclasa. dependiendo esto 

último de la partida de limones (Chayet y col.~ 1977). 

Por otra parte. si bien las fosfatasas obtenidas de un 

ex t r e.c t o de flavedo de ~itt-Ll§' Él.inensic. son bien 

inespecificas por estos sustratos (Pérez y col .• 1980) ~ las 

e nz í ms s de ~.ª-ly..!_ª offifl_nali§: presentan una c l ar a preferencia 

por GPP (Croteau y Karp~ 1979). Por lo tanto es muy probable 

que aquellos extractos crudos que no hayan utilizado un 

determinado sustrato puedan haber contenido muy poco del 

difosfato debido a la interferencia producida por estas 

fos-f:atasas. Corrs í stente todas las este punto. con 

preparaciones parcialmente purificadas de ciclasas i n+or ma des 

en la literatura transforman GPP en magnitud comparable o en 

algunos casos mejor que NPP. a productos cíclicos 

col. 1977= Cr o t e au y col .• 1980) 

Dada la imposibilidad estérica que impone el doble enlace 

la ciclación. se postuló que GPP se 

isomerizaria a NPP. el que seria el precursor inmediato de los 

compuestos cíclicos (Fr anc í s, y col. ~ 1970; Shine y Loorn i e , 

1974) 3) • CL\ i de do s arne nt e Esta interconversión fue (-Fig. 

9 
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descartada de los sistemas de Citrus limonum (Chayet y col., 

1977) ; de G..ilr.u=? á.ineJ]5is (Cori y col. ~ 1980); c:le Thymus 

(Poulose y Croteau~ 1978); de Salvia officinali~ 

(Cr o't e au y Kat .. p , 1979) y de Eger]iculum vulqanª (Cr o t e au y col. ~ 

1980:> • Para esto se incubo a 30" ~ p e r íodos 

aproximadamente 1-2 h, el sustrato GPP con un extracto 

enzimático crudo o parcialmente purificado de 1 as espec i e=. 

recién nombradas. Se extrajeron los alcoholes e hidrocarburos 

r e su I tantes he x e no , 105. +ots+or i 1 ados sustratos con y 

remanentes se hidrolizaron con apirasa y fosfomonoesterasa de 

El alcohol resultante de esta hidrólisis 

resultó ser 100% GOH. 

Al respecto~ y a diferencia de los resultados anteriores. 

Banthot"pe y col. (1979 y 1983)~ demos t r ar on la i n t e r c orrve r ei é n 

de NOH y GDH en el-:t r ac t o s de Posa d2,mascena y de Pelat"qonium 

Esta interconversiÓn ocurre vía un proceso redox 

que requiere la desfosforilación de los sustratos; luego~ los 

a l c oho l e e resultantes se oxidan a los correspondientes 

?l de h í do s ; estos últimos se pueden equilibrar r áp i damente 

formando geranial y neral los que se pueden reducir a l o s 

alcoholes respectivos. 

En 1 a med i da. que 1 a hi pótes i 5· de i somet- i z ac i o n GPP ~ NF'F' 

fue concluyentemente eliminada~ se p r opu a i el·-on 

alternativas que pudieran explicar la utilización de ambos 

sustratos por parte de la ciclasa. 

1 1 

de 
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Cori y col. (1974) propusieron un mecanismo vía la 

formación de un carbocatión alilico. Los i nvest i gadot-es 

plantearon que con la salida del di~os~ato del GPP se formaría 

una catión con carga deslocalizada entre los Cl-C2-C3 y que en 

este catiÓn podría ocurrir un cambio de conformaciÓn que 

permitiría el acercamiento que condujera al ataque de C6 sobre 

( f i 9 u r a 4). Es de destacar que esta proposición de 

mecanismo iónico para las reaccioneS de la ruta de biosíntesis 

de terpenos tiene un amplio apoyo al cons i det- a t- las 

propiedades químicas de los derivados alílicos y la reacción 

catalizada por la preniltransferasa. Respecto a esta última~ 

Poulter y Rilling (1978) definieron el caracter catiÓnico de 

la reacciÓn y establecieron un mecanismo de ionizaciÓn­ 

condensación en que el difosfato alilico primero se ioniza y 

forma un par iónico rígido previo a la condensación con el 

doble enlace de IPP. 

Sin embargo~ tomando en cuenta que los cálculos para la 

barrera de energía a la rotación alrededor de cationes 

alilicos indican valores relativamente altos 12-14 

kcal/mol (Deno y col,. 1970; BollinQE't-·y col,1970; Allinget- y 

col.~ 1975J~ esta hipótesis se considerÓ poco probable (Cori y 

col, • 1980; Cr ot e au ~ 198}). Este punto será analizado más 

adelante en esta tesis. 

Paralelamente a la proposición recién descrita~ SLn-g i ('. 

otro planteamiento que ~ue evaluado experimentalmente recién 
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en esta última década: la ciclación de GPP via la ~ormaci6n 

del intermediario ~os~orilado terciario~ LPP (Potty y Bruemer~ 

1970; George-Nascimento y Cori~ 1971). 

Esta hipótesis es estereoquímicamente atractiva debido a 

que es factible Que el grupo difosfato migre desde Cl al C3 en 

forma perpendicular al doble enlace (figura 5). 

el intermediario terciario LPP el que en el sitio activo de la 

enzima adquiriría la conformación apropiada de modo de 

permitir el ataque olefinico de C6 sobre Cl' 

Base para esta proposición se encuentra por una parte en 

la p r e s e nc i e de LOH en c é s c ar e s de d í ver s.os Citt"L\_? (Attawav y 

col. ~ 1967) y por otra. en el hecho de que este alcohol se 

encontrÓ como producto en experimentos de incorporación de 

precursores radiactivos: al entregar (2_14CJMVA. t4_14CJIPP o 

El -3HJ¡-F'F:' - e x t r ac t o s e nz í má't i c o s de C·l·tt-LI<= (Po t t v y Br ueme r , _ L:I d.. l', d. _ _' ~ "- c:i. _ . _ .. :._ .... :.: ... _.--=-::::: •. ~ __ " 1 

alcoholes monoterpénicos. se detecta LOH. Se propuso que este 

1970; Gem-ge'-Nascimento y Co r r , 1971) o t1ent_b..so. (Suga y c o L, • 

1980) • conjuntamente con la formaciÓn de hidrocarburos o 

altohol provendría de la hidrólisis catalizada por fosfatasas 

del intermediario postulado LPP. A la luz de la información 

sobre la reactividad de los difosfatos alilicos que se tiene 

actualmente. el LOH obtenido en estos experimentos se puede 

considerar también como proveniente de la hidrÓlisis no 

enzimática de GPP~ y que es un punto que se revisará en esta 

t.esi~ .. Aclicionalmente~ los trabajos pioneros de Cr~mer y 
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Rittersdor~ (1967) sobre la hidrÓlisis en medio ácido de 

~Ds~atDs y di~osfatos alílicos apoyaban esta hipótesis ya que 

los derivados de geranilo forman predominantemente linalol y 

este óltimo o sus fos~atos. forma alcoholes e hidrocarburos 

cíclicos. 

La isomerización y posterior ciclación postulada podría 

involucrar varias enzimas. Una isomerasa podría catalizar la 

isomerizaciÓn de GPP a LPP y las ciclasas catalizarían la 

ionización del difos~ato alilico, y con algunas variaciones, 

todas ellas ciclarían el carbocatión resultante. Además. por 

desprotonación o captura de un nucleófilo externo. tal como 

agua~ se daría cuenta de todos los esqueletos cíclicos 

conocidos. La proposición considera también que este proceso 

isomerización-ciclación pudiera ser catalizado por una sola 

enzima. 

Es importante mencionar que el problema de la 

conformación E o Z de los precursores aparece también en la 

biosíntesis de sesquiterpenos. Como muestra la figura 6, la 

similitud entre las estructuras de los sustratos GPP y FPP Y 

sus respectivos modos de ciclación resulta evidente. Para el 

caso de FPP hay por 10 menos cuatro tipos de ciclaciones Que 

involucran la condensaciÓn inicial del doble enlace central o 

distal can el Ci' Esto ha llevado a que la investigación 

realizada se haya abordado de un modo análogo a la de la 

biosíntesis de monoterpeno5 y las conclusiones obtenidas han 



F'i qur a 6 

-.-- - '-l 

1 7 

. ; 

[2,6 E,E) FPP 

/ ~ 

GPP 

CiclaciÓn de GPP y de FPP. 



1 8 

permitido obtener- un ~anorama más sobre el 

comportamiento de los di+os+atos alílicos. 

Así por ejemplo~ el mecanismo de isomerizaciÓn redox de 

los fiCHo neso 1 es se demost ni en ~_ttr._l:L§ si 'lª_8s i!:? (Chayet y co 1 • ~ 

1973) v en B.D_QCPQ_cªº-.hi.? paniculata (Dver t cn y ~~ober-ts. 1974 a 

y b) y permite explicar la presencia de aldehídos en los 

aceites esenciales. 

Por otra parte~ también se demostró que (2.6-E.E.)FPP es 

sustrato de la +ormaciÓn de los sesquiterpenos ciclicos (Evans 

v cDL. 1976; Arigoni. 1975) Y se postulÓ a su isómero 

terciario nerolidil di+os+ato. como intermediario de estas 

Al igual que linalol. el alcohol respectivo de 15 

c e r borios , ne r o Li do l se encuentra en nurne r o s s a plantas 

superiores (Simonsen y col .• 1961). Aún cuando su origen v el 

del éster di+os+orilado ha sido un enigma. Cane e 1 v e no er 

( 1978) demo s t r ar on la c onve r s í ó n de último a 

ciclonerolidol, estableciendo así la primera evidencia de que 

un sustrato fos+orilado terciario participe en una ruta de 

í <=':·00 r'enoi des. 

Al momento de lnlClarse esta tesis se había logrado ya la 

Durificación parcial de algunas de las monoterpeno ciclasas. 

pero se hacian experimentos de incorporación de precursores 

con e::-,t t" actos enzimáticos crudos en el caso de 

sesquiterpen05 ciclasas. 

Al primer grupo de enzimas se les había retirado coloran- 
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tes (Chayet y col.~ 1977) ~ fenoles, taninos y oxidasas 

(Bant hor p e y c o L , , 1977) que 1 as i nact í van, y par-te de 1 as 

fosfatasas que hidrolizan los sustratos (Croteau y Karp~1979). 

En el c e so de 1 a c i c 1 Cl.sa de C. Lt!_n_Q.nu_,!:! se 1 oq r a de este 

modo conservar la enzima en forma de polvo liofilizado después 

de una precipitación fraccionada con polietilenglical 4000 por 

lo menos 4 años. Se puede disponer aS1 de una fuente de 

enzima durante cualquier época del año~ ya que el 

presenta variaciones estacionales. La purificación adicional 

empleando el intercambiador DEAE-Sephadex (Cori y col .• 1980) 

permite retirar más fosfatasas y colorantes contaminantes~ con 

lo qu.e se logra tener una preparación que tiene mayor 

actividad aunque es estable sólo un año. 

En la tabla 1 se c omp a r Cl.n ac ti v i da des. 

enzimáticas de formaciÓn de monoterpenos y sesquiterpenos 

cíclicos .. Además de los datos que se presentan en la tabla, 

cabe hacer notar- que la actividad ma~lma de todas los 

monoterpeno ciclasas se obtienen a valores de pH entre 6 y 7 

y que tanto éstas como las sesquiterpeno ciclasas presentan 

-7+ 2+ 
requerimientos absolutos por Mg~ o Mn . 

La prep~raci6n enzim~tica cataliza la formaciÓn de los 

hidrocarburos a-pineno. G-pineno. Lí morie no , o·-ter·pineno y 

sabineno. La composición relativa de ellos fluctÚa con la 

partida de limones. y aunque en ocasiones no se encuentran los 

(1.1 t i rnos p r éc t i c amerrte todas lBS 
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TABLA 1 

Comparación de monoterpeno y sesquiterpeno ciclasas 
provenientes de di~erentes ~uentes 

PRODUCTO ACT.ESP~yIF·!i03 3 
ORIGEN SUSTRATü Vlax~~lxlºl 

PRINCIPAL (lIth.in xag i (ain xlg ) 

c' . al NPP e-pineno, 200 .SlnenSlS &PP 1 isonene 

k·lilonul 
bl NPP « y B pineno b.70(1 b.OQCf 

6PP l iscneno 10.000 3.300 

TI' () NPP 'i"-t er p i nene bü b,S 
_. YU qans 6PP 50 3,6 

[.vulgare 
d) NPP fenchol O,~, 6PP 

I ilPP l, S-e i neol ea) 90 9 I ~ -- . .. ea·Eb) ~ ot·lr·n"l~ . 1 _' , - -, '" - 6FF 8 
, ebl I ¡ NF'P bornii PP i 1 í b,4 

I fi 6PP i19 130 
I !!_.Iticrocarpus Copalii fifí kaureno 0,5 

~.fujikuroigi FPP ciclonerodiol lb 
Kerolidil PP 80 

I·rosEulli 
h) FPP tricodieno o,e 

a) George-Naseimento y Cori~ 
b) Chayet~ y eol.~ 1977 
e) Poulose y Croteau~ 1978 
d) Croteau y col .• 1980 
Ea) Croteau y Karp. 1977 

1971 
eb) Croteau y Karp~ 1979b 
f) Ccates y Cevender. 1980 
g) Cane y col .• 1981 
h ) C¿Hle y col. ~ 1981 
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preparaciones tienen mayor contenido de B-pineno. 

La tabla 2 muestra la proporción de 

obtenidos utilizando una fracción enzimática proveniente de 

DEAE-Sephadex, y la de un aceite esencial obtenido del fr-uto. 

Si bien llama la atención que la composiciÓn relativa de ellos 

difiera. en especial en cuanto al contenido de limoneno y de a 

v B-cineno, es probable que la segunda columna refleje la 

composición de enzimas que se extraen y son relativamente 

estables bajo las condiciones de purificación, en tanto que la 

primera sea el producto de la acumulación en el flavedo. 

De la discusión anterior, se puede apreciar que el 

e<.::·c 1. ar ec i mi ento del mecanismo reouiere r e s.o l ve r v ar i as 

i rrt er r oqe nt.e s ~ algunas de las cuales pueden ser analizadas 

empleando un sistema enzimático apropiado v otras se pueden 

estudiar en ausencia de enzimas. 

Por ello en esta tesis nos hemos propuesto como objetivo 

la síntesis del probable intermediario LPP, el estudio de su 

comportamiento frente a la hidrólisis no enzimática. y el de 

su posible utilizaciÓn por un extracto parcialmente purificado 

De la comparación de la reactividad de este compuesto en 

ausencia y presencia de enzima. debiera ser Dosible llegar a 

conocer algunos de los factores que aprovecha la enzima para 

catalizar la reacci6n. 



TABLA 2 

Composición de hidrocarburos del aceite esencial del ~lavedo 

de C. limonum y comparación con los productos obtenidos a 

partir de GPP por acción de las ciclasas. 

HIDROCARBUROS 
1 ACEITE ESENCIALa) PRODUCTOSb) 
I x CICLASA i. I 

Limoneno 72-80 15 

a-pineno 2 12 

B-pineno 7-13 51 

¡-terpineno 10 8 

a) Ke~~ord y Chandler~ 1970 

b) Sánche:z~ 1979 

22 
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2.1 Reactivos químicos, materiales cromatográ~icos y enzimas. 

Todos los ~eactivos utilizados ~ueron de grado analítico 

y se Dbtuvie~on de las ~irmas comerciales ~encionadas en cada 

caso. 

Aldrich Chemieal Company Ine., Milwaukee. Wis. E.E.U.U.: 

Linalol~ tricloroacetonitrilo. trietilamina. 

Amersham Int. Laboratories. Buekinghamshire. Inglaterra: 

As·soc i at.e d El eet r iea 1 1 ndust t- í B.I Ltd. 1 ng 1 e t e r r a: 

Ao:i ezon L. 

Fdchmond;¡ Ca.l. , E.E.U.U.: 

Che 1 e~< 100. 

Dragoco. Holzminden. Alemania: Nerol. geraniol. terpineol. 

mirceno, limoneno. E y Z-ocimeno. +e r o i nerio , 

Merck A. G. Darmstadt. Alemania~ Acetonitt-ilo. amoniaco. 

d í o x ano , éter é t e r 

et í 1 í c o , ac e torre , Liel ~ I<C1, MgC12. sílica 

gel H, molibdato de amanio. 



Riedel De Haén A. G. Seelze Hannover. Alemania: 

si 1 ícico~ MgS04·7H20. 

ácido 

Sigma Chemical Co.~ St Louis~ Mo~ E. E. U. U: PPO~ 

POPOP~SDS~ 2-mercaptoetanol~ DEAE-Sephadex A-25~ Sephade>~ 

G-l(l(l~ -fos-fCt.ta.sa alcalina de f;_! .. '!;QJi. -fos-fat¿..5¿.. alcalina de 

intestino de ternera~ hexoquinasa~ seroalbúmina. 

Vat- i an E.E.U.U.: Walnut Ca l. ~ 

Chroffiosorb W., etilenglicol adipato. 

Preparación de ~osfato de bis<trietll amonio) 

di-fosfato: La sal de -fosfato de bis se (tt- i et i 1 amon i o) 

preparó a partir de dioxano di-fosfato en acetonitrilo y 

t r í e t i Larn i ne (Edrnorid y c o L. , 1971>. los Que se mezclan a -25~. 

Los cristales de la sal de amonio se forman cuantitativamente 

en 24 hr a -l8D• Dado que son muy higroscópicos se eliminÓ el 

solvente y restos de trietilamina flltrando al vacío y 

aplicando un plástico adhesivo sobre el embudo para evitar el 

contacto con el aire. La sal se guardÓ en un desecador al 

vacio con KOH como desecante hasta su ut.lización. 

El dioxano difosfato se sintetizó mezclando écido 

fosfórico y diÓxano según el método descrito por Baer (1944). 

2.2 Determinación de Radiactividad. 

La radiactividad se determinó por contaje de centelleo 

para fase liquida. Se utilizó un contador Delta 300 calibrado 

25 
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con estándares de [3HJ tolueno para muestras hexánicas y 

H20 para muestras acuosas. La e+iciencia del conteo +ue de 

55% Y 37% respectivamente. 

La composición del liquido de centelleo ~ue: 

Ct. ) Para muestras hexánicas: 0~05 9 POPOP y 4 9 PPO por 1 de 

tolueno. Se emplearon 3 mi de este liquido por muestra. 

El volúmen máximo de muestra es 1 mI. 

b) Para muestras acuosas: O~125 9 POPOP 4 9 PPO y 0.5 1 de 

triton X-lOO en 1 1 de tolueno. Se emplearon 3 ml de 

este liquido por muestra. El volumen máximo de muestra 

es O~ 3 m í , 

2.3 Síntesis de sustratos. 

La síntesis de [1-3HJ LP Y de [1-3HJ LPP se realizó 

Los sustratos primarios 

GPP y [1-3HJ NPP se sintetizaron y de 

acuerdo a metódica descrita (Holuigue~ 1980) . 

..,.. ..,.. 
2.3.1 Obtención de [1-·-~H] GOH y de [1-....)HJ GP. 

Se empleó GOH purificado por destilaci6n fraccionada en 

columna anular de banda rotatoria a 5-10 torr. El GDH puro 

analizado por GLC y por RMN. se oxidó con Mn02 ({.:,t tenbut· t .. ow y 

col . ~ 1952) • El aldehido resultante se redujo con NaB3H4 

(HolLligLle~ 198(1) obteniéndose como único producto GOH 
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tritiado. 

Se obtuvo [1-3HJ GP al ~os~orilar [1-3HJ GOH por el 

método de Cramer modificado por Popjack y col. (1962), 

mándose como productos mono. di y tri~osfatos de geranilo~ y 

~osfatos inorgánicos. Los fosfatos de geranilo se separaron 

por cromatografia de intercambio aniónico en DEAE-Sephadex A- 

25 (Rojas y col .• 1983). La elución de la columna se efectuó 

con una gradiente lineal de bicarbonato de trietilamonio entre 

50 Y 600 mM. a pH 7.5. Los ~osfatos de geranilo eluidos de la 

columna de intercambio se liofilizaron. con lo cual se eliminó 

cuantitativamente la sal de trietilamonio= luego se disolvie­ 

El [1-3HJ GPP se reservÓ ron en agua y se conservaron a 4°. 

para realizar experimentos de solvólisis y de biosintesis. 

2.3.2 Reordenamiento de [1-3HJ GOH e hídrólisis de 

GP. 

Para reordenar [1_3HJ GOH~ se empleó el procedimiento 

reaccionar 

descrito por Valenzuela y Cori (1967). que consiste en hacer 

[1-3HJ GOH con Hel 0.1 N a 37Q en acetona como 

solvente. Se produce una mezcla de alcoholes e hidrocarburos 

cuya composición depende del tiempo de reacciÓn. Para 

nuestros fines se considerÓ adecuado trabajar hasta las 62 h 

de reacción. Tal como muestra la tabla 3. mayor tiempo de 
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TABLA 3 

~ 
Productos del reordenamiento de [1-0HJ GOH en medio ácido 

r--' 
! 'l. Re;cc i ó~J 

113 h 
------------------------r----- 

~1. Reaee i o n 
62 h 

60 

11 

26 

e 1 

2 

60 

1 

[1- 3HJ LOH 

[ 1-·3HJ TOH 

[ 1-- 3H J GOH 
'7 

[ 1- --'H J NClH 

10 

3 

'-- • .1- . • --'- --' 

reacciÓn no conduce a la obtenciÓn de mayor contenido de [1- 

3HJ LOH sino que se empieza a acumular TOH. 

La reacciÓn se detuvo con KOH 0,1 N. se evaporÓ la aceto- 

na y se agregO n-hexano. El [1-3HJ LOH así obtenido se <;;:.ep<;>.- 

~ . 
t6 de lo~ restantes productos y del [1-wHJ GOH que no reaccio- 

nÓ por medio de una cromatoqrafia en columna de Adsorbosil-S. 

La hidrólisis de - 3 1 ll- H_ GP se hizo en Hel O. 1 N, 

manteniéndose 2 37D durante 10 mino Se detuvo la reacción con 

NaOH 0,1 N, Y bajando la temperatura a 4G• Los alcoholes e 
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NPP no se elaborÓ un procedimiento de purificación adicional. 

Se puede establecer con estos datos que a pH = 7~ pH en 

que se realizÓ la hidrÓlisis del LPP~ hay presente 64% del 

trianión LPp3- y 36% del dianión LPPH2-~ ambos contribuyendo 

en la constante de reacción. 

3.1.3.1 Velocidad de ~ormación de productos. 

3.1.3 Participación del metal en la hidt-ólisis. 

El experimento se realizÓ a concentraciÓn constante del 

LPP Y variando la concentraciÓn del metal. 

velocidades iniciales, graficándolas en funciÓn de la 

c oric e rrt r ac í ó n del metal (fig. 15) • Las di +e r enc i as 
encontradas en la composición de productos se describirán más 

adelante (sección 3.1.3.7). En la figura se Duede ver que al 

modificar la concentración del metal entre O y 4xl0-3 M la 

velocidad de reacción o no se altera, 2+ con Mn • o disminuye en 

Un factor de 
'7+ 

3. con Mg~ • en tanto que 2 concentraciones 

-~ 
superiores a 4xl0 - M~ en ambos casos la velocidad aumenta 

significativamente pero sin llegar a un valor limite. 

La forma de las curvas sugiere que el agregado de metal 

hast~ 4xl0-3 M lleva a la formación de una especie cuya 

reactividad es menor a la de una segunda especie que se forma 
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Fiour-a 15 E-fecto de la concentr-ación de Mn~ (O - o i v de 

+ - +) sobre la constante de reacciÓn de 

hidrÓlisis de [1-3HJ LPP. 
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a concentraciones superiores. El comportamiento observado en 

la primera parte de la curva se puede atribuir a la ~ormaci6n 

de la especie ligante/metal = 1/1~ cuya presencia se con+irma 

por los datos de titulaciÓn (sección 3.1.3.2). La +or mac i en 

de una segunda especie con más de un iOn metálico por mol de 

ligante~ seria la responsable del aumento en la velocidad; el 

trazado de la segunda parte de estas curvas indica que esta 

especie no se +ormaria completamente en las condiciones de 

r e ac c i 6n. 

La expresi6n cinética para la hidrOlisis del LPP en 
'?+ 

presencia de M- se puede escribir, de este modo~ en la +orma 

qenet-a 1 : 

x~ y = estequiometria de complejos reactivos. 

k t = consta.nte de ve 1 oc i dad de +or mac i o n de p r oduc t o s a 

partir de los complejos reactivos. 

Para el caso del LP. se observÓ un efecto sobre la 

velocidad de hidr61isis solamente +rente al agregado de 
'?+ Mn~ • La cut"va obtenida~ 16) • una 

_", 
saturaciÓn a concentraciÓn de 10 L M 10 que revela que se 

encuentra +ormada cuantitativamente la especie de mayor 
.")+ 

reactividad; concentraciones mayores del Mn- no produjeron un 

e+ecto cinético adicional al descrito, lo que indicaría que~ a 

d í Fe r e nc í a de lo que ocurre con LPP~ en este caso 
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cJ) ......, 
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:x:: 

0,4 

2 6 10 
[M n 504 ] x 103 ( M ) 

Figura 16 Efecto de la concentración de Mn2+ sobre la 

3 hidrólisis de [1- HJ LP. 

(LF'J =: 38>~ i(¡-6 t'l; amor t i qu ado r TES-HC1· (l~ 1 t .. ¡~ pH 
7~(l~ t~ = 40D; tiempo de reacciÓn 4~5 h. 

= 
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cinéticamente se detecta una sOla especie que es más reactiva 

qu'e el LP 1 i br e , 

Con el 
"+ MgL no se observO un e~ecto cinético sobre la 

hidrólisis del LP al aumentar la concentraciÓn de este metal 

hasta O~l M~ lo que puede signi~icar que el LP no liga Mg2+~ o 

bien que el complejo LPMg2+ tiene igual reactividad que el LP 

Lí br e , 

3.1.3.2 Cuanti~icación de la uniÓn del metal y de las 

constantes de reacción. 

Las observaciones descritas en cuanto a que la velocidad 

de 
2+ 2+ hidrólisis se acelera al agregar Mg o Mn al medio de 

reacción hicieron necesaria la determinación cuantitativa de 

las constantes de unión ligante-metal y de las constantes 

cinéticas para poder r e l ac í oris r la concentraciÓn de la.s 

especies presentes con las velocidades. Asimismo ~ dado que 

en los e xp e r i me nt oe de b í oe í nt.e a í s de h í dr oc ar bur oa cíclicos 

ciclasas presentan requerimiento absoluto de estos 

cationes~ también los resultados podrían in~ormar sobre si hay 

o no relación entre la concentraciÓn de determinada especie 

presente y las velocidades de r~acciones enzimáticas V T ~ en 

permitiría proponer un mecanismo común que 

permita explicar el cierre de anillo a partir de los 

di~os~atos alilicos. 

Las constantes de ionizaciÓn y de asociaciÓn con cationes 

han sido exhaustivamente estudiadas para el caso de los 
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nucleótidos de adenina y de otras bases (8igel y Amsler~ 1976; 

O'Sullivan y Smithers, 1979). En cambio~ para los difosfatos 

y ffionofosfatos alilicos prácticamente no existen datos. Las 

razones para esta ausencia de información son varias: ninguno 

de ellos existe comercialmente: son inestables incluso a pH 

sólo ligeramente ácido (pH = 6.5) Y la presencia de cationes 

bivalentes acelera notablemente la hidr61isis. lo que hace la 

obtención de estos parámetros bastante dificultosa. 

Si bien los experimentos de hidr61isis y de biosíntesis 

se hacen a pH = 7~ se estimó conveniente determinar la 

concentración de ligante Lí br e que se encuentra como trianiÓn 

y como dianiÓn en un rango de pH entre 4~5 y 9. Tomarido en 

cuenta los equilibrios que se representan en el esquema de la 

figura 17, se puede determinar la uniÓn del metal a cada una 

de las formas de ligante. 

Este esquema considera la +o r me c i ó n del complejo 

monometálico RPPM a través de la unión de metal al d i Fo s+at o 

desprotonado RPp3-, Klf' Y al difosfato protonado RPPH2-, K3f; 

con este último se formaria un complejo metálico ácido que 

disociaría el protón, K4"' Finalmente~ frente al agregado de 

cantidades adicionales de metal, se formaría un complejo 

bismetálico, K2f'. Cualquiera de las especies presentes en el 

medio de reacción se puede hidrolizar con su constante 

cinética característica, kO, kl o k2' Los apéndices 1 y »v ..::. 

contienen las deducciones de los procedimientos de obtención 



basadas en el esquema 

presentado y que involucrO una mediciÓn potenciométrica~ en 

tanto que el apéndice 3 incluye el procedimiento de obtenciÓn 

de K2f' que involucrÓ una metódica cinética. 

Es de destacar que los m~todos y cálculos son igualmente 

válidos para el monofosfato en el que se espera que un mol de 

metal se una por mol de ligante, de acuerdo al esquema de la 

figura 18. 

Para determinar las constantes de uniÓn a metal, 

utilizó un procedimiento similar al descrito por Taqui Khan y 

Martell el cual fue adaptado y corregido para su (1962>, 

aplicación a los compuestos en estudio. Su deducciÓn se 

encuentra en el apéndice 1. 

El método, descrito en la sección 2.5, se basa en un 

cambio en la curva de titulación del ligante en presencia de 

metal con respecto a una curva del ligante libre, al formarse 

complejos con el metal. 

La figura 19 muestra un experimento típico en que se 

tituló LPP en presencia y 2+ ausencia de Mn • que Puede verse 

la titulaciÓn se efectuÓ en el rango de pH 4,4-9. De este 

modo se realizaron también las titulaciones de los compuestos 

GPP, 
?+ ?+ 

Y LP en presencia de Mg~' o Mn- . por Se optó NPP 

trabajar a valores de pH inferiores a 4~4 dado que la 

velocidad de hidrólisis~ en especial de LPP y LP, aumenta 

notablemente. Con la ayuda de las constantes de ionización de 

8k 

se 

no 
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Figura 17 Constantes de ~ormaci6n de complejos mono y bis- 

kO 
J~-------------'. Productos 

K' a 

RPPM- 

metálicos y constantes de velocidad de hidrólisis 

del 1 igante y de 1 i br e , y 

complejos - + RPPH Y RPPH2 • 

los 
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kO I~--------------_'. Productos 

K' o 

figura 18 Constantes de ~ormaci6n de los complejos mono- 

metálicos y constantes de velocidad de hidrólisis 
..,- 

de ligante libre RPH y RpL Y del complejo RPM. 
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LPP 

LPP/Mn+2 = 1/1 

o 60 100 
Vol No OH ()Jl) 

20 

Figura 19 Titulación potenciométrica de LPP/Mn2+ = 1/1. 

[LPPJ = 3 ~+ -~ 
1 >: 1 o M: [Mn~" ] = 1 >: 1 (1 -' M ; 

1 = O~ 1 M. 
CNCi.OHJ = 

te = 25" 
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los compuestos previamente obtenidos~ en que pKa' LPP = 6~75 
,,_ + 

RPPH":' + H 

debe ocurrir a un pH muy semejante al de ADP (Phillips. 1966) 

o de IP (Tidd~ 1971) que es de 2 y 2,5 respectivamente, se 

calculó que para el caso de LPP a pH = 4,45 se debe encontrar 

?- 
99~5% en la forma de LPPH- y solamente 0,5% en la forma de 

LPP3-. se estaría titulando a valores de pH 4,45 Y 

superiores la contribución a la unión del metal de las formas 

protonada y desprotonada de LPP. 

Por otra parte, es de destacar que a valores de pH 

superiores a 7 se notaron fluctuaciones en las mediciones~ 

probablemente debidas a la formación de hidroxo complejos de 

2+ ?+ Mq o Mn- , por lo que los cálculos de determinación de las 

constantes se limitaron al rango de pH 4~7 - 6~7 en que se 

encuentran presentes las dos especies en estudio. 

Además, con el fin de evitar la participación de un 

posible complejo bismetálicD en equilibrio con el resto de las 

especies, el experimento se hizo en una relación equimolar y 

con concentraciones de RPP y metal relativamente bajas~ de 

lmM .. Manteniendo esta relación, también se puede considerar 

insignificante la participación de una eventual especie 

(RPP)2M proveniente de un equilibrio RPPM + RPP -:::--._ 

ya que no habría RPP libre más que para formar RPPM. 

De acuerdo a la metódica descrita en la sección 2.6.1.1, 

se obtuvD en primer lugar la concentración de metal libre para 
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di~erentes puntos de l~ curv~ de titulación. En las curY~s de 

la ~ig. 20 SE ve~ como era de esperar~ que en la medida que 

aumentan el pH y la constante de uniÓn Kl~~ que representa el 
..,. SI. 1<11- 

equilibrio LPP~- + M-· LPPM , la concentraciÓn del metal 

libre disminuye. 

Los valores de concentración de metal obtenidos de este 

modo se incorporaron en la ecuaciÓn 8~ lo que permitió 

realizar la grá~ica secundaria que se muestra en la inserción; 

en el punto de intersecciÓn de las curvas se hallan: 

1<1 ~ 
..,..- ,.., - - M-1 
. ..:. l.) • s; (_)(_) • = y = 

Fi ria 1 mente ~ se pudo obtener la constante de i o n i z ac i ó n 

del complejo LPPHMn~ K4'~ empleando la ecuación 9 . 

:: ..., --5 
..:.X 11) M 

Las 21 constantes restantes se determinaron por el mismo 

procedimiento y los resultados se resumen en las tablas 10 y 

li. 

Aunque no se inVEstigó si las sales agregadas tenían o no 

un efecto especifico~ e- 1 .•. se encontrÓ que al 

,::.j u s t ar.do a I - O~8 M que prácticamente se superponen las 

curvas de titulaciÓn en ausencia y en presencia de metal; ésto 

indicaria que la alta concentraciÓn de electrolitos estar{a 

impidiendo la formación de los complejOS monometálicos. 

1 
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Por otra parte, es probable que en la determinación de la 

constante de uniÓn de LP-Mg haya un importante margen de 

error. ya que el desplazamiento de la curva de LP-Mg respecto 

a la de LP libre resultó muy peque~o. No se logr-ó mayor- 

desplazamiento aÚn al agregar una concentración de Mg2+ 4 

veces mavor , El valor que se informa en la tabla es el más 

bajo obtenido para todos los complejos en estudio e indica que 

prácticamente no hay uniÓn. Esto se pudo corroborar al 

intentar medi r la formaciÓn del complejo por el método 

espectrofotométrico con 8-hidroxiquinolina (Burton~ 1959) en 

que no se observÓ uniÓn. Este hecho permite por t.arrt o , 

concluir "+ que la observación previa de que Mg- no afecta la 

velocidad de hidr61isis de LP (fi9. 16)~ se debería~ entonces~ 

a que en las condiciones de reacción LP se mantiene 

preponderantemente en su forma libre. 

Según la tabla 10~ los valores de K3~ para los difosfatos 

son de orden de magnitud semejantes (entre 50 y 270 M-1, 

mucho más bajos que los de los complejos del trianiÓn ~­ ~:PP- ~ 

resultado que concuerda con lo descrito para los complejos 

metálicos de derivados fosforilados de adenosina (Taqui Khan y 

Martell. 1962), Y que se debería a la mayor densidad de carga 

en el trianiÓn respecto al dianión. Este mismo hecho explica, 

además, la diferencia que se encuentra entre las constantes de 

uniÓn del di+osfato y monofosfato: si se compara Klf para LPP 

LP "+ con MnL ~ se observa que la e~.té<.b i 1 í dad del complejo 



"";' pH 5.83 
1.63 ~ .44 

~300 
S.25 - ~ :lIC - ~ 

O 
200 - )( 

41 ~ 
.D 8 100 
,....., 
~ •......• 

',' ,''S ~ 
109 1(, f 

pH : 5.2S 

5,44 

5.63 

5.83 

4.5 

Figura 20 Determinación de las constantes de unión de LPp3- y 

LPPH2- a Mn2+ (Klf y K3f). 

En el gráfico principal se representa la variación 
de le [MJlibt-e en +unc í o n de loq I<lf: a pH :: •• 25 (O - O); pH 
5~44 (+-+>; pH 5.63 (O-D) Y pH 5~83 (A -A). 

En la. í ns.e r c i ó n , de c e r m i nec í o n o r a+ í c a de los 
valores de Klf y K3f. 

4.4 4.45 
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TABLA 10 

Constantes de unión de RPPH2-~ RPp3-~ RPH 

Y Rp2- a Mn2+ y Mg2+ 

--....------_._, 
f; (M-1) V (M-1, I 
H 3f-j 

30.200 270 

F:F'P/M . ..., 
L+ o RP 

80 

--------.05-+-­ 
L.PP/Mn~ 

11.70(1 
r:;,+ LP/Mn .... · 1 • 1 (lO 110 
r:-,+ 

LF'/Mg~ 275 

2411 ~I()(} 

I 
___ r:..¡_."l_) __ J1 

._ 11\) 

~i(} 2.8CH) 

~~2. 5(H) 

Klf representa uniÓn 

u.ni ó n 

Las fluctuaciones no sobrepas~n el 7% 



TABLA 11 

Constantes de disociación de protón RPPH2- y RPPHM 

RPP M Mn 2+ M Mg 2+ = = pl<a 
, 

o t;:p pt<4 ' Pl<4 ' 

LPP 6~75 4~7 5~O 

LP 6~75 5,7 6!,2 

GF'P 6~55 4~4 5~8 

NPP 6,35 ~ , 4~6 ._::I!l0 
'---. 

+ 
+ H 
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LPPMn es 27 veces mayor que la de LPMn. 

Finalmente~ otra importante conclusión que se puede 

obtener de esta tabla~ es que las constantes de formaciÓn de 

'i+ 
los complejos con Mn~ son mayores que las que se obtienen con 

Mg2+~ independientemente de si se trata del ligante RPp3- o de 

RPPH2- • 

Este es un comportamiento general para moléculas que 

contienen fosfato~ difosfato o trifosfato, como por ejemplo 

adenosin mono~ di y trifosfato~ hexossfosfato o fosforil 

creatina (O'Sullivan y Smithers~ 1979) . Si se considera la 

absolL\ta de 
2+ 

Mg 
':'+ Y Mn":" se puede, en P r i nc i p i o ~ 

predecir el tipo de enlaces que debieran establecer. Pearson 

(1987 Y 1988) ha cuantificado la dureza de diversas moléculas 

y la ha relacionado con la teoría de orbitales moleculares en 

pstCt'2. tét-mi nos: "Las moléculas dur e s tienen uria 

d í Fe r e nc i a en la energía de 105 orbitales HOMO-LUMO y las 

moléculas blandas tienen una d i Fe r e nc i a pequeña". Como 

consEcuencia de ésto. las primeras establecen enlaces debidos 

a cargas electrostáticas, en tanto que las segundas, que son 

p o l ar f z e b l e e, forman enlaces en que p r e dom í na la 

covalencia. 

En forma abreviada se presenta en la tabla 12 la dureza 

absoluta y las energías de 105 orbitales HOMO-LUMO de algunos 

cationes, de moléculas neutras y de aniones. 

En la tabla se encuentra el valor de la dL\reza de H20, 
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Dur ez a absoluta y energía de orbi tales HOMO-LUMO 

de algunos cationes, moléculas neutras y aniones. 

n 1 A 
(eV) (eV) (e\.J ) 

Li: 7e= 76 5 .';".J 

Na+ 21 47 5 
1<.--;,+ 14 32 4 

M .•... -:r-:r 80 15 92+ __ \"';1 

Mn2+ 9 34 16 
8~ .-', -;r-:r 5 17 (.0,_. ..::. ,_)._\ ~ _, L+ 
8~ 37 2() Lu ..::' r H2Ü 9~ e- 1 '-;, s: -6, 4 .J ,L.!l~ 

Hr:.'3 6~ 2 l(i~ 
e- _,-) 1 .J •.. , s: 

HF 1 1 lb -6, o 
Hel o 1 ~, 7 - -~ -:!' 

w ,¿.~ ,_1, ~, 

HI ¡;;- e 10~5 O~O .J, ~. 

L OH ¡;:- 7 13~ '1 1 8 _' ~ ..:.. ~ 
SH 4, 1 i 0, 4 r; -~ 

..:..!' . .:: . 

n = dureza absoluta; 1 = -E HOMO; A = -E LUMO 
(F'eat-son, 1988). 
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n = 9.5 ev~ porque aparte de que se puede emplear como una 

molécula de referencia~ es el solvente con el qLle M 2+ n se 

encuentra inicialmente coordinado y al formar el complejo lo 

sustituye el oxigeno del difosfato. La constante de velocidad 

para esta reacciÓn de sustituciÓn es k~ 6 -1 :;; 5>: 1 (1 seg (PLlrcell 

y Ko t z , 1979). 

De los va 1 or e s tabulados de sp r e nde Mn 2+ se que es un 

catión blando Mg 2+ la d i Fe r e nc i e HOl'1O-LUMO de ma!: que y que 

ellos 18 65 r e ep e c t; i v ernerrt e , indicando ésto Mn 
2+ es y ev, que 

p r e s errt a mayor p o l ar i z ab i 1 i dad 2+ 
que Mg y~ POt- lo tanto. 

formará enlaces con cierto grado de covalencia, a diferencia 
"J+ 

de Mg- que preferentemente participará en interacciones de 

tipo iÓnico. 

Por otra parte~ aunque no se dispone de informaciÓn sobre 

la dureza de moléculas complejas, se puede como aproximación, 

estimar que la dureza local de los átomos dadores en: 

debería ser inferior a la de H20 u OH si se considera que la 

insaturación ablanda o aumenta la polarizabilidad de los 

átomos y que este aniÓn deslocalizado tendría gran tama~o 

efectivo. Esto permitiría visual izar un cierto grado de 
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covalencia A d í Fe r e nc í e de el 

Mn2+ posee orbitales ~ semi llenos de simetria apropiada para 

interacciones con orbitales E llenos del oxigeno del 1 í gando: 

como en H20 u OH ~ el oxígeno en este caso se comporta como 

dador ~ y sus electrones se deslocalizarán sobre los orbitales 
?+ 

3cl del Mn~ • 

Para 
?+ 

Mg- ~ la situación es di-ferente: sus orbitales de 

2 6 valencia son muy estables (2s 2p ) Y no dispone de orbitales 

3d asequibles (la diferencia energética entre orbitales HOMO- 

LUMO es 65 ev) Que pudieran participar contribuyendo con algún 

grado de covalencia~ de tal modo que la interacción con el 

di-fos-fato se puede estimar que seria esencialmente debida a 

las cargas de ambos iones. 

Con respecto a las constantes de disociación de protón de 

los complejos monometálicos RPPHM que~ expresadas como pK4·' 

se han informado en la tabla 11~ se puede ver que el metal 

aumenta la acidez del último protón~ ya sea se trate del éster 

fos-fato o difosfato. y que introduce una marcada diferencia en 

los 
')+ 

de los complejos con Mn~· respecto a los 
.-::'+ 

de Mg- ~ siendo 105 primeros en todos los casqs más bajos que 

l o-s segundos. Esto seria una consecuencia de 'la unión de los 
?- .. 

metales a RPPH~ • Sin embargo. tomando en cuenta K3f y pK4' 

se puede concluir que estos complejos protonados no tienen 

importancia significativa en el rango de pH neutro a pesar del 

hecho de que en el rango ácido su concentración puede ser 
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apreciable; este hecho se pone especialmente de manlfiesto al 

obtener la constante de unión total aparente de la especie 

monometálica, K1f', como se describe a continuación. 

3.1.3.3 Constante de unión aparente de la especie .onometá- 

lica, K1-f~. 

Para poder establecer las las concentraciones de 

di fer"entes especies presentes en los de 

hidrólisis y en los de bios{ntesis~ se determinÓ la constante 

de uniÓn total aparente a pH = 7, Kif'. Para ésto. en forma 

genet"al se c oris í dero el equilibt"io M + RPP ~ RPPM~ en qUE' 

RPP corresponde a las especies RPp3- V RPPH2-. La deducciÓn 

de la ecuación se describe en el apéndice 2. 

En la tabla 13 se resumen los valores obtenidos por 

titulación en este trabajo y algunos valores informados en la 

literatura que fueron obtenidos por el método de competencia 

con 8-hidroxiquinolina (Burton, 1959). Además, en la tabla se 

inc:luyen las. constantes. r e sp ec t i vas par-a ATP. ADP Y P,MP, 

moléculas par-a las cuales hay una. amp 1 i a i nfm"lTI2Ic i 6n. en 

2+ 2+ 2+ '7+ 
pr-esencia de Zn , eu , eo o Ni~ estos derivados 

establecen una marcada interacci6n entre la porción adenina y 

el metal además de la interacción entre el fosfato y el metal; 

"+ en presencia de Mn- esta interacción es débil, en tanto que 



TABLA 13 

Constante de unión aparente de mono y difosfatos 

alílicos y de derivados de adenosina a pH = 7 

'"'+ Mn~ 

'-~.------------------~---------------------1 
L.PP 19.400 7.6(10 

LF 740 205 

18.200 (25.000)a) ,.., 1"" (77--)a) ..::.. UO .•. OU. GPP 

4 7 _- ('"J ¡:;-_",)a) • (_lO ..:.. • d(_)(.' NPP 42.90(l 

,. '1( - b ) oU • ..:. )(.l 16.600b) 

1 4 --- .c) • ::A)() 1 ¡:;- - - c ) 
• d(_i() I 

.. ..1 1 2_o_o_d_J l. 7_o d) . _ _j 
a) Obtenido por competencia con 8-hidroxiquinolina 

(Chayet y col.~ 1984). 

b> y c) Obtenidos por titulaciÓn potenciométrica 
(TC\.gui t<han y Mar-tell~ 196:: a. y b i . 

d) Recopilado por O'Sullivan y Smithers (1979). 
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t o o 

e 2+ a o 2+ Mg solamente interactúan con el grupo ~os~ato (Si gel 

1987). Por tanto~ se estima apropiada la comparación que aqui 

se hace. 

Se desprende de la tabla que las constantes de uniÓn 

las 

aparente tienen valores sólo ligeramente in~eriores a 

t r í s n i ó n f'~pp3- de unión del o 

total 

respectivas constantes 

?- 
dianión RP- desc~itas en la tabla 10. Para el caso de LPP~ 

Que se puede considerar como ejemplo representativo de los 

compuestos ~estantes, ésto se debe a que a pH 7 solamente un 

LPPH2-~ 36% existe en la ~orma de dianiÓn. el que une 

débilmente al metal. de modo que la contribuciÓn de esta 

e<:=·pec j e es ba j 2-., 

Por otra parte~ al comparar los valores obtenidos en esta 

tesis con los obtenidos por complejaciÓn con 8-hidroxi- 

quinolina. se observa que no hay una di+erencia signi~icatiYa. 

El método que hemos empleado tiene la ventaja por sobre 

este último. de que con la sOla utilización de la ecuaciÓn 10 

se puede conocer la Kl+ total aparente en un rango amplio de 

pH <+i9· 21), a di~erencia del método de Burton, en que la. 

determinación de la constante se e+ectúa a un pH prefijado Y. 

aún más importante para nuestra investigación~ es el hecho de 

Que la determinación por pH no tiene restricciones en cuanto 

al catión a estudiar, en cambio con 8-hidroxiquinolina el 

rango útil de trabajo se encuentra entre pH 7.7 Y 9~1. 

en el cual 
2+ . Mn tlende a precipitar +or me ndo hi dr ó x idos 
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pH 

Figura 21 V2~iaci6n de Kl~' con el pH. 
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TABLA 14 

Concentración de ligante libre~ especie monometálica 

y especie bismetálica a pH = 7. 

RPP M S (.uM) SM! (tlM) SM·-;. (/.lM) 
.L. 

LPP Mn 203 796~4 (l~65 

LPP Mg 3t)3 697 O~O4 

1 GF'P Mn 183 I 813 36~8 
I 

GPP Mg 482 5C)3 14~6 

NPP Mn 142 858~3 O~ 13 

NPP Mg ::;:68 631 ~ 7 1 ~ 17 

[RPP] = [M] = ! mM. 

10 2 
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complejos y óxidos insolubles (Butler~ 1964). 

Para comprobar la validez de las deducciones hechas para 

el cálculo de las constantes de ~ormaciÓn de las especies 

monometálicas (Apéndice 1 Y 2) Y por tanto de los resultados 

obtenidos~ se calculó la concentración de ligante libre~ 

especie mono y bismetálica presentes durante las titulaciones 

a pH::; 7. Para ésto se emplearon las ecuaciones 17 y 18 del 

apéndice 4 Y los valores de Kl~' y K2~'; la obtención de este 

último se presenta en la siguiente sección. 

La tabla 14 muestra que en todos los casos estudiados~ el 

ligante se encuentra predominantemente en la ~orma de especie 

monometélica y que prácticamente no hay presente complejo 

bismet.álico. El único caso en que se encuentra representando 

un 3~ T%. del t í o ant e total es en la + í t u l ec í o n de GPP - Mn; en 

este caso se estimó conveniente no disminuir la concentración 

de metal ya que si bien se lograba bajar la concentraciÓn del 

complejo~ también se producía un aumento de la concentraciÓn 

del 1 igante 1 i br e , Ademés, éstos son valores má>~ i mas 

calculados y que en la práctica ~u~ron menores va que los 

valores de pH empleados en la determinación de Kl~ y K3f 

estuvier-on en el t-ango 4~ 7 - 6~ 7. . Fi na Irnerrt e , la tabla 13 

muestra que las magnitudes de Kl~' p~ra los nucleótidos ADP y 

At'1P 
.";>+ ')+ 

con Mn~ o Mg~ no varian sustancialmente respecto a los 

fosfÓricos estudiados. Se despt-ende así como 

conclusión de validez general que en aquellos compuestos en 
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los que la interacción del metal se establece por la porción 

fosfato. los valores de las constantes se encuentran en un 

orden de magnitud similar y que principalmente están 

determinadas por el nÓmero de grupos fosfatos presentes en el 

3.1.3.4 Estequiometría del complejo de LPP con M2+. 

é:¡.ter. 

Para obtener la estequiometria del complejo de mayor 

reactiyidad~ se empleó el método de las variaciones continuas 

de Job (19:::·:::;;). Con este fin se graficaron las velocidades 

iniciales de hidrólisis en función de la fracciÓn molar de 

expresada como [M2+]j[M2+J + [LPPJ~ manteniendo el meta 1 ~ 

denominador constante. 
'?+ 

Las especies reactivas M- /LPP = 1/2; 

1/1 o 2/1 se deberían evidenciar por sus velocidades máximas a 

valores de fracciÓn molar O~33; O~5 o O,67~ r e sp ec t i 'lamente. 

La fig. 2+ muestra el resultado obtenido con Mn , en que la 

velocidad máxima se observa a un valor de fracciÓn molar de 

O,5~ 
'7+ 

es decir~ cuando [Mn- ] = [LPPJ. Al utilizar 
':'i+ Mg..... se 

obtuvo un resultado similar a éste. 

los valores de constantes de formaciÓn de lo,:: 

complejos mono y bismetálicos que se informan en la siguiente 

sección, se calcularon las concentraciones de LPP libre, LPP- 

Mn y LPP-Mn2 en cada punto del experimento. S(-, pudo así 

restar a la velocidad observada la contribuciÓn de LPP libre y 

se pudo establecer que en el punto de ~racción molar O~67 hay 



LPP/ Mn2\ 

1/1 1/2 
+ + 

~ ~ :l. ::a.. 
0.9 ,.---, ,---, 

N 
~ ~ 
(/) (/) .___, ~ 

)( 
e .- 'E 120 o or- , 
~ 
:l. 

? 

40 4 

2 

de la E-fecto mo l ar 

105 

de la 

velocidad de formación de alcoholes e hidrocarburos 

( O - O) Y sobre las c onc errt r ac í one s de especies 

monometál ica (6 -1::iJ y bismetál ica (. - .) • 

• -; • ...i.. ~ 
O.5x10-~ M = amortiguador TES-HCl [LF'F' ] -+ [1'.],;"'-' ] 

O~2 M pH 7,0 = temp = 30~ 
E,: cad2< punto 

reacciÓn de LPP libre. 

tiempo := 5 mine 
se rest6 la contribución de 



1 O 6 

presente 0,106 uM del complejo bismetálico~ lo que representa 

solamente O~06% del total de las especies en solución; en este 

punto la concentración de LPPMn es 134 uM. 

A diferencia de lo observado para el caso de GPP (Vial y 

co 1 • ~ 1980) en que el complejo bismetálico se forma en alta 

concentración en el medio y es la especie más reactiva~ en 

este caso las concentraciones relativas de LPPMn y LPPMn2 

representaron una seria limitación para detectar la presencia 

del segundo complejo. 

En conclusión~ el método empleado demuestra la presencia 

de la especie monometálica, fundamentalmente porque ésta se 

encuentra en mayor concentración respecto a la especie 

bismetálica .. 

3.1.3.5 Constantes de velocidad de las especies mono y bis- 

metálicas kl~ k2 Y constante de formación de la 

especie bismetálica~ K2+~. 

Los experimentos y resultados recientemente descritos han 

puesto de manifiesto la existencia de los cOIT'1plejos 

monometálicos y el valor de sus constantes de formación. 

Al analizar con esta información las fig. 15 y 16, que 

muestran el efecto cinético en la hidrólisis de LPP y LP 
r.:o+ '7+ 

frente al agregado de Mn- o Mg- , se puede establecer que en 
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la primera zona de la ~igura 15~ entre O y 4xl0-3 M de M2+~ se 

estarían ~ormando dichos complejos; por sobre 
-""\ 

4>:10 .... M la 

velocidad aumenta sin llegar a un valor limite~ lo que indica 

que cinéticamente se detecta la ~ormaciÓn de una segunda 

especie. que correspondería al complejo LPPM2' La especie 

RPPM2 se puso en evidencia al hacer el grá~ico de Job con GPP 
2+ Y Mn ; dado Que su constante de ~ormación es su~icientemente 

alta~ K2f' = 666 M-1 (Vial y col •• 1981)~ predomina por sobre 

RPPM a altas concentraciones del metal. 

Asi~ de la primera parte del grá~ico se puede obtener la 

constante cinética klLPPM-~ en tanto que de la segunda parte 

se obtiene k2LPPM+; los resultados obtenidos para k2 se 

in~orman más adelante. 

Para el caso de LP, en cambio~ solamente se detecta el 

complejo LPMn y su kl respectiva se obtuvo de la saturaciÓn de 

la curva de la ~igura 16. No se detectÓ la formaciÓn de un 

complejo bismetálico~ cuya ~ormaciÓn desde el punto de vista 

estructural es improbable. Por otra parte. tal como se 

comentara en la sección 3.1.3.2. 
'?+ 

la uniÓn de LP a Mg- es muY' 

d . b . 1 d h .. 1 d t· Ó d~_ Mg2+ e_l_~ e a 1 que en e rango e concen_raCl n-en que 

se estudió la hidrÓlisis no se observa un cambio en la 

velocidad como consecuencia del agregado de este metal~ y por 

tanto no se determinó kl' 

La tabla 15 muestra los valores de kl obtenidos en este 

trabajo junto con los que se encuentran disponibles para los 
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Constantes de hidrólisis de esteres de ~os~ato y di~os~ato 

. 2+ 2+ unldos a Hn o Hg (kl). 

RPPI'11 ki -1 
o RPMl 

(seg ) 

LPPMn 1 1 - - -4 , >~ 1 U 

LPPMg 
__ ... -5 

4, . .:;.)-:1 (_) 

LPMn .-5 1~7>:10 

LPMg 

GPPMn 
a) ~ -7 ..::,~4HI0 

GPPMg b) -7 
5~ 5>: 10 

NPPMn 
b) '? .. -5 1,.L./:1U 

NPPMg b) _ -6 
1~9>:1() 

Las constantes cinéticas para LPPMn y LPPMg se obtuvieron 
a 30° a partir de los datos de la ~ig. 15. El resto de 
las constantes se determinaron ~ 40°. La ~ig. 16 muestra 
las condiciones en que se obtuvo kl LPMn. 
a) Obtenido de Vial y col. (1981). 
tI) Obtenido de Chayet y col. (1984). 
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is6meros primarios GPP y NPP. Al comparar estos valores con 

los de la tabla 8 para los compuestos libres~ se puede 

concluir que la reactividad de los complejos RPPMn es igual a 

la de la especie libre. Prácticamente lo mismo ocurre para 

GPPMg Y NPPMg~ en tanto que para LPPMg se observa una 

disminuciÓn. Se tiene~ de este modo~ que en qe ne r a l la 

neutralizaciÓn parcial de la carga del trianiÓn no contribuye 

en forma significativa a favorecer la salida del grupo 

difosfato. 

A diferencia de los complejos anteriores~ el complejo 

LPMn es 2~7 veces más reactivo que LP libre; en este caso las 

o. (Este argumento se basa en que~ aunque el pl<a' de 

cargas negativas de los oxígenos quedan completamente 

nellt.ralizadas~ y el grupo saliente MnHP04 tiene carga neta 

= 7,21 CHandbook of Chem. and Phys. ~ 1968) , hemo!:':. 

demost r ado la p r e s.e nc ia de Mn 2+ que o 

notablemE'nte la acidez del pt- ot ón en el 

situaciÓn que de be r í a set- semejante p ara 

'7+ Mg...... aumenta 

complejo RPPHM. 

el comp lejo 

í nor o éru co i . 

Volviendo al ester difosfato. en que se detecta el 

complejo LPPM2~ la expresión de velocidad para la hidrólisis 

de LPP corresponde a: 

13 ) Yob s kO[LPPJ + kl[LPPM J + 

2+ en que al agregar M se desprecia la contribuciÓn de LPP 
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libre en la vobs dados los valores tan altos de K1f·. 

+ La determinación de k2 para LPPMn2 se realizó empleando 

la ecuaci6n 14 en sus formas linearizadas Cecuaciones de Hanes 

y Woolf (1932) y Eisenthal y Cornish-Bowden (1974)~ apéndice 

+ 
3)~ en tanto que para LPPM92 debió realizarse por simulaciÓn 

de esta misma ecuación con computador ya que la reacciÓn de 

hidr61isis no tiende a la saturación. 

Del gréfico de Hanes y Woolf Cfig. 23) se puede obtener~ 

ademés de k2~ el valor de K2' de disociación que corresponde 

+ - ~+ 
al equilibt-io LPPMn2 ~ LPPMn + Mn"'-. Así se l oo r an los 

siguientes valores: 

_-4 -1 :::: 6~ 8>: 10 seg 

:::: (I~3 M => :::: -1 M 

De acuerdo al método gráfico de Eisenthal y Cornish- 

Bowde n (fig. 24) se obtienen valores de k2 y K2'dis muy 

similares a los determinados por el gréfico de Hanes y 

Woolf. v se prefiri6 optar por estos valores ya que con este 

método se ponder~n todos los datos por igual. 

:::: 
~ _ -4 -1 7 ~ ,,::,>~ 11..1 seg 

= 
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0<--2 - kl) [M2+J 
14) k - k1 = 't' [M2+J K2'dis + 

Ecuación de [M2+J K2'dis (M2+J 
Hanes y = + 
Woolf k.r -k 1 (K2-kl) (k2-kl) 

- 

4 
= 4,I.7x 108 Mseg 

- CO 
'0 - )( 8 

- N X 
+ I 
c+-6 
~x 

0,1 0,2 

Figura 23 Gráfico de Hanes y Woolf; determinaciÓn de K2 y 

. + 
K2'dis del complejo LPPMn2 • 

Los datos experimentales se obtuvieron de la fig. 15. 
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Ec u ac í on de 
Eisenthal y 
Cornish-Bowden 

1<2'dU'S - 
2+ - 1 

[M ) 

~------------------ 

- - I C"I 
~ 
Vl - L(') 
O _. 
X - - ~ , 
~ 

~ - 
= 0,25 M 

0,3 0,2 0,2 0.4 
[ Mn2+] (M) 

Figura 24 Gráfico de Eisenthal y Cornish -Bowden; determí- 

nación de k2 y K2~dis del complejo LPPMn2' 

Los datos experimentales se obtuvieron de la fig. 
15. La mediana de los puntos corresponde a la coordenada del 
punto (k2-kl), K2~dis' 
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Para la determinación de K2'dis LPPMg2+ en que se aplicó 

la ecuación 14~ los resultados de la simulación con 

computador se muestran en la tabla 16. La suma de los 

-6 mínimos cuadrados(2~8029xl0 ) se encuentra para los valores: 

-5 -1 = 4.3 x 1 (l seg .- 

-5 -1 ;::; 77>:10 seg 

K2'dis 6~(l M => = -1 0,167 M 

De estos valores se puede ver que el valor de K2'dis 

indica que la s at ur ec í on debier-a al c anz ar se con 

concentraciones de metal cercanas a 6 M~ 10 que concuerda con 

la escasa pendiente del gráfico. Como se puede ver en la 

tabla~ este parámetro es el que experimenta la mayor variación 

y dado que en otros experimentos se obtuvo el valor de 

K2'dis ;::; 5~O M~ y debido a la dificultad de trabajar a altas 

concentraciones~ en definitiva se considera un rango de K2'dis 

errt r e 5 Y 6 M. 

Por otra parte~ el valor de kl es idéntico al encontrado 

inspección directa de la curva de la fig. lo qu.e 

permite asegurar la validez del método de simulación. 

La tabla 17 resume las constantes de velocidad para la 

hidrólisis de los compuestos libres y sus complejos~ kO' kl Y 

k2; y la tabla 18 resume las constantes de formación aparentes 



TABLA 16 

Resultados de la simulación de la ecuaciÓn 14 

para LPP + Mg2+ 

[_ ~'1'.'1()5 .5 - k2}~!y 1<2' dis Desviagión* " "-1 
(seg ) (se¡;_:¡ ) (M) xl0 

4. 1 76 5~6 3~O713 

4 ? 76 5!,8 2~8540 .~ 
4~3 77 6~O 2,8029 

4~4 76 6 "') 2~9272 !l4 

4~5 78 6~6 3~2085 

* La desviación corresponde a la suma de los mínimos 
cuadrados. 

t t 4 
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TABLA 17 

Constantes cinéticas de la hidrólisis de los esteres alílicos 

libres y unidos a Mn2+ o Mg2+ 

~P 

r= r::- I r::- 

kO>:.!.}l...J kp:.!.»...J k ,:,;,>:1 ~)...J .•... - 
RF' (seg ) (seg ) (seg ) 

pp 12 

I LPPMn 11 73 
I 
I LPPMg 4~3 77 

I 
LP (I~63 

LPMn 

GPpa) O~O34 

GPPMn a) 
(> ~ O::::A I 1 ~ 5 

GPPrt!g b) (>~O55 I l),26 I I 
NF'pb) I o, 1 I 

I I 
NPPMn b) 1 'J 21 __ J ~..:.. 

NF'PMq b) (l~19 1 ~ o 

las constantes cinéticas pa~a LPP se obtuvieron a 300; para 
LP. GPP Y NPP a 40~. 
~ ) Vial y col. (1981) 
b ) Chayet y co l , (1984). 
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TABLA 18 

Constantes de ~ormaciÓn aparentes de los complejos mono 

y bismetálicos, Klf~ y K2~~, a pH 7,0. 

~-~~p=l 
I LF'PI"ln I 
I LF'F'Mg I 
I LFI'1n . 

1 

I 
LPt"ig 

GF'F'1"1g 

1 
I 
1 NPF'r'ig I 
1- --1. _ 

2. 1 (H) 

42 & 9()() 

Kl~' determinada por titulación. 
K2~' determinada cinéticamente. 
a) Ch2<.yet y col. (i984). 
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En se puede concluir que los complejos 

"+ 
bismetálicos son los más reactivos~ tanto para LPP con Mn~ o 

":1+ 
Mg- como para GPP o NPP~ aún cuando para LPP esta di~erencia 

no es tán marcada como para GPP (tabla 19)~ y que los valores 

para LPP Y NPP son aproximadamente 4 Órdenes de 

magnitud menores que las constantes de ~ormación de las 

especies monometálicas. La excepción la constituye GPP para 

el que K2f' es tan sólo dos órdenes de magnitud menor que 

Al analizar con modelos moleculares las estructuras de 

estos complejos~ 
. ..,+ 2+ 

Y considerando que la unión de Mg~ o Mn se 

establece con un ox{geno de cada ~os~ato en forma similar a la 

de ADP (Sigel~ 1987). se observa una importante diferencia 

entre ellos. Para el complejo LPPM2 se puede apreciar que se 

p r o duc e impedimento estérico entre el metal con sus de 

c oo r d í nac í o n y el q r up o metilo en C3~ c on+or mac í o n (1) (figut-a 

25) o bien entre el metal y los carbonos 1 y 2 o los carbonos 

6 Y 7 conformación es (2) y (3). De ésto resulta que el 

nÚmero de con~ormaciones libres de impedimento disminuye 

respecto al compuesto libre. Se visualiza que factores 

estéricos de la misma índole estarían presentes en el complejo 

NPPM2' aunque en este caso la interacción ocurriría entre el 

metal con sus H20 de coordinación y los carbonos 6 y 7. Este 

hecho podría ser la causa de que K2~'NPPM2 y K2~'LPPM2 se 

enCLt"entt-en en un t-ango de v a l cir semejante y que es menor- que 
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TABLA 19 

Variación de la reactividad de la especie bismetálica con 

respecto a la especie libre, kRPPM IkRPP' Y de la constante de 
2 

~ormación de la especie bismetálica con respecto a la especie 

1 M2+ I 
RPP + kRF'F'M /kRPP "~2-F' /1<: l-F' 

2 
2+ ---- -4 LPP Mn 6 ~ 1 2~1>:10 

LPP Mg 2+ 6~4 ~ .. -5 L~6xlU 

2+ -? 
GPP Mn 44 3~6>:10 ~ 

GPP Mg 2+ 8 3~ O>: 10 -2 

NPP Mn 2+ ,.,~"":!" -. J _-5 ~,_,._t ~~o>:l(J 

2+ _-:: 
NF'F' Mg 1 1 1 ~ 1 >: 10 ~. 

L_ _j 

Datos obteni dos de las tablas 17 y i 8. 



Figura 25 Estructuras probables de los complejos bismetálicos 

LPPM2~ NPPM2 Y GPPM2· 

conformaciones en que habría 
y la cadena alquilica para los dos 

Se mue s.t r e n 
impedimento entre el metal 
primeros compuestos. 

El c c l o r 
rojo los del metal~ 
los del hidróºeno~ y 

azul representa los enlaces del 
el amarillo los del fósforo, el 
el negro los de e-e y C=C. 

1 1 9 
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K2f'GPPM2, lo que indica que la for-mación de estos complejos 

bismetálicos resulta bastante más dificil Que la de GPPM2' 

Para el complejo GPPM2 se observa que la incorporación 

del metal no lleva a impedimento con la cad~na alquilica; ésto 

posibilitaría el agregado de un segundo metal. Al respecto, a 

modo de comparación~ cabe mencionar que K2f~GPPM92 es 

prácticamente igual (No e t y co l • , 

1970) • (No fue posible encontrar el valor de K2f'ADPM92 que 

sería la constante más apropiada para comparar). 

En suma~ los resultados descritos completan el cuadro 

para la hidrólisis de los ésteres alilicos fosforilados. En 

esta reacción la naturaleza del grupo sal iente tiene 

importancia cinética~ tanto en cuanto a si se trata de fosfato 

o difosfato como a si estos se encuentran como complejos 

metál icos. 

3.1.3.6 RelaciÓn entre la velocidad de reacciÓn y las 

concentraciones de los cOBlplejos mono y 

bismetálicos. 

Utilizando los datos de constantes de formaciÓn de los 

complejos metálicos (tabla 18) Y las ecuaciones 17 y 18 

(apéndice 4)~ se determinaron las concentraciones de LPPM y 

presentes en el medio de reacción durante lo: 

experimentos de hidrólisis detallados anteriormente. En las 
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~iguras 26 Y 27 se encuentran gra~icadas las variaciones de 

las concentraciones de estas especies ~rente al 

2+ ~+ 
concentración de Mn o Mg- , respectivamente. 

aumento de 

En ambos caS05~ se observa que a concentraciones de metal 

entre O Y 5 mM hay un aumento de la concentraciÓn del complejo 

monometálico~ hasta la saturación de esta especie (curvas b~ 

~iguras 26 Y 27); en este rango de concentraciÓn no hay 

modi~icaciÓn de la velocidad de hidrólisis de LPP en presencia 

de Mn2+. en tanto que se observa una disminuciÓn de la 

2+ velocidad en presencia de Mg • En ambos casos, a 3 mM metal 

todo el compuesto está como LPP-Ml y por ende la velocidad 

observada sólo se debe a esta especie. El agregado de 

cantidades adicionales de metal lleva a la ~ormaciÓn del 

complejo bismetálico~ que debido a su baja K2~' se halla en 

peque~a concentración (curvas c). Sin embargo~ es 

cinéticamente detectable por el aumento de velocidad que 

se correlaciona con el aumento en la concentraciÓn de esta 

especie. 

Del mismo modo anterior~ con el valor de Kl+' para LPMn 

se determinaron las concentraciones de las especies LP y LPMn 

en el medio de reacci6n durante los experimentos de hidrólisis 

de este compuesto (+igura 28). Se puede ver que en la medida 

que la concentración de LP libre decrece~ la concentraciÓn de 

LPMn aumenta~ llegando a un valor Se aprecia, límite. 

también~ que la concentraciÓn calculada de este complejo va 
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- ~ - % -. O'l - (1} )( ,----.. Ul N ......, e ....: 
~ o 4 16 a.. - )( 
CL )- ..J .::.: L-....J o ....---, e 
~ 
el. o, 2 8~ 

2 4 50 100 200 300 
[Mn 504] 103(M) 

Figura 26 RelaciÓn entre la concentración de los complejos 

b " tál" de LPP' cor, Hn2+ y la mono Y lsme lCOS •• velocidad 

de hidrólisis. 

ELF'F'J =: 1::,:::10-6 M; él) ~:'f'( O - O:; ~ b) [LF'F'Mn] (Ó - Ó) 
y c) [LPPt1n2] (A - A). 
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- ..--.. z ,-.... L - .•......•. 
I .••..... io 
tJ) lO o 
(1) O 
1Il x 

X r-¡:;¡ .••..... tJ) 
~ ~ L 
O L 

CL CL 
x 

,121'.6 b CL CL 
t- A n es d_, ....J 

tI L....-...I 
~ 

3 12 

8 

a , 4 2 

O 
O 2 4 100 300 500 

[ M 9 504 ] x 103 ( M ) 

Figura 27 Relaci6n entre la concentraci6n de los complejos 

b " t41" de LPF' con Mg2+ 1 mono y lSffie ~ leos y a velocidad 

de hidrólisis. 

[ L F' F' J = 1 4 ~ 4 id (l - 6 ; a" ) k if' (O - O). b ) ( L F' F' M 9 ] (6 - 6 ) 
\/ e ;> [ I, F' F' M g 2 J (. - ~) 1: 
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- ~ - - ~ - - 
101 

)( 

ClJ a ,---, 
l/) e - ~ U) 
o o, - 40¿ 

o ,---, 
Q_ 
...J 

L--.J 

20 

2 6 

Figura 28 E~ecto de la concentración de SObt"E la 

hidrólisis de LP. 

Condiciones de reacción 
[LF'J -- 38>~1(l--c 1'1; a) k'f'(O-O)~ 
[LF'Mn] (. - • ) • 

descritas en la fig. 
b) (LF') (6 - ~) y 

16 
c) 
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paralela al aumento de la constante de la reacción~ c or r e Lac í o n 

que ratifica el valor de la constante de formación Klf' para 

LPMn determinada por titulaciÓn potenciométrica. 

3.1.3.7 Distribución de productos de hidrÓlisis a diferentes 

valores de pH. 

La hidrólisis de LPP a pH 7~0 lleva a la formación de una 

mezcla de alcoholes e hidrocarburos <tabla 20) en la que los 

productos de sustitución exceden a los de eliminaciÓn por un 

factor de 4, predominando los compuestos de cadena abierta. 

Al comparar esta reacciÓn con la hidrólisis catalizada 

p o r ác i do , a pH 0~4~ se observa que la distribución de 

productos difiere marcadamente; en esta última prácticamente 

no se observan productos de eliminación~ aÓn cuando en ambos 

casos el producto principal es LOH. 

POt- otra 2+ parte~ frente al agregado de Mg 
'7+ o Mn~ se 

produce un aumento importante en la cantidad de productos 

cíclicos, ya sea se compare con la reacción a pH 7 o a pH 0,4. 

Para el caso de LP, los productos son muy similares si se 

compar-a la reacción a pH 7 en ausencia o presencia de 2+ Mn ~ 

al igual que en el caso del LPP~ se forma una mayor 

cantidad de productos de eliminación y de compuestos cíclicos 

que en la reacciÓn a pH ácido. 

Estos resultados están de acuerdo con un mecanismo en el 

que se forman pares iónicos, puesto que si la hidrólisis de 



TABLA 20 

Distribución de productos en la hidrólisis de LPP y LP. 

LPP 

H - 421) P = o , 
I No cata- 

lizada 

37~1 27~8 59~7 

49~(> 23~(l 

0,6 11 ~ 3 

O~4 3!1 ::::~ 

¡::- 7 O~6 J~ 

6 ") O~34 ~ ~ 

10~3 1 .., 
~ .a:.. 

LOH 

TOH 38~O 

GOH 

NOH 

Limoneno 

E+Z ocimenos 8~6 

% ROH 79~(l 86~ o 77. O 97. 3 

!~ He 21 . .:_, 13.8 
. .,,., (1 '") 

. .::' • ";"'_.L..~ .•.. ~ 

i~ Pt"od. e lel ieos 39~ 6 41 2 ¡::-.". (1 '")"':!' -e ~ J..J ~ ~._'!t - 

a) Cramer y Rittersdorf 1967. 

12 8 
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CONT. TABLA 20 

LP 

pH = 7~O pH = 0,4C1.) 

INo 
cata- Mn 

2+ I 

lizada 

LOH 44~O 41~(l 63~4 

TOH 28~(l 36~O 17~7 

GOH ? c:- 2~4 11 ~ 6 .,_,'-' 

NOH 5~7 4~4 3~9 

Mit-ceno 9~8 8~8 O~7 

I Limoneno 1 ~ o (l~6 

I E+Z ocimenos 8~7 7,9 1 ~ 5 
1 
r.------ 

í~ f':OH 8(l~2 83~8 96~6 

'l. He 19,5 16~7 3~3 

% Prod.cíclic05 29~O 36~O 18~3 

a) Cramer y Rittersdor+ 1967. 
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los compuesto~ ocurriera a través de la ~ormaciOn de un 

intermediario catiónico único~ que en este caso correspondería 

al catión linalilo~ la naturaleza del grupo saliente~ luego de 

~ormado el catión~ no debiera influir en la distribución de 

es decir. deberían ser idénticos. En la I'eacción 

de hidrólisis que se discute~ en cambio~ si bién la porción 

orgénica es la misma~ el grupo saliente difiere tanto en 

R2 R, 
R 
I <, / e /C,,: X 

. 
/' <, 

R3 X R R 

~ 1 
R2 R, R, <, / <, 

C C ==R3 + H+ 
/ <, / 

R3 OH R2 

- 
HF'207Mº ; 

x = 

La naturaleza de X 

Ahc,~'2 b a e r.. él P"'" (\.4 

O~· oduc t CrS ds LPF- v U= y cor otra. hav un baJO contenldc dE 
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provendrían del catión linalil0 libre. 

Al respecto. c~be indicar que la participación de los 

pares i6nicos como i ntermedi ar i os de reacciones fue 

establecida por Winstein en la década del 50 (Lowr v y 

Richardson~ 1981>; Y para la h i dr ó l i s ie de GPP y GP Rojas y 

Vial (1988) encuentran que l~ formaciÓn del p~r iÓnico es la 

etapa limitante de la reacción y postulan que el grupo 

saliente interactúa principalmente con el carbono desde el 

cu al se elimina. 

De este modo~ los productos que aquí se han obtenido 

pueden explicarse al considerar que en el par iÓnico la 

presencia del grupo di~os~ato en el centro terciario produce 

un impedimento al ataque de H20~ favoreciendo la eliminaciÓn 

del protÓn del carbono vecino a ese centro~ con la consecuente 

~ormación de mirceno y E Y Z ocimenos. La presencIa del 

di~os~ato favorecería, además~ el ataque del carbono 6 sobre 

el c ar bono 1, con ~ormación del catión terpinilo, que 

posteriormente se estabilizaría por eliminaciÓn de un protón 

o por agregado de H20, explicando así la presencia de limoneno 

dentro de la abundante cantidad de produ~tos cíclicos. El 

complejo bismetálico favot-ece m¿'.s aÚn esta r e ac c i 6n 

protegiendo el carbono terciario del at~que de H20. 

Lo anteriormente se~alado resulta consecuente con el 

esquema planteado por COt- i y col. ( 1986) (~ig. 29), en 

que dos conformaciones del derivado del linalil0 darian cuenta 
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~ 

------ y 

~ GV 

t 1 
• 

~ 
I 
I ¿ 

J r 
MIRCENO 

~x y 

LX LV Z- OCIMENO 

y 

NY 
~ 

E - OCIMENO 

y 

TY LlMONENO 

Fig. 29 Esquema que ilustra las principales reaccionp5 dE 

sustitución y eliminaciÓn de los derivados de 

1 i nal i lo. 

Bu.nton y 
A diferencia del esquema original obtenido de Cori. 

col. (1986)~ en que l os í nt.e-r me d i av í o s 
aquí se consideran como pares iÓnicos. 
= fos.fato~ d í f o s+et o , complejo monometélico o 
y = OH. 

son 
c et i ó n i c o s , 

X 
bismE,tál r c o , 
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de los productos ob s e r v e ooe , La conformación abierta 

or í o í nar r e L.OH~ GOH~ m í r c eno y oc í me no , y la conformaciÓn 

cerrada LOH, N()H~ m í r c e no , oc í menos , TOH y 1 imoneno. 

El compol'"tamiento de LPP a pH 9 difiere del recién 

discutido ya que la hidrólisis lleva en este caso a la 

formación exclusiva de LOH cuando se está en velocidades 

iniciales~ lo que corresponde hasta aproximadamente 15 hrs. de 

calentamiento a 300 (tabla 21 ) ~ (k r -6 -1 =5.1xl0 seg). A 

medida que avanza la reacciÓn comienzan a aparecer TOH y 

finalmente He los que probablemente surgen por eliminación y 

reordenamiento de LOH~ ya que estos compuestos son los productos 

predominantes bajo control termodinámico (Cramer y Rittersdorf 

1967~ Astin y col. 1976~ B2}~tet· y col. 1978>; 12. +or mac í ó n de 

alcoholes e HC llega hasta 26% del LPP inicial~ y hacia el final 

de la reacción se observan en la fase acuosa los isómeros menos 

reactivos GPP Y NPP. La composición de esta fase acuosa se 

calculó a partir de la composición de los alcoholes provenientes 

de la hidr6lisis con fosfatasa durante 15 mino Los detalles 

experimentales se encuentran en la sección 2.3.8.3. 

Este ordenamiento se decidiÓ estudiar en forma más 

acabada, v se describe en la sección 3.1.3.9. 

3.1.3.8 Parámetros de activación. 

La figura 30 muestra las gráficas de Arrhenius que se 

obtuvieron para la hidr61isis de LPP y de LPPMn + LPPMn2' 



TABLA 21 

Productos de hidrólisis y reordenamiento de LPP a pH 9 
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Los valores de energía de activación que se obtienen 

tienen relaciÓn inversa con las constantes cinéticas 

observadas~ vale decir que Eact (LPPMn + LPPMn2) ) Eact LPP~ y 

sin embargo es el complejo bismetálico la especie más 

r e ac t; i va. Esta misma tendencia en el resultado se obtiene 

para GPP Y su complejo bismetálico (tabla 22). Si bien es 

preciso tener presente que el valor bajo de K2~~ LPP imp i de 

tener en el medio de reacciÓn exclusivamente al complejo 

bismetálico~ cuya concentraciÓn puede alterarse por efecto del 

cambio de temperatura~ se estima que este e~ecto en el 

equilibrio "+ 
GPP+2MnL :;:=== no de be rí a alterar- la 

concentraciÓn del complejo bismetálico en ~orma signi~icativa 

dado el alto valor de K2~~ GPP. 

La discrepancia ap e r errt e entre k f y Eact p o dr í a 

resolverse al analizar el término entrópico de la reacción. 

que estaría determinando en gran medida los valores relativos 

de la energía libre de activación de estos compuestos (tabla. 

22) . Pat"a LPP Y GPP6Sf tiene valores í n+e r í or ea al de los 

respectivos complejos bismetálicos. 

Aún cuando no seria licito atribuir a una sola causa los 

valores que adquier~ este término, una explicación plausible a 

los resultados encontrados podría darse sobre la base de que 

siendo la ionización la etapa determinante de la reacción, y 

ya que en ésta a partir de una molécula se ~orman inicialmente 

dos ione5, se debería esperar un aumento de entropia, que es 
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Ec3 log_~ 
(k e a l v mo 1 ) (seg ) 

LPP 19.3+0,67 9.8+0.27 
+LPPMn 25.0+1.77 14.6+0.07 
LPPMn2 

3,2 3,4 3,6 

Figura 30 Grá~ico de Arrhenius para la hidrólisis de LPP 

( + - +) y LPPMn + LPPMn2 (. - • ) • 

-r r-, 
[LF'F't'lr¡:' = l. 1.:: j e - M: [LF'F'!";:'-:! e: l. -=, iJt"'i. 



TABLA 22 

Parámetros de activación para la hidrólisis de LPP~ GPP 

y sus complejos bismetálicos. 
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í 
I ~Ht 

(kcal/mol :> 

25,6 

1 

1 
I 

I 
l' L- . ~L- _L__ _J ~ 

LF'P 

LPPMn·.., .e, 

GPP~') 

ósT 
(e al / mo 1 () tU 

6. GT 
( k e al / mo 1 ) 

a) Parámetros obtenidos de 105 datos que in~orman Vial y col. 
( 198 i ) . 

18,7+0.64 -15,6+0.04 23,4 

2=:~ 6 
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lo que ocurre para el caso de los complejos bismetálicos. Los 

valores negativos que se obtienen con LPP y GPP podrían 

indicar cierta restricción al movimiento de los iones por 

solvatación pre~erencial 

complejo ~ctivado. 

de estos durante la formación del 

3.1.4 Reordenamiento de LPP. 

En varias ocasiones en que LPP se encontraba en una 

mezcla de = 6:3:1 se otise r vc su 

reordenamiento a NPP y GPP, sin embargo~ 

controlar manteniéndolo a 4°. El reordenamiento detectado en 

H20 a pH 9 puso nuevamente de manifiesto esta reacción que 

reviste especial relevancia en el contexto del estudio el 

comportamiento de LPP para llegar a entender la reacciÓn de 

biosintesis de hidrocarburos~ ya sea a partir de GPP o de NPP. 

De hecho en numerosas publicaciones (Pottv Bruemmer~ 1970; 

George-Nascimento y Cori. 1971; Cane y col .• 1982; Croteau y 

col. ~ 1984) se presenta como el mecanismo más probable que 

GPP se isomerizar{a a LPP y éste seria el precursor inmediato 

de la ~ormación de monoterpenos cíclicos. Sin embC:l.rgo. tal 

como lo indicara Croteau (1987). la isomerizBción de GPP a LPP 

o v í c ev ar s a , 

e s t u d i e r ee , 

era un elemento de la ciclaci6n que debía 

ya que no se habían presentado argumentos 

experimentales directos que indicaran que tal i somet- i z ac i ón 

DCLltO t" i et- a< .• 
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Por lo anteriormente mencionado, y dado que la velocidad 

de reordenamiento a pH 9 Y 30° es baja~ como se puede ver por- 

que solamente luego de 65 h hay compuestos primarios en canti- 

dadg~ rglativamgnte impo~tantes~ se decidió extremar las con- 

diciones trabajando en NaOH O~5 M (pH 13,7) Y a 70° (~ig. 31). 

En este experimento se emplearon ampollas que se sellaron 

antes de iniciar la r e ac c í o n l oqr ando así evitar la 

ev apo r ac i ó n del medio y de los probables alcoholes e 

hidrocarburos producidos. No ~ue posible obtener su~iciente 

cantidad de estos últimos por lo que se estudió solamente el 

reor-denamiento en la ~ase acuosa. En las condiciones 

indicadas se llega hasta la ~ormaciÓn de 40% NPP~ 50% GPP Y 

queda sin reordenar 10% de LPP. De la primera ~ase de la 

curva se obtuvo un valor aproximado de k r-eot· denami ento = 
.-4 -1 1 • 1 >: 1 (1 seg . En esta ~ase acuosa no se encontró terpinil 

di~osfato, TPP, aún cuando se tuvo presente que las fosfatasas 

no hidrolizan este derivado (Avalos~ 1986). La ausencia de 

este compuesto podría deberse a que LPP adopta bajo las 

condiciones de trabajo pre~erencialmente una conformaciÓn 

abierta. 

Al respecto~ cabe citar el trabajo de Winstein y col. 

(1972) quienes estudiaron la solvólisis de linalil p-N02- 

benzoato en 70% de acetona en agua~ a 75° y 100°; obtuv i et·on 

alcoholes. hidrocarburos y los compuestos reordenados geranil. 

neril y terpinil benzoatos. este último en baja concentración~ 



Figut-a 31 
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:r 100 o 
a: 

2 6 10 
t ·thrs.) 

Reor denamiento (:le LPP (. - .) a NPP <+ - +) y a 

GPP (¿ - ¿). 

(LF'F'] = 7~4>:1(>-6 M. [NaOHJ = 0,5 M~ t.ernp , = 70C', 

I_L\C"go de detenida la t-e""c:c:iÓn se h i d r o L í z o la -fe..=:.E' acuo!óe. en 
tampÓn bicina pH = 9 con -fos-fatasCt.s de ~, cedi y de intestino 
de t e r ne r o , 
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que disminuye al aumentar la temperatura. 

la ~ormaci6n de pares iÓnicos 

Los 

los 

autores 

cuales 

ciertamente permiten explicar todos los productos observados. 

En este caso, la hidrólisis a concentraciÓn de NaOH O~5M 

será muy lenta, pero hay una velocidad finita de 

El heterólisis a un par iónico que puede reordenarse. 

mecanismo que procede en este caso di~iere, posiblemente, del 

que ocurre a pH neutro o ácido en el tiempo de ruptura y 

~ormación de enlaces y ciertamente en el retorno del grupo 

difosfato. 

La reacci6n en el sentido opuesto, desde GPP y NPP para 

obtener LPP. no se observó, si bien. considerando el principio 

de reversibilidad microscópica, ésta debiera ocurrir. 

3.1.5 Interconversión de carbocationes y reordenamiento de 

los di~os~atos. 

Uno de los argumentos que se esgrimiÓ (Bunton y Cori. 

1978) • y que continúa empleándose 1987> • 

nost u 1 a r al LPP como intermediario de la biosintesis de 

moriot.e r p erto s , es que la energia libre rotacional del 

carbocatión geranilo seria muy alta como para que éste rotara 

y posteriormente se ciclara. Los datos que se han tomado en 

cuenta s on , por una parte, cálculos teóricos hechos para 

cationes similares a geranilo~ y por otra, los r-esultados 
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exp er imentales rotación de cationes obtenidos 

medlante NMR Y los estudios de solvólisis de 105 derivados de 

geranilo y nerila. 

Algunos de los primeros valores que se obtuyieron~ fueron 

IOE aportados por Bo l Li nqe r y col. (1970)~ quienes p r ep e r ar on 

c at í one s 1~3-dimetilalilo (des.ignados aquí como ª~ -º y _l;). 10<;. 

que adoptan una estructura coplanar de modo de permltir la 

sobreposición de los orbitales ~ del sistema ~. Eric orit r ar o n 

qi.Je barreras a la rotaciÓn alrededor del doble enlace 

parcial. medidas mediante NMR. son suficientemente altas para 

impedir la interconversión él bajas temoeraturas. pero él -10G a 

se isomerlza él ~ con vlda media de 10 minutos y a +35D b s·e 

, 
~ t:. G : llliQ_1 \ · ~ I m_o¡~. 

;. 
1:.G : 21. kcal 

mol 

a b e 

Fe'- dE 
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ortogonal con el doble enlace y el o los g,...-upos metilos 

estabilizar. por hiperconjugación mcts QUE -forma 

deslocalizada. 

d 
t 

6(;: 18,5 k e o I 
mol 

e , 
6G :13,1 kcol 

mol 

base cálculos 

elguno:= casos mayo,...-es a los previamente informados. F'2.t-a el 

c e t r c n deslocelizado ~. obtuvieron ¿ Grotacionel = 18.2 

k e al / mo 1 . 

A0n cuando hasta la fecha no se ha calcu!ado la altura de 

la berrer? corresDondlente ;:. los cationes geranilo y nerllD. 

1 e f! i e DS 

sobrE 12 estabi])ded conformacional de dich2S cetiones. es 

Que i :::,- i 8 

~. e a] / mo : .. e-Fecto:: 

Q:_.l.E h¿:;b112 
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los derivados de geranilo los dan aciclicos (Cramer y Rittersforf, 

1967 : Bunton y col .• 1978: Cori y col .• 1986): los productos 

indican que la reacción involucra una deslocalizaci6n alilica 

muy importante y muestran también que la intercanversi6n 

rotacional del carbocatiOn deslocalizado (1 ~ 11) es lenta 

con respecto al ataque sobre el centro primario o terciario. 

Esta conclu5ión SE mantiene para los respectivos complejos 

bismetálicos de los difosfatos. 

, L1' \ , 
\ I , •...... 

- ! 
-:c:::::::: / \ 

\ 
\ 
\ 

R 

R 

1 11 

_¡_ 

COfT'c' se ha mo s t r e do en la te,t·la 2::·.~GTG¡::·F· ~ 27 k ca Lz rno l . 

ener¡;¡i2 11t.re: so 1 v ó} 1 '= l <::: 

, - _¡_ 
L\.:>TGF·¡:·r~¡r-: ;;:: 2::,,6 ~c¿.l/!Tlcll. y p e r e el ce so DE 10<::: de r i v edo s con 

'- . ..:: 

¡ e al' me'} (Lar 1 Y c c i .. 1986) i no i c e r.do ésto QUE. 12 

= .., c. C;' t • e ;:. 1 / rr, r, • ,!,' r;:f N r· , 
-. - ~. t·. '- _ . 1 ¡. - - :r'_ L: _" J 

v i t i n .. =- c cr el \/2JC~t~ d,= ~1~·!··Cl-:.E~.=i=.r)2.j = i?-iE ~::c2~/rn=~}. 
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De lo recién expuesto se deduce que en presencia de un 

nucleó~ilo coma H20 o como el doble enlace C6=C7~ es poco 

probable llegar a obtener rotación de los cationes. Seria 

factible en cambia, que esta rotación ocurriera en condiciones 

en que el atrapamiento nucleofilico no tuviera importancia y 

en que la estabilización de los cationes intermediarios 

estuviera favorecida, 

contraión. 

por ejemplo~ por la presencia del 

Una de las reacciones que estas podría reunir 

características es la que llevaron a cabo Haley y col. (1969) 

con geranildifenilfosfato en eter etílico a 370 durante 7 

días. Obtuvieron 33% de hidrocarburos cíclicos. Los autores 

postularon que estos compuestos provendrían de linalildifenil­ 

fosfato que se habría ~ormado en el sena de reacción~ y que no 

detectaron. Dado que el período de reacciÓn fue muy largo~ 

también podría haber ocurrido reordenamiento de los 

hidrocarburos de cadena abierta generados. A pesar de esto 

últimD~ del trabajo no surgen elementos que permitan descartar 

la formaciÓn y rotaciÓn del catiÓn. 

La evaluaciÓn de estas dos alternativas, rotación del 

carbocatión y reordenamiento del derivado de geranilo a 

linalil0 y la posterior ciclaciÓn de éste~ se podr~a hacer 

comparando las energías de activación de cada proceso. Tal 

como se ha expresado. en la literatura y en esta tesis nD se 

detecta el reordenamiento de geranilo a linalilo, aunque si se 
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observa en el sentido inverso. Sin embarºo~ este 

reordenamiento en términos de energía libre de activación no 

deberia constituir una ventaja con respecto a la rotaci6n~ ya 

que la energía de activación para la formación de compuestos 

cíclicos a partir de LPPMn2 resulta superior por lo menos en 4 

kcal (~Gfciclaci6n L.PPMn2_ = 22~6 kcal/mol ; .6Gf"-otación G+ = 
13··-18 kcal/mol). 

En c onc l u s í ó n , los datos presentados indican que la 

rotación del carbocatión geranilo no constituiría una etapa 

limitante en la reacción de formación de compuestos cíclicos a 

p a r t; i r de GPP en un medio poco nucleofílico y no acuoso. 

Esta etapa estaría favorecida cinéticamente por sobre el 

reordenamiento de GPP él. LPP Y posterior ciclaci6n de este 

último. 



3.1.6 Hidr61isis de geranil y neril di~os~ato en .icelas de 

dodecil 5ulfato de sodio. 

Se investigó la reacción de hidr61isis de GPP y NPP en 

micelas de dodecil sulfato de sodio, 9DS, que tienen cabezas 

de grupo con carga negativa. Se empleó este tipo de micelas 

ya que se consideró~ por una parte, que no debería unir en 

forma efectiva compuestos aniónicos como 

RPPM ~ pero podría unir especies neutras como RPPHM o el 

complejo bismetálico RPPM2 y por otra parte~ este detergente 

aniÓnico podría estabilizar el par iÓnico intermediario 

alargando su vida media~ permitiendo con ello la 

rotación del carbocatión alílico y favoreciendo~ de este modo~ 

la formación de hidrocarburos cíclicos por sobre la formación 

de alcoholes. Podria~ asi~ este sistema constituir un buen 

modelo de la reacción catalizada por la ciclasa. 

El estudio se centró en la determinaci6n cinética de la 

selectividad en la unión de los diversos compuestos y en el 

análisis de la naturaleza de los productos. 

Si bien la concentraciÓn micelar critica, cmc, en H20 es 

8xl0-3 M (Bunton~ 1979)~ dado que se requieren concentraciones 

2+ relativamente altas de M para formar los complejos RPPM2' 

determinó la cmc a concentración de Mn2+ ~ 25xl0-3 M. 

empleó para ésto el método clásico del cambio de tensiÓn 

superficial en función de concentraciones crecientes de 
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detergente (Bunton~ 1979) Y se obtuvo el valor de -4 5xl0 

valor que es consistente con el hecho de que los contraiones 

inducen la micelación de los detergentes iónicos~ reduciendo 

las repulsiones entre las cabezas de los monÓmeros (Burmar son 

y col. ~ 1980). 

En la figura 32~ se muestra la dependencia de las 

constantes de reacción de hidrólisis de GPP en función de las 

concentraciones "'+ ?+ d Mn~ y de M - t t H ° e 9 , an o en 2 como en 8DS 

-2 3xl0 M. Se puede ver que en ausencia de M2+ la constante de 

reacción es la misma ya sea en H20 o en SDS~ pero a medida que 

la concent r ac i Ó n de 2+ M aumenta~ esta constante aumenta ~ 

llegando a un valor de saturación en la micela a concentraciÓn 

2+ de M menor que en H20. 

El comportamiento de NPP en ausencia de metal es igual 

que el de GPP (figura 33)~ lo cual es consistente con el hecho 

de que la micela repele coiones y por tanto quedarían RPP3- y 

?- 
RPPM- en la fase acuosa; sin embargo~ a diferencia de GPP~ a 

medida 
?+ 

que la concentración de M- aumenta~ la constante de 

reacciÓn aumenta~ llegando solamente a un valor límite en 

presencia de SDS. 

Si se utilizan los valores de constantes de formación de 

los complejos metálicos de NPP y GPP <tabla 18)~ se puede 

calcular 2+ que en H20 a una concentraciÓn de M de O~25M se 

encuentra 28% Y 50% de las especies NPPMn2 y NPPM92 Y en ambos 

casos la constante de reacciÓn continúa aumentando en 
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Figut-a Hidrólisis de GPP en funclOn de la concentración de 

Fiq. A= [GP~~ 
-6 M. [TES-HCIJ 3>: 1 o -3 M pH= 6~ 7 ~ = 6xl0 :::;: 

[Mn ] = var~~gle. - , 
Fig. EI= [GP¡:;~ = 6}: 1 () M ~ (TES-HCIJ = 3x 1 (1 ._' M pH=7. 

[Mg" J = v a r a e b l e , 
Exp e r i mentos t-ea 1 izados a 25° • 
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Hidr61isis de NPP en ~unci6n de la concentración de 

Mn2+ y de wg2+ H O (O O) SDS ..,..( 10-3 M ( ) n en 2 - Y en _~JX IJ-ó • 

[TES-Hel] = 3xl0-3 M; pH= 6.7, 

p+i= 7. [TE-:::;-HCl J 

Experimentos realizados a 25°. 
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~unción del aumento de concentraciÓn de estos complejos. En 

cambio. todo el GPP se encuentra en la ~orma de GPPM2 y ya no 

se observa un incremento de velocidad. En SDS, en cambio. la 

constante de reacción de NPP y de GPP llega a un valor límite 

que se lograría cuando todo el sustrato se encuentra como el 

complejo bismetálico; esto estaría +avorecido la 

por parte de las cabezas de grupo del deter-gente. 

de los cont r a. i ones 
7+ M..... Y e:tos últimos siendo 

retirados del H20 y concentrados en la superficie micelar. De 

los resultados de estos experimentos también se puede deducir 

un efecto cinético de la micela" adIcional al 

sne Lí z e do , que queda en evidencia especialmente con GPP. En 

condiciones de saturación, la reactividac del complejo GPPM2 

en la micela es 2 veces mayor que en H20. Como se verá más 

adE'la.nte, se trata de un efecto en la velocidad de formación 

donde la micela probablemente favorece 

estabiliza el par iÓnico intermediario y no en la distribución 

dE! P r o duc t o s , 

Un efecto interesante de me~cionar es el que los valores 

conc ent. r- 2I.C i one5· 

relativas de espeCIES mono y bis~etálicas, 125 que dependen a 

~·U. VE';::' de 1 tipo y concentración de de 

la concentraciÓn de SDS. Si bien en la +igura 34 se observa un 

comportamiento micelar ya descrito (Bunton 1979)~ se encontró 

que éste no responde a ecuaciones simples de catálisis 
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A 

10 30 

B 

C1 .. o: 

2ú 

1(; 3C 7C 
[e -.c 1 \C·-j· IJ ,,-- J' l· 

Figura 34 ~idr61isis de GPPMn2' de GPPM92 y de NPPMnZ en 

~unci6n de la concentraci6n de SDS. 

[Grpj -~. [TE~S-HC 1] ""'T ~ -2', 7 Fig. {'j = - 5. 9 ~< 1 o ~~ = ..:;.;-: i o M pH= 6~ en 
p ~- eserlC i a. de t:1n O~ 1 M(6 -c:, ) . y pH= 7 en . + 
presencia de Mg~ O~2 M (. -.) 

-< 
Fig, B _. [NPPJ = ? 6~10 M [TES-HCIJ = 3>~ j o ~. M pH= 6.7 eíl ..lo.-!, .. - 2+~ 

prese"Cl~ de Mn (I~25M (O-O) Y O~025M (6 -C;,) . 



lo que podría deberse a que el empleo de altas 

c oric e rrt r ac i orre s 
.?+ 

M- produciría un efecto e 1 e e t r o s t ¿.. tic o de 

t rnp or t arrt e en la micela, que podría alterar su forma y su 

Las t';'.bL~5 y 24 muestran la distribución de productos 

2+ 0+ 
obtenidos con GPP y NPP en presencia de Mn o Mg4 • Para GPP, 

los productos son los mismos en presencia y ausencia de SDS. 

Sin en los para NPP se observa un aumento 

hidrocarburos cíclicos limoneno y terpinoleno. E so· t o (\ 1 timo 

podría deberse a que en H20 sólo 20% del sustrato está como 

complejo bismetálico y el resto como complejo monometálico; 

así ~ los productos provienen fundamentalmente de esta última 

especle, y no difieren en forma significativa de los que se 

obtienen a pH ácido o neutro. En presencia de 5DS, en tanto, 

los productos provendrían del complejo bismetálico, el que 

favorece la formaciÓn de hidrocarburos. Tal como ya se ha 

indicado, en el complejo bismetálico 105 dos metales están, 

por una parte disminuyendo la carga negativa del 

saliente difosfato~ pero al mismo tiempo este grupo estaría 

p rot e q i e ndo al catión del ataque del H?O y asistiendo a 

e l i mi nac i ó n (F'or t i Ll a, 1988). 

La fase acuosa residual obtenida luego de la extraCCIón 

de los alcoholes e hidrocarburos fue h i dr o Li z¿.da 

10<':::. a l c o hoLe e (SEcción 2.3.8.3), mostrando que 

obt.enidos los. dlfosfatos or q én í c o s de 

- 1 
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reordenados. 

En síntesis~ en el sistema ffilcelar estudIado se encontrÓ 

un efecto de concentraciÓn del complejo bismetalico que 

implica su uniÓn especifica a la superficie micelar~ lo Que 

puede ser analogado a la capacidad de unión de este complejo 

Dor parte de la enzima; además~ se ha obtener logrado 

aumento en la velocidad de reacciÓn de RPPM2 respecto a 

reacciÓn sugiere que~ dependiendo de que en 

características del medio lograr de reacción~ se podría 

efectos cinéticos relevantes que ayudaran a explicar 

comportamiento de estos compuestos en el sitio activo de las 

ciclasas. 
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TABLA 23 

1 S 4 

2+ Productos de hidrólisis de los complejos con Hn 

de geranil y neril difosfatoa). 

--¡-- 2 + _._-- 2 + 
GPP - Mn NPP - Mn 

H·..,O SDS H-:,O SDS .•... s: 

ROH 96 95~ 2 94~ 6 ~¡:;- 
.1 ~J 

I 
I He 4 4~ '-' t:., ~ 

..,.. 23, -e- 

I 
~I -_) ._:I 

~ 
._----_._-+-- 

I 

I LOH 1 
'7'-, e- 70 1 ' 5 14~ -;r 
.1 .L ~ d .a.b, '-' 

I 
1 TOH -;r 4 -;r .--, 6:::, ~ 8 6' 

\ 
,_\ ~ -_\ ~ - ..:.. 

I NUH I 10~ -;r 

I I 
GOH I 2(} 22 .-:' 

I .L 

! I 
I 

M' ~'cenD I • 8 r~) 1 
I l'.!. I .L ~ ---!t .lo 

I De I 1 1 O I 1 m t:.:~ n (J :=, I ~ .. / 
I i 

Limonen(J I i . 
4, -, i '7 ~7 I ¡ t:_:1 ~ t5 .. l.) ~ .. 

I 
I -r no l e no 

I 
(l •. 

.-, () , 7 ..... , 1 ¡;';;' t=\ I e r p 1 i -"- i L!'I \-1 ~ 

I I 

I I L __ . ________ . ___ . -------------'-- 

[TEE;--HC 1 J 
[SDSJ 
t:GF'F'J = 
[NF'F' ] 

40 >; 1(¡ -~, f"l 
25:::10-1 f'l 
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TABLA 24 

Productos de hidrólisis de los complejos con Mg2+ 

de geranil y neril di~os~atoa). 

NF'F 

. __ --+- __ ::::; __ ::i ---+--_7_15_. ~ 

r 

f':OH 

He 

I I Mirceno I 
I I I OClmenos I 
i ¡ 
1 Llmoneno ¡ 
I Terpinoleno ! 
I 1 ~ __ ... __ . .L.. ._. __ ---'- 

LOH 

TOH 

NOH 

GDH 

·'+1 Mg~ ":.'+ 
GPF' _... i'l!_:;j ~ 

SDS 
-------------r-----------; 

97 9"':' ._, 93 0= cs.» 

66 7'5~ b 10~ 4 1 , J. 

9 3" e 82. 6 74 ~I 

18 15,i:, 

1, 1 2 

~I 

¡ 
I 
j --_.____I 

.~I 

[SDSJ 
L GF'F' J 
[HF'F'J 

3.~.10-3 i"i 
:::;0 ::< 1 O .~' M .. - (_ 
11 >~ i O ': M Y 
1 4 :.; i 0-'- o 1'1 Y 

a) [TEE.>·HC 1 J pH 7 

40:< i o =.; f'l 
40~<10 - i'1 
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3.2 BIOSINTESIS DE HIDROCARBUROS MONOTERPENICOS 

3.2.1. Utilización de LPP por el sistema enzimático 

proveniente de ~ limonum. 

El sistema enzimático obtenido de un e xt r ac t o 

p ar c í a Lmerrt e purificado de ~ limonum cataliza la formación 

de (X-pineno~ B-pineno~ t"-tet-pineno y limoneno a p ar t í r de 

[1-3Hl LPP. La mezcla de hidrocarburos es cualitativamente la 

misma que la que se obtiene con los sustratos GPP o NPP 

(Figura 35~ tabla 25). 

Resultados similares se han obtenido con sistemas 

enzimáticos provenientes de Mentha ~picata~ en que se forma ~- 

TOH y carvona (Suga 1980), de Salvia officinalis~ en que se 

forma canfeno, limoneno a y B -pineno eGambliel y Croteau 1982 

y 1984), de Artemisia annua, con formación de isotuyona, 1~8- 

cineol y 1)\ -p i nena (Banthorpe y col. 1983) y 

9_ff i e i na 1 i s y TanacetufTl que dan or i gen a 

bornildifosfato (Croteau y col. 1985). 

Da.do que junto con el estudio de biosintesis de 

hidrocarburos se estudió la reactividad de LPP en presencia de 

'":>+ 
Mn":" y Mg2+ de (sección 3.1)~ se pudo observar que bajo 

determinadas condiciones experimentales se presenta una seria 

dificultad en la interpretación de los datos si la reactividad 

de este compuesto no.e considera en forma apropiada: la 

figura 36 muestra la relación entre la concentración de LPP y 
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la velocidad de fo~mación de hidrocarburos en la reacción 

catalizada por la ciclasa~ y en su ausencia. Se puede ver que 

a medida que la c onc errt r ac i é n de sue t r at o aumenta. la 

velocidad de reacción enzimática aumenta hasta llegar a un 

valor típico de saturación. en tanto que la velocidad de 

reacción no enzimática continúa aumentando. Esto lleva a Que 

la composición de los hidrocarburos que provienen de la 

reacción enzimática varíe en forma aparente. dependiendo de la 

importancia relativa que adquiera la hidrólisis no enzimática 

de LPP; así por ejemplo. a concentración de LPP -6 O.5xl0 M 

(figura 37A) se obtienen ~ y B pineno. limoneno y -terpineno. 

en tanto Que a concentración de 32xl0-6M (figura 37B). además 

se encuentran los hidrocarburos ac~clicos mirceno y ocimenos 

provenientes de la reacciÓn no enzimática. Resalta~ además~ en 

este experimento. el hecho de que limoneno es el Único 

hidrocarburo comÚn que se forma en ambas reacciones (f i qur c3. 

37A Y C). 

La importancia que reviste la contribución de la 

hidrÓlisis de LPP y el peso que puede llegar a tomar en los 

experimentos biosintéticos puede aÚn ser mayor que la que aquí 

se ha ilustrado si la reacción se prolonga más allá de 10 

minutos o si la actividad enzimática es muy baja. Así debe de 

haber oc ur r i do con un E?>:tt-acto e nz i mé t i co de ~ Q.f_:f_} cj na lj_~~ 

(Gambliel y Croteau 1982 y 1984) en Que se detectó la 

formaciÓn de mirceno y ocimenos. y en que los au t o r e s 
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Figura 35 Formación de hidrocarburos a partir de [1_3HJ GPP, 

[1-3HJ NPP Y [1-3HJ LPP emple""ndo ciclasa de h 

1 imonum. 

, CúJcD'Tl 

1 

NPP 

LPP 

El trazado inferior corresponde a lo~ picos 
de los estándares detectados por GLC. Los trazados superiores 
(A). (8) V ([:) c or r e s.p orrde r. 2 He r a o í ac t t vo e detectadD:: PDt- El 
contador Geiger para ~ase gaSEosa. Las condIciones 
experimentales SE describen en la sEcción72.7. 

R~diactiyidad esp~clfica: [l-~H~ GPP = 2~9 x lO! 
dp~/nmDl:[l--HJ NPP= 5,9 x 10 dpm/nmol;[1--HJLPP = 6,75 x 10' 
d¡::,m/ nrno l. 
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Distribución de hidrocarburos ~ormados por ciclasas de 

~. limonum 
a) 

con sustratos diferentes 

I 
I . I c'(-p 1 neno 

1 
f?,-p i ne no 

b) 
m i r c e no 

I 
I 
1

1 - rr'nre'r"o, _ i, 1_.1 . 1 

I 
¡ -r. . . I o -·te~- p 1 neno 
I 
I b) 
!DClmenos 
i 
! 1-- .. ·--·-----·---- 
I C'rt)' \!, rl;:.;r! ¡.i __ .,~" .. " .. ~ 

I 
le~,p. total 

L_. . .. _ 

8 ~ 4 ¡..¡I'.¡ LFF' 
")+ 

::; mt1 !"!n~ 

64 (e,) I 9 (1 ) ; 

·----·--·---+- .. --------------t---· 
I 

____ .. _9 4(~ . J 

2~,() ( 1 4 ) 62 ( 7 ) 

8 1 ( - ) ( 44 ) 80::, ( 86 :> - 

1 00 ( t:::' ) o ~. 
4~~() ( ,M):::=: ,) ::::; i ( ~ ) ..:... ._' '- 

1 6( .. ) ( 9 ) ( 3 ) - - t , - 

1834 

a.) Po rt í Ll a y c o L,, 1982. 

6 111'1 NF'F' 

-;:,+1 
,::. mM Mn'~ I 

13 (ti) 

o 
I 

(9) I 
! 
i 

i 41 I , "! 
1 , 

o ! 

------J I 
I 
I ___ , __ . J 

14 
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"-::'oot .. 
Las concentraciones de sustr-atos y Mn- se ajustaron para 

obtener velocidades iniciales máximas de reacción. 
Los valores entF~ paréntesis representan porcentajes de 

está HI-: r-e<::ppc+'O -1 +~·.+.::.l ~-ec"pe~--Hin . _. ~ .. _. ~ c:'. ~ ". \. .. - -. :..... 1 -'. -. ':.: r - .. 
expresada en nM . min . mg • 

b) He provenientes de hidrólisis no enzimátic2. 

La actIvidad especi~ica 



160 

•.... 
I 
01 
::l.. •..... .- 
)( le .- lE 40 40 E 
E ~ 

~ en o 
fTI"'" .- 
o )( .- 
)( Ifl ._ 
~ Ifl 
If) 20 20 - ~ '0 ._ ro o 'O o 
o Lo 

•• "';ó 
'O 'O E ~ 
'O lO 

N 'O 
o U e 
o E CiI 

~ ~ o > e 

10 20 30 

[LPP)x 1cfM 

Figura 36 E~ectD de la concentración de LPP sobre la 

velocidad de reacción catalizada por la cicla.sa 

(~-6) Y sobre la velocidad de hidrólisis de LPP 

(O-O) . 

El extracto enzimático 
cromatografía en DEAE-Sephadex se incubó 
en amortiguador TES-Hel 50 m~~ pH 7, 
concentraciones variables de [l-~HJ LPP. 

purificado por 
a 30~ d4rahte 3.5 min .. + . 
con Mn- 0,9 mM y 



Figura 37 

I A 

1 00 
cpm 

cpm 

16 1 

de 

I e 
4000 I cpm 

empleando ciclasa de h limonum y p or hidról isis 

Los trazados superiores indican la respuesta a 
1 ¿\ r a d i i:I e t i vid a d de t e e t, a da por e 1 con t e\ do t G E i 9 e r p a r a. fa::; e 
gaseosa. mientras que el trazado inferior indica la respuesta 
a estándares coinyectados~ detectados por GLC. -6 

(A) ReacciÓn de ciclasa a [LPPJ = 0~5 x!g M 
(B) Reacción de ciclasa a [LPPJ= 30 x 10 M -6 
(C) Hidt 01is1S no enzimática73 [LPPJ = 30 x 104M 
RadIactIVIdad especi~lca [l-~HJ LPP 6~75 x 10 dpm/nmol 

•• ·PINEN) "'1¡(CENe !'-PINENO E -2 OCIIo4EN:: LI"'ONEN'J Y-TE'I"I"ENC, 

Formación de He a 

no enzimática. 
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atribuyen su presencia a productos de biosintesis anormales 

puesto que no se forman al utilizar GPP o NPP. 

3.2.2. Parámetros cinéticos 

Para obtener información sobre la especificidad y 

eficiencia del sistema enzimático se compararon las constantes 

cinéticas Km y Vmax con los tres sustratos. LPP resultó ser 

mejor sustrato que NPP o GPP (tabla 26) aunque la actividad 

relativa varió de una a otra preparación enzimática. Se 

utilizaron concentraciones mayores que 13 Km sin obtener un 

efecto i nhi bi dor ~ comprobando que el sistema sigue un 

comportamiento michaeliano. 

Como se ha mostrado anteriormente (sección 3.1.3.) por 

2+ 2+ una parte Mn o Mg se unen a los difosfatos alilicos LPP~ 

NPP y GPP~ formando un complejo bismetálico que es más 

reactivo que el difosfato libre~ y por otra parte, nue s t r o 

grupo demostró que el verdadero sustrato de la GPP ciclasa es 

este complejo bismetálico (Rojas y col. 1983); por ésto se 

comparÓ la velocidad de reacción con la concentración de LPPM 

y LPPM2 calculadas~ utilizando Klf Y K2f. a difen:?ntes 

2+ concentraciones de LPP y M • Puede verse en las figs. 38 y 39 

que la velocidad de reacción aumenta junto con la 

concentraci6n del complejo bismetálico; se ve también que la 

velocidad sigue aumentando aún en aquellas zonas de la curva 

en las cuales la concentración del complejo monometálico ha 



TABLA 26 

Parámetros cinéticos de las ciclasasa 

SustratD v 
. -1 

rnln 

'":'+J [ Mn":' Vm 

(¡_¡M 
-1. rng ) 

Vd<m 
-1 -1 

(min mg ) 

1 (i~4 1 ~ 10 

1 ~ O O, 1 

2,7:'i 

o ~ 1 

I 
I 

I 
J --.~------------- 
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Figura 38 

~ 

[LP PMn2}109(M) ~ 52 
-e o o ,......._, 
~ N e e 
~ ~ 
CL CL 
CL CL ..• ...:... '--' 
~ 

1 
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,4 4 

.o 
S? 15 .> 

2 

RelaciÓn entre la concentraciÓn de los complejos 

LPPMn y LPPMn2 y la velocidad de reacción de la 

ciclasa. 

[LF'F'J = O~77 >~ 1(l-6 M; ve í cc í de o dE rEaCC1C.fl 
e n z i m á tic ¿. (O - O ): [ L F' F' t'1 n ] (t;:, - t;:, ); [ L F' F' 1'1 n 2 J (. - ..). 

En 12 inserción: velocidad de reacci6n en ~unciÓn 
de la concentraciÓn calculada del complejo bisrnetálico LPPMn2' 
Estén incluidos los datos de velg~idad a concentración de LPP 
variable y a concentración de Mn- = 3 mM. 



165 

.c o 
> 

- - , DI 
E 8 
- 'c; .- 
E 
::l , 
•• 

.::. O L.....---,r------y--_,. 
O 5 10 15 

[LPP MQ2]x 10'( M ) 

~ ~ 
-e CD 
O O 

...--. ......--. N 
01 01 
~ ~ 
L L 
L L 

...::::!..J ~ 

20 8 

2 
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4 
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[Mg S04} 102 (M) 

Figut-a 39 RelaciÓn entre la concentración de los complejos 

de LPPMg Y LPPMg2 Y la velocidad de reacciÓn 

de la ciclasa. 

[LPPJ = 10 x 10-6 M: velocidad de rEacciÓn 
er::.::imática (O -O): [LPPMgJ (6 -6); [LPPMg2J <Ilt. -lit. ). 

En la inserción: velocidad de reacciÓn en 
función de la concentraciÓn calculada del complejo bismetálico 
LF'PM92' 
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alcanzado un nivel máximo. De estos experimentos se puede 

concluir que el compuesto que es utilizado por la ciclasa es 

el complejo bismetálico~ para el cual la enzima sigue un 

comportamiento hiperbólico. 

Lu~go, mediant~ el método de resolución grá+ica de 

~isenthal y Cornish-Bowden (1974)~ se calcularon Km y Vmax 

+ para LPPM2 , obteniendo los valores de la tabla 27. De ella se 

desprende que la mayor eficiencia de la enzima es 

para el complejO LPPMn2~ y que LPPM92 es utilizado con mucha 

menor eficiencia. 

-9 Llama la atención el valor de 2,75xl0 M para la Km de la 

enzima . + con LPPMn2 • Este valor es uno de los más bajos de la 

literatura enzimo16gica e implica una unión tan fuerte que 

podría explicar el que no se haya encontrado LPP libre como 

intermediario en la transformaciÓn enzimática de GPP en 

hidrocarburos~ o al utilizar precursores más lejanos como MVA 

o IPP: en todos los experimentos hay metal presente, y por lo 

tanto~ el LPP que pudiese existir libre formaría el complejo y 

se ligaría fuertemente a la enzima generando productos. Es 

dable mencionar al respecto que los parámetros que aquí se 

informan podrían aún modificarse ya que, por una parte, se ha 

usado un sistema enzimático Que todavía contiene fosfatasas 

que hidrolizan los sustratos~ restando así sustrato disponible 

para la cicla5a~ y por otra parte~ se empleó una mezcla de (R) 

y (8) LPP~ y seria de esperar que uno de ellos fuera utilizado 



TABLA 27 

Parámetros einétieos para RPPM2 y RPP total en la reacción 

t l · dI' 1 a) ea a Iza a por as CIC asas 

1--·-----· 
I SUSTRATO Km 

(.11M) 
-1 mg • 

------~l 
V /1 .•.. ..:..ir···m -.1 

(m in mg ~) 
I 

1.31 
I 

=: 4. I .c, ~ . 1 ¡ 
1.. • __ .• _ •• __ •• • • __ ._. '- . • _I 

"~'+ 
LF'F t o+ d'i ri":" . ) 

bF'Ftot 
e 2+) 

l. ,'!n 

. -I 
1Tt1fl 

0.4 

7,0 1 ~ 4 

i 

11.800 

i60 

120 
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preferencialmente por sobre el de quiralidad opuesta. 

Es interesante destacar que la conclusión a la que se 

11 ega, en cuanto a la utilización del complejo RPPM2' tiene 

c ar ác t e r general para las monoterpeno ciclasas, muy y 

probablemente para las sesquiterpeno ciclasas. Así por 

ejemplo~ con los datos que aquí se han obtenido se puede 

demostrar que la velocidad de formación de hidrocarburos 

catalizada por la ciclasa de ~ lim~QY~ se correlaciona con la 

concentración de NPPMn2 (figura 40A) y Que la bornildifosfato 

sintetasa (figura 40B) y la ciclasa que cataliza la formación 

de B-pineno, obtenida de 9..!.. offib_inal.!s Cfigut-a 40C) utiliza.n 

GPPM2 (Croteau y Karp 1979a; Gambliel y Croteau 1984). 

De estos resultados se puede obtener la Km de la ciclasa 

para NPPMn2 <tabla 27) que tiene un valor 100 veces menor que 

para el NPP total. 

PatO?, el caso de la ciclasa de ~ officina.lis que c e t.a Li z a 

la formación de a-pineno a partir de GPP se puede calcular un 

valor de Km=O,45xl0-6M lo que indica que la uniÓn del complej6 

bismetálico a enzimas provenientes de distintas especies e~ 

cuantitativamente semejante. 

También en la biosintesis de los sesquiterpenos ciclico~ 

humuleno, tricodieno y cariofileno~ sintetizados a partir de 

2+ 2+ FPP~ está descrito el requerimiento por Mg o Mn (Croteau y 

Gundy 1984; Cane y col. 1981). Si bien los autores no entregan 

informaciÓn que permita elaborar sus resultados. se puede 
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Figura 40 

1 6 9 

A) Velocidad de reacción de la ciclasa de ~ 
li~~num en ~unción de la concentración de 
Mn • 

Datos obtenidos de experimentos realizadq~ 
por M.C. Rojas y L. Chayet con [Mn' J 
variable manteniendo [NPPJ=24 uM. 

B) Velocidad de reacción de bornildi~os~ato 
sintetasa de ~. o~~icinalis~ ~~ ~unción 
de la concentraciÓn de Mg~ 

Datos obtenidos de Croteau y Karp~ 19792. 

C) Velocidad de reacción de ciclasa de 
o~~icinalis que cataliza la 
de B-pineno en 2función 
concentraciÓn de Mn • 

biosíntesís 
de la 

Datos obtenidos de Gambliel y Croteau 1984. 
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presumir que @l papel que cumpliría el metal sería similar al 

que cumple en la biosintesis de monoterpenos, ya que la 

reacción también implica la eliminación del grupo di~os~ato 

con rotur-a e-o. 

A di~erencia de las reacciones recién analizadas, en la 

mayoría de las reacciones de transferencias de grupos 

~os~orilos, en que hay rotura O-P~ el metal se une formando un 

complejo monometálico ~avoreciendo la trans~erencia desde el 

sustrato dador hacia el aceptor. Es el caso de las primeras 

etapas de la ruta de isoprenoides en que el complejo 

monometálico ATPM se utiliza en la trans~ormaciÓn de MVA en 

IPP CJabalquinto y Cardemil 1987). Luego, IPP se isomeriza a 

DMAPP~ y en la reacciÓn de condensaciÓn entre éstos, 

2+ catalizada por la prenilsintetasa~ 2 moles de Mg anclan los 

dos sustratos permitiendo la condensación 1,4 (Poulter 1978) • 

En este caso el grupo difosfato de DMAPP se elimina con rotura 

e-o ~ormando un carbocati6n~ reacción que en este aspecto 

puede c ons i de r ar s.e análoga biosíntesis a la de 

hidrocaiburos cíclicos (CoFi 1983). 

Aunque hay descritos complejos bismetálicos. estos en 

general no participan en las reacciones de biosintesis, 

exceptuando las reacciones que aquí se han analizado. Así por 

+ ejemplo, en la r e acc i é n He>:osa + ATPMg ----*1e::w:.aP + ADPMg+H 

catalizada por la hexoquinasa de levadura, la formaciÓn del 

complejo ATPM92 produce una disminuciÓn de la velocidad por 

~- 1 
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secuestr-o del sustrato como un complejo inactivo (Noa t y col. 

1970); probablemente algo similar puede estar ocurriendo en la 

hidrólisis de los fosfatos GPP~ NPP~ FPP Y ATP~ catalizada por 

fosfatasas de h §lnen.?j_~ (Pér e z y col. 1980), en la c u a I se 

2+ suprime la actividad enzimática a concentración de Mn en que 

los sustratos estarian en el medio de reacción como complejos 

bi<:·metál icos. 

3Q2.3 Estudios de inhibición. 

GPP o NPP no radiactivos disminuyen la formaciÓn de 
7 

Cl-'-'HJ LPP. La e-Fectividad de estos inhibidm-es, medida como 

tabla 28)~ es inferior a la capacidad de 

uniÓn por LPP (KmLPP = 0.4 uM) y comparable a la uniÓn que 

éstos compuestos tienen cuando son empleados como sustratos. 

Aunque ésto podria sugerir que una sola enzima uniría los 

sustratos primarios o terciario en el mismo sitio catalitico, 

la evidencia que se ha acumulado (sección 3.2.5) indica que el 

sistema enzimático contiene varias monoterpeno ciclasas; por 

ésto la inhibición observada estaría indicando únicamente que 

la LPP ciclasa es capaz de unir los isómeros primarios. 

a) El término 150 corresponde a la concentraciÓn de inhibidor 
necesaria para reducir la velocidad de reacciÓn en 50% a una 
concentraciÓn determinada de sustrato. 

l 
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Figura 41 InhibiciÓn de la biosíntesis de hidrocarburos al 

utilizar [!_3HJ LPP como sustrato. 

El e x t.r ac t o en:2ilTl~ticD~ pu r r f i c a do por 
cromatografía e~ DEAE-SEphadex~ se incubó a 30D du~ante 3,5 
ruin en amortiguador TES-Hel 100 mM~ pH 7.0~ con [l-~HJ LPP 1 
pM. MnS04 2 mM y concentraciones variables de NPP (fig. A) o 
de GPP ( f i g. B). 
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Los ~os~omonoésteres GP, NP Y LP"que no son sustratos~ 

inhiben la ~ormación de hidrocarburos con valores de ISO entre 

40 Y 100 UM, demostrando así que el grupo di~osfato, o más 

bien su complejo bismetálico~ es esencial para la interacción 

enzima-ligando. 

Tal como se ha visto en la sección 3.1~ LP y por 

analogía GP Y NP~ no ~orman complejos bismetálicos que serian 

~undamentales para la unión; de modo que se puede concluir que 

el complejo bismetálico es requerido en ~orma absoluta por la 

ciclasa para la unión, además de que este complejo ~acilita la 

salida del grupo sin carga P207M2 y estabiliza el catión 

inicialmente ~ormado. es decir cumple un papel destacado en la 

uniÓn y en la catálisis. 

TABLA 28 

InhibiciÓn de la biosintesis de hidrocarburos. 

150 <.pM> I nhi ti do r 

NPP 6 
GPP 8,5 

I ~; -J ::_:'l_~_)I_~: ~ ~ 45 
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3.2.4 Formación de LPP durante la trans~or.aciÓn de 6PP en 

hidrocarburos. 

Dentro del planteamiento del postulado de biosíntesis 

de los hidrocarburos cíclicos a través del intermediario LPP 

pueden darse varias alternativas que lo involucren. Una de 

ellas es Que la reacción transcurra en el sitio activo de una 

sola enzima que catalice la secuencia isomerización- 

ionizaciÓn-ciclaciÓn-eliminación. Otra, que la 

transcurra por medio de la participación de dos enzimas 

difet-entes~ urie isomerasa~ (El), Y una c í c Las a , (E2)' Derrt r o 

de esta ruta biosintética es necesario considerar que al 

romper las células se Lí be r an fosfatasas~ (E3)~ que h i dr o Li z an 

los compuestos fosforilados generando los t-espect i vos 

alcoholes no reordenados. De los valores relativos de 

concentraciones de enzimas El- E2 Y E3 Y de sus constantes 

cinéticas dependerá que exista la posibilidad de detectar LPP. 

r 

(::') Hidrólisis 
no en2. 

(3) (4) Hidrólisis 
no e nz , 

GPP LPP ---- E2 ---':;;=:;; b i os i nt es i s He 

(3 ) 

ROH 
+HC 

LOH • ROH 
+HC 
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Así por ejemplc~ si la concentración de E3 es muy baja~ kl » 
k2 y la concentración de El es suficientemente alta podría 

acumularse LPP; en este caso no se esperaría observar Un 

periodo de latencia. 

Por otra parte~ en caso de que se formara LPP cabría la 

posibilidad de detectarlo a través de la presencia de LOH~ el 

que provendría de la hidrólisis catalizada por l~s fosfatasas 

que contiene la preparación~ o a través de la presencia de TOH 

y LOH~ productos mayoritarios de su hidrólisis no enzimática 

(via 4) (sección 3.1.3.7). 

Finalmente~ en caso de detectar la presencia de LOH 

durante los experimentos de biosíntesis seria preciso 

descartar que éste no proviniera de la hidrólisis no 

enzimática de GPP (vía 5). 

Se llevaron a cabo numerosos experimentos para determinar 

la existencia del intermediario~ entre las cuales se 

pueden mencionar los siguientes: 

- La incubación dél extracto con [1-3HJ GPP 10 uM y MnS04 3 mM 

entre 5 y 60 min (hasta 10% de sustrato transformado) da 

origen a 0.1% LOH + 4,9% GOH + 5% He. Al incubar el extracto 

hervido se forma LOH en igual cantidad~ concluyéndose de este 

modo que el alcohol proviene de la hidrólisis no enzimática de 

GPP (vía 5). Entre los alcoholes no se detectó TOH por lo qUE 

se concluye de este experimento que no hay evidencias de la 

secuencia isomerización de GPP a LPP (vía 1) e hidrólisis no 
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enzimática de LPP (vía 4). 

- La +ase acuosa residual en que se encontraban los di+os+atos 

or qan í c oe que no se trans+ormaron a ROH + HC~ se hizo pasar 

una columna de Chelex pat-a el i mi nat- el 2+ Mn • 

Posteriormente se hidrolizó con +os+atasas tal como se 

describe en la sección 2.7.7~ encontrando LOH en un rango 

entre 0~05% y 0~07% con respecto al GPP empleado. El 

experimento control~ con GPP que no se había incubado 

previamente con el extracto~ +orma un porcentaje similar por 

lo que se puede concluir que en la +ase acuosa no se acumula 

LPP. 

Se agregó ~- HP207- en concentraciones 150 y 300 t.tM y se 

incubó el medio de reacción por periodos variables (hasta 20% 

de sustrato trans+ormado en alcoholes e hidrocarburos). No 

=:·e emplearon concent r ac i ones de para no 

p r o duc i r una inhibición de la enzima (Cor i y c o l , 1980). Se 

pensó ~ en este caso~ que si la reacciÓn ocurría en el sitio 

activo de una sola enzima ~ el agregado de podía 

+avorecer la liberaciÓn del intermediario de acuerdo al 

equilibrio: 

GPP --__.. G+ • (--___.. He 

HP, 0;-----] ¡ 
LPP 

El resultado fue semejante a los anteriores~ es decir~ no 



se encontraron indicios de la presencia de LPP en el medio 

de t-eacc i ón • 

Es preciso indicar al respecto que los experimentos 

realizados concuerdan con el hecho de que al incubar un 

e x t, r ac to p a r c i almente PUt- i -f icado de ~ 1 i monum no se obs.e r ve 

un periodo de latencia ( Rojas 1975 )~y concuerdan también con 

los resultados obtenidos por Croteau y col. Pou í oae y 

Croteau 1978~ Croteau y col. 1980. Gambliel y Croteau 1984 )~ 

quienes al utilizar diferentes p r ep ar ac í one s enzimáticas de T'!... 

no encont r aron 

interconversión de GPP en NPP o en LPP. 

Por otra parte~ el esqGema planteado en el que participan 

dos enzimas. una isomerasa y una ciclasa tampoco puede 

sustentarse~ no sólo por el hecho de que no fue posible aislar 

el probable intermediario sino porque algunas preparaciones 

enzimática.s de C. li_f::rlO..'J.'=!1!l utilizan e xc í us í vamerrt e GPP; e st o 

último se puede interpretar más bien en términos de la 

existencia de varias ciclasas, cada una especifica por uno de 

los isómeros GPP~ LPP o NPP~ como se analiza en 3.2.5. 

La hipótesis de isomerización en el sitio activo de la 

ciclasa no ha sido hasta la fecha demostrada aÓn cuando en la 

literatura se ha presentado como parte de su mecanismo. Es el 

caso de la biosintesis de -fenchol ( Croteau y col. 1984 ) Y de 

BPP ( Cane y col. 1982 ). En la biosintesis de este Óltimo 
18 -::;-) 

se utilizó G O_Lpp~ indicando los autores que la ausencia de 

- 1 
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barajamiento de la marca en el producto implicaria que la 

etapa de ciclación sería rápida comparada con el i nt e r c arnb í o 

posicional de los isótopos durante la etapa inicial de 

i somet- i z ac i o n , 

Esta reacción es la única conocida en que el grupo 

saliente difosfato no se elimina. Puede también interpretarse 

el resultado anterior sin la formación obligatoria de LPP 

O-Mg-O 
G32 O 32/ /. 

,pp "'-p __ O __ P __ 0 

f; I I ,(-»). O 

•• "'dZ (-) • 
32 

GtPp 32 'POP 
BtPp 

si durante la reacción se forma un par iÓnico en que el grupo 

difosfato Queda ligado a la enzima~ a través de uno de los 

metales por ejemplo. y luego del cierre de los anillos~ 

retorna formando el nuevo enlace con el mismo oxígeno que 

estaba unido al el de GPP . 

Otro experimento que da un resultado que igualmente puede 

tener más de una interpretación es el realizado con 6~7 

di hi dro(.,PF' Wheeler y Croteau 1986 )~ el que al carecer del 

doble enlace en posición 6.7 no se puede ciclar. El sistema 

e nz í ma't í c o de .§.! ... Qf_fj_ciD-ª.l.L~ que sintetiza (j, y n-- pineno da 

origen con este compuesto a hidrocarburos y alcoholes La 

composición de esta mezcla de productos podría provenir de 6~7 

dihidro LPP o de 6.7 dihidroGPP • ya que al comparar la 

hidrólisis de estos derivados (Rittersdorf y Cramer 1967) se 
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ve que cualitativamente ambos dan productos 5imilares • 

10llM 

6.7 dihidro derivados 
. /\--------------------~ 

/ mi rceno Z-oc imeno E-oc imeno LOH NOH GOH' 

29 lO 16 16 5 25 

6~7 dihidroGPP 

80llM 16 6 9 24 7 38 

Estos resultados recién comentados han sido empleados en 

la biosintesis de sesquiterpenos cic:licos~ en la cual el 

intermediario propuesto NdPP se asienta en la analogia con el 

papel que cumple el LPP (Cane y Ha 1988 ). Dado Que 

la participación del NdPP como intermediario no habia sido 

demostrada explicitamente~ estos autores entregaron al sistema 

enzimático~ que proviene de Trichotecium roseum (2.13-14CJ 

NdPP y FPP durante 60 minutos; an2.1 i z ar o n 

ir,~E-'! v a Lo s. la r e Le c i ó n :'H / 14C en el p r o duc t o , la qUE' 

inicialmente tenia el mismo valor que la de los sustratos. y 

al término del experimento había aumentado 1~7 veces. 

~p 
FPP 

~opp 

H 

~ - - 
TRICODIENO 
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Según los autores estos resultados constituirían un apoyo 

a la participación de NdPP como intermediario biosintético~ 

aÚn cuando los resultados también son consistentes con la 

participación tanto de NdPP como de FPP como sustratos de 

enzimas diferentes; el aumento de la relación 3H/14C en el 

producto se debería a la presencia de una isomeraza 

contaminante de la preparación. 

En suma~ la Evidencia aportada por experimentos 

biosintéticos no demuestra que LPP o NdPP sean intermediarios 

obligatorios de la bios{ntesis de mono y sesquiterpenos, sino 

que más bien demuestra que son sustratos muy efectivos de los 

diversos sistemas ensayados . 

3.2.5 DisociaciÓn de actividades ciclásicas. 

Al explorar las actividades enzimáticas de diversas 

preparaciones hemos encontrado mucha fluctuaciÓn tanto en el 

patrón de composición de hidrocarburos como en el de 

utilizaciÓn preferencial del GPP o NPP o LPP. Así por ejemplo. 

algunas preparaciones forman sabineno, en tanto que otras 

carecen de esta actividad; otr~s utilizan exclusivamente GPP, 

es decir LPP y NPP no son sust~atos; y una preparación perdió 

su ~apacidad de utilizar NPP (Cori y col. 1980). Esto Último 

OCllrrió por envejecimiento del sistema enzimático. que se 

había guardado al estado de polvo liofilizado a -20D durante 8 

meses. 
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lodos estos hechos apuntaban a la existencia de varias 

ciclasas específicas por sustrato y por producto~ por lo que 

se procediÓ a discriminarlas o a disociarlas. Para ello se 

abordaron dos metódicas diferentes: filtración en Sephadex y 

radioinactivación. 

3.2.5.1 Filtración en Sephadex 6-100. 

Se sometió una preparaciÓn enzimática que provenía de una 

columna de intercambio de DEAE-Sephadex a filtración en 

Sephadex G-l00~ obteniendo una ligera disociaciÓn entre las 

actividades medidas con los sustratos primarios y terciario; 

pero tanto estas actividades como el total de las proteínas se 

eluyeron en un pico ancho que cubria pr¿cticamente todo el 

rango dp filtración de la columna, indicando que la muestra 

volvió a someter la muestra a intercambio iÓnico en DEAE- 

Sephadex tal como se describe en la secci6n 2.7.6. y 1 d::· 

·f¡··:::¡c:c:lones que conter,ían la ac t i v i de cí ciclésica SE 

concentraron y aplicaron a la columna de Sephadex G-100 

El patrÓn de eluciÓn mUEstra claramente qUE 1 <? 

actividad de LPP ciclasa se disocia de las actividades de NPP 

y GPP ciclasas, corroborando 105 resultados preliminares 

obtenidos con preparaciones menos puri~icadas~ y aunque 105 

picos están sobrepuestos la separación es suficientemente 
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buena como para que se logre tener fracciones que contienen 

solamente la actividad LPP ciclasa. 

Al interpolar en la curva de calibración hecha con 

proteínas estándares se obtuvieron las masas relativas de 

75.000~ 56.000 Y 45.000 para las GPP~ NPP Y LPP ciclasas 

demostrando~ de este modo, la existencia de tres proteínas que 

difieren marcadamente en su masa molecular y especificidad por 

sustrato. cuando no fue posible determinar- Aún 

concentración de proteínas de cada fracciÓn por l o s métDdos 

convencionales, se puede apreciar en la tabla 29 qUE' 

preparación aplicada a la columna tiene las actividades de LPP 

y GPP ciclasas dentro del mismo Drden de magnitud, en tanto 

que la actividad de LPP que emerge de la columna es alrededor 

de 80 veces mayor que la de GPP ciclasa; es decir~ el paso por 

el afectó en forma diferente a gel es·t.as 

recuperándose un 15% de las unidades iniciales de GPP ciclasa 

y 200% de las dp LPP ciclasa. 

Radioinactivaci6n de ciclasas 

La inactivación de las actividades ciclásicas ocurrió 

como una función exponencial de la dosis de radiación. La 

~igura 43 muestra que el logaritmo de la actividad residual es 

+u ncí o n lineal de la dosis de r-adiaciÓf'l; de los valor-es [07 

para cada actividad se determinaron las masas moleculares 

1 8 J. 

la 

la 
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FigUl-a 43 Radioinactivación de GPP, NPP Y LPP ciclasas como 

Se ensayaron las actividades GPP (O-O>. NPP (~-b). 

Y lF'f <o -O:> 2 tiempo,:: v a r r eb l e s de e/posiciÓn. 
los controles sin i~radiar (simbolo~ llE~os) 

mantuvieron la actividad. 
_ 11 la Mr se calculó de ~cuerdo a la relación: Mr 

6.4 x 1U ¡D37~ en que D37 GPP clclasa ~ 11.5 Mrad. D37 NPP 
cic]asa ~ 11.15 Mrad y D37 LPP ciclasa = 11~5 Mrad. 

:::: 



relativas (sección 2.7.5)~ obteniendo los siguientes valores: 

Mr GPP ciclasa = 57.000 t 2.800~ Mr NPP ciclasa 56.000 ~ 1.300 

y Mr LPP ciclasa 56.000 ~ 1.300. Las masas moleculares 

encontrados se pueden considerar similares dentro del error 

Experimental dE la determinación y no in~orman sobre la GPP 

ciclasa de Mr 75.000 que se ha detectado por ~iltraciÓn. Cabe 

indicar que también se detecta cierta di~erencia entre los 

valores de Mr de la LPP ciclasa determinados por Estos 

métodos; sin embargo~ SE estima que esta di~erEncia cae dentro 

del rango habitual (Kempner y Schlegel 1979). 

Pensando que es más probable que una enzima de gran 

tama~o molecular sea impactada por la radiaciÓn ~ que una 

más peque~a, lo que se podría revelar por la ausencia de un 

producto, se analizaron los productos a di~erentes tiempos de 

exposición a la radiación, y hasta 5% de la actividad 

remanente. La ~abla 29 muestra las actividades especí~icas y 

el porcentaje de productos que se obtiene a dosis de radiación 

cero: se encontrÓ que la relaciÓn entre los tres hidrocarburos 

se mantuvo constante~ indicando la misma masa molecular para 

las enzimas. 

Además~ como una manera de comprobar que las moléculas 

impactadas quedaban completamente inactivas, es decir, que la 

actividad residual que se media correspondía a proteínas que 

no habían su~rido da~o~ se determinó la Km de estas enZlmas 

cuando habían su~rido un 50% de inactivaciÓn. Se encontró que 

- 1 
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TABLA 29 

Actividad especí~ica de las ciclasas sometidas a ~iltración en 

S h d G 100 d i o i t· . o a) ep a ex - y a ra 101nac lvaCl n. 

-----_ •. _--- 

----------+ 

1 O(-P i neno 

I I r·-p i ne no 
I 
IlimCineno 

Act i v i ded 

-------------,------- 
LF'P GF'F' NF'F' 

O~4 ( 6) 0,27 (6 ) 

0.54 (8 ) -::- O'-¡- (86) ,_, ~ \-1 l 

z::- _,.: (80) (l~36 (8 :> 0.q .'::'1:;:' 

O~065 (:,i) 

1 ~ 04 (80) 

0,2 (15) 

1 ~ 3 
____________ , M_ 

. -1 --1 
La actividad Especifica está expresada en pM. mln mg 
Entre paréntesis se encuentra el porcentaje de cada producto. 
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la enzima residual tenia los mismos valores de Km que la 

enzima c orrt r o L, 

Estos dos resultados, igual relación entre hidrocarburos 

e iguales valores de t<m antes y después de la 

radioinactivaci6n, permiten concluir que durante la exposición 

la radiación no hubo da~os parciales y que la única 

actividad residual detectada se debe a unidades que no han 

recibido radiación y que estas unidades están completamente 

activas. 

De este modo, los resultados descritos muestran por una 

parte una GPP ciclasa de Mt" 75.000 ( de t er m í nada POt- 

filtración en Sephadex G-l(0) y por otra, una GPP ciclasa de 

Mr = 56.000 (determinada por radioinactivaciÓn). Una p r ob ab l e 

explicación para esta discrepancia es proponer que ya que el 

procedimiento de radioinactivación permite detectar la unidad 

minlma catalítica en tanto que el de filtración pone en 

evidencia la unidad enzimática completa, la radioinactivación 

estaría afectando la subunidad catalitica de Mr= 56.000 y 

que ésta podr{a tener unida una subunidad de Mr= 20.000 sin 

actividad de ciclasa y por lo tanto no detectada. 

A diferencia de esta enzima~ la LPP ciclasa se detecta 

como una sola unidad que logra ser completamente separada de 

la GPP ciclas2 en algunas ~racciones de la columna de Sephadex 

G-100~ constituyendo así la primera demostraciÓn defini~iva de 

que el sistemi::\ de C._ 1 i rno rJLHTl ----- contiene varias enzimas y que 
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éstas difieren en suSMr. 

La presencia de varias ciclasas permite~ de este modo~ 

e>:p 1 í c ar la gran variabilidad en cuanto a utilización de 

sustratos y formación de productos; sin embargo la existencia 

de una enzima que utiliza exclusivamente LPP requiere~ sin 

dud¿:.~ una explicación con respecto al papel que cumpliría en 

el metabolismo de los monoterpenos. Teniendo presente que se 

ha aislado LOH de diversas variedades de Citrus (Attaway y 

col. 'i 1967) =·e puede p os t u l ar la e x í s.t.e nc í e de Llna e nz í ma que 

C2.tédiz2.ría la b i oe í rrt e si e de LPP qu e , dependiendo del tE'jido 

o de l~ especie sería utilizado en la biosíntesis 

hidrocarburos o de LOH. 

GOH 

GPP~l 
~ E3 

E He ··---7-~-LPP 
NPp------- LOH 

El J E 2 J E 3 = e I CLA SA 

El LPP no ha sido aislado aÚn de extractos vegetales, lo 

que puede atribuirse por lo menos a dos causas esto=. 

extractos presentan normalmente valores de pH alrededor de 5 lo 

que conduciría a su hidrólisis inmediata, y la rotura de las 

células libera fosfatasas que podrían hidrolizarlo. Resultaría 

asi de especial interés la obtención de una preparación que 

permitie~a en~ocar el estudio de la biosíntesis del LPP. 



'90 

e o N e L u S ION E S 

- 1 



1 9 1 

El estudio de la hidrólisis de LPP y LP a diferentes 

H . . d M 2+ 2+ . valores de p y en presencIa o ausenCia e 9 o Mn permltó 

conocer la reactividad de estos compuestos desde el punto de 

2+ vista de la cinética ~ de la estequiometría de unión de Mn o 

Mg2+ y de la d í s.t r í buc í e n de productos. 

Se encontró que tanto el LPP y el LP como sus complejos 

metálicos se hidrolizan a mayor velocidad que sus iSómeros 

primarios el GPP y el NPP ,que los monofosfatos y los 

respectivos complejos de estos últimos. 

Por inspección de la tabla 19 se puede concluir que todos 

los complejos bismetálicos RPPM2 estudiados son varios Órdenes 

de magnitud menos estables que los respectivos complejos 

monometálicos y que el efecto de los metales se manifiesta 

aumentando la velocidad de hidrólisis ; resulta as{ que la 

especie más reactiva es el complejo RPPM2 .Las constantes de 

formación de LPPMn2 y LPPM92 encontradas son dos órdenes de 

magnitud inferiores a las de los complejos del GPP (tabla 18 )~ 

hecho que atribuimos a impedimento estérico de la uniÓn del 

segundo metal. 

De acuerdo con los valores de constantes de formación de 

los complejos mono y bismetálicos ( tabla 18 ) se pLlede 

=eñalar 
2+ que aquellos que contienen Mn resultan más estables 

que los que contienen Mg2+. En términos de la teoría de 

Pearson (1987 Y 1988) 1 M 2+. t· . e n seria un ea 10n mas 11 bl arido " 

que el 2+ Mg al contener or b í t e Le-s g semi llenos y podría 
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establecer cierto grado de covalencia con RP2073- • En cambio 

2+ el Mg que no contiene estos orbitales , participaría en una 

interacción fundamentalmente iónica. 

A diferencia del difosfato~ el LP forma solamente un 

2+ complejo monomet~lico y unicamente con Mn • 

Por otra parte ~ de la comparación de la distribución de 

productos de la hidrólisis de LPP y LP a pH écido y neutro ~ o 

. 2+ 2+ en presenCIa de Mn o Mg ~ se desprende que ésta ocurre a 

través de intermediarios diferentes, del tipo de los pares 

iónicos. Sin embargo, en condiciones de pH bésico se detecta 

reordenamiento de LPP a GPP y NPP. Sobre esta base es dable 

proponer que GPP pueda a su vez reordenarse a LPP aÚn 

cuando en esta tesis tal reordenamiento no se encuentra. 

Si bien este último hecho daría solidez experimental al 

planteamiento de que en las reacciones de biosíntesis de 

hidrocarburos ciclicos GPP se isomerizaria a LPP y este último 

sería el precursor de todos los compuestos cíclicos ( Croteau 

1987 ) ,también se encuentran argumentos en su contra Por 

una parte las ciclasas utilizan el complejo bismetálico que es 

un buen grupo saliente pero no un buen nucleó~ilo que pueda 

atacar sobre el centro terciario ~ por otra el t-eor denami ento 

se encuentra únicamente a pH básico ~ condiciÓn en la que no 

se elimina el grupo difosfato. Finalmente, las conclusiones 

obtenidas en base a cálculos de energía libre de activación 

apuntan a que el reordenamiento de GPP a LPP y la posterior 
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ionización de este último no constituiría una clara ventaja 

energética si se compara con la ionización del GPP Y la 

rotación del carbocatión resultante. Es de destacar que ambas 

alternativas implican como primera etapa la rotura del enlace 

C1-0 del GPP , constituyendo en las reacciones de hidrólisis 

la etapa limitante ( Rojas y Vial 1988 ). 

GPP 

/ 
llMONENO 

El estudio de la reactividad de GPP y NPP en presencia de 

2+ ?+ Mn o Mg- en micelas de SDS permitió observar un incremento 

en la velocidad de hidrólisis de ambos compuestos. Además 

para el caso del NPP se produce un aumento de la cantidad de 

hidrocarburos ~ hecho que se atribuye a la concentración del 

complejo bismetálico en la super+icie micelar. 

Por los resultados expuestos ~ el estudio realizado a pH 

7 "+ 2+ en presencia de Mn- o Mg se acerca más que la hidr61isis 

a pH écido a la reacción que debe ocurrir en el sitio activo 
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de las monoterpeno ciclasas , y en particular de las ciclasas 

de ~ limonum. 

Para el sistema de ~ limonum se puede concluir que un 

complejo LPPM2 es el sustrato de la biosíntesis de los 

hidrocarburos 01 y B-pineno~ limonf!no y '(terpineno, siendo el 

complejo bismetálico con Mn2+ mejor utilizado que el de Mg2+ 

Asimismo la porción difosfato , o más precisamente el 

complejo bismetálico~ resulta esencial para la unión y la 

catálisis, ya que el LP por una parte no es sustrato, y por 

otra, es un muy mal inhibidor.EI complejo LPPM2 podría unirse 

al sitio activo de la enzima por medio de uno o de ambos 

metales~ los cuales además facilitarían la salida del grupo 

difosfato al neutralizar sus cargas. 

Hemos presentado antecedentes que indican que el conjunto 

de enzimas que aprovecharían la alta reactividad del complejo 

bismetálico se puede extender más allá de las que forman 

hidrocarburos monoterpénicos e incluiría las que catalizan la 

biosintesis de mono y sesquiterpenos cíclicos a partir de los 

respectivos ésteres difosforilados. 

Por otra parte. al explorar una preparaci6n parcialmente 

purificada encontramos que no se detecta LPP en el medio de 

reacción. ni su producto de hidrólisis enzimática LOH, ni los 

alcoholes provenientes de hidr61isis no enzimática LOH y TOH~ 

lo cual en definitiva nos lleva a descartar que ocurra una 

isomerización previa a cargo de una enzima y que otra 
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di~erente utilice el produto para ~ormar los hidrocarburos. 

Se concluye en esta tesis que el sistema contiene varias 

enzimas responsables de la biosintesis de los hidrocarburos, 

es decir que no se trata de una sola enzima capaz de utilizar 

en ~orma inespeci~ica GPP~ NPP o LPP: Se ha logrado separar 

las unidades responsables de estas actividades POt- medio de la 

~iltraci6n en Sephadex 5-100, obteniendo para la 5PP ciclasa 

una Mr = 75.000~ para la NPP ciclasa una Mr = 56.000 Y para 

la LPP ciclasa una Mr = 45.000. 

Nuestras observaciones apoyan la hipótesis de ~ormación 

del carbocatión con rotación más bien que la de la ~ormación 

de LPP como intermediario; tomamos en cuenta para ello que 

hemos aislado dos enzimas que utilizan en ~orma excluyente GPP 

y LPP~ que los estudios de hidrólisis de LPP indican que una 

isomerización de 5PP a LPP no constituiria una ventaja 

catalitica con respecto a la rotaciÓn del carbocatión geranilo 

y que parece probable la participaci6n del aminoácido 

metionina durante la reacción ( Cori y col. 1981 ). Se puede 

plantear de este modo una nueva versión del mecanismo 

carbocatiÓnico ~ en el cual luego de la unlon con la enzima 

debe ocurrir la fisión Cl-0 para formar un par iónico inicial; 

a continuación un nucleó~ilo, como podría ser la metionina~ 

estabilizaria la cc.u-ga del catión dando origen a un 

intermediario linalilo unid6 covalentemente a la enzima. La 

contribuciÓn de este intermediario ~acilitaría la rotaciÓn en 
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A P E N DIe E s 



APENDICE 1 

Deducción de las 
112+ 

K - 
RPP3-' 

ecuaciones para 
~+ 

1<3f o K 
RPPH2- 

constantes Klf o 

el cálculo de 

* y K4" o KRPPHM 

l.s 

Los equilibrios y ,las de equilibrio constantes 

ínvolucradas son: 

1 ) RPPH2- + H+ 

<- (H+J 
RPPH2- RPp3- H+ 

tRPP-' ) 
2) ____;, + I<a' = ~ 

(RPPH2-J 

- 
RPp3- M2+ 

[RPPM ] 
3) + ~ RPPM KU: = .,,- 

(M2+J (RPP-' ] 

RPPH2- M2+ 
[RPPHMJ 

4) + , RPPHM K3f = ;::::= 

(RPPH2- HM2+ J 

5) + -_ . .,..- 

6) RPPHM 1<4' =: RPPM -,- 
(RPPHMJ 

* La ~educción es igualmente válida para el monofosfato Rp2- y 
RPH. Se reserva el término K2' para referirse a la 
constante de disociaci6n del complejo bismetálico RPPM2' 
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La constante de disociación de protón de RPPH2 no se 

determin6 porque se detectó hidrólisis de los compuestos; sin 

embargo~ se puede considerar similar a la de ADPH2 ~ pK = 2~O 

(Phillips~ 1966). Al iniciar la titulación a pH = 4 la 

contribución de esta especie es muy peque~a~ por tanto se 

pueden eliminar las ecuaciones 1) y 5). 

Para los efectos de la deducción se define: 

a) TM = [M2+] + [RPPHMJ + [RPPM J 

?+ 2+ en que [M- ) corresponde a (M J libre 

b) 
'J_ 

[RPPH":" ] + ERPPM ] [RPP3-] [RPPHM] + + 

En el sistema RPP/M = 1:1 TM = TA Y la concentraciÓn de 

protones titulables es: 

c) (RPp3-] + (RPPM ] (OH ] = 

"al! rept-esenta los moles de base agt-egada POt- mal de 

ligante presente. 

Se expresan las concentraciones de RPp3-~ RPPM Y TA 

función de las constantes de equilibrio: 

A partir de las ecuaciones 6) y a} y considerando Que 

TM = TA se obtiene RPPM 

d) [RPPM J 
TA - [M2+] 

1<4' + [H+] 
= 
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A partir de l~s ecuaciones 6) y d) se obtiene tRPPHMJ 

e) [RPPHMJ = 

Estos 'térmi nos se i ncor por an en 1 a eCLlac: i 6n b) 

f) 

Se define Z = + 1; se reemplaza en f) y se obtiene 
K a 

g) = 
z 

Se incorpora este término en la ecuación c) y se despeja 

[ H+] T + a A 

'")+ 
CM"" ] 

[OH ] = + [RPPM J 
Z 

[M2+] 
[M2+) [RPp3-) - [OH ] ::: + 1< l-f 

Z 

[OH ] 
CM2+J [M2+]2 

+ t<:lf 
z z 

. 2+J2 [M2+] o = Klf [M + 
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7) 
-1 + .J 1 + 41< l-f ( Z) I [H J + ea T A - [OH J I 

[M2+J :: _ _ 

Se dan di-ferentes valores de Klf para obtener los 

correspondientes valores de (M2+J. El resto de los términos se 

miden experimentalmente. 

Para obtener la e xp r e s i ó n que de-fine K3f se emplean las 

ecuaciones 7)~ 4) Y g) Y se despeja [RPPHMl. 

= (RPPHMJ 
z 

La (RPPH2-J se despeja de la ecuación 2)~ y se introduce 

en la ecuación 4) quedando así: 

8) = 

Los 
')+ 

valores de [M~ J se sustituyen en la ecuación 8) ~ 

obteniendo así los valores correspondientes de 1<3f. 

Se grafican 105 valores de K3f vs Kif. Se obtiene una 

línea para cada punto de la curva de titulaciÓn. La 

intersecci6n en un s610 punto corresponde a la solución única 

de las ecuaciones. 

Además se puede obtener K4' a partir de las ecuaciones 2) 



y 4). 

I<a' CRPPMJ 
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APENDICE 2 

Deducción de la constante de unión aparente Klf': 

Kl~' aparente representa la constante de unión a metal 

de todas las especies ligantes presentes: 

[RPPH2-J + (RPPM J + [RPPHMJ 

Las concentraciones de RPPM y RPPHM se expresan como 

~unciones de Kl~ y K3f según las ecuaciones 3) y 4} del 

Apéndice 1. De este modo: 

~- ~+ ,- ~+ 
K3f [RPPHL J[ML ] + Klf [RPP~ ][ML ] 

[(RPp3-] + [RPPH2-~[M~+] 

Al expresar (RPp3-J en términos de su constante de 

disociación según la ecuaciÓn 2) del Apéndice 1~ se obtiene: 

10) 
Klf + K3f [H+) / Ka' 

[1 + [H+J] / I<a' 

En los c é l cu los e i nét í cos se emp 1 e-ó 1< l' que t"ept"esenta la 

constante de disociación aparente del complejo monometálico 

RPPM. 



e) 
(lA - [8J,> 

K,'+ [M2+] 

"- 

[SMl ] = 

Utilizando las ecuaciones c) y d)~ se obtiene [SM?]: .•... 

-f) 
[6]) 

:: 

Se introducen los términos co~respondientes a [5Ml] y 

[5M2], de las ecuaciones e) y -f) respectivamente~ en la 

expresión general de velocidad de la ecuación 13). 

(TA - [5]) 

Vtotal + = 

[S] 
K 1" [SM 1] 

:: 

(M2+J ¡ti' 

por lo t ant o , la e xp r-e s i o n de velocidad se reduce a: 

Vtotal ')+ 
[M"" ] 

= ":7'+ + [M~ ] 

Se obtiene -finalmente la constante experimental ya que: 

Vtotal = 
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APENDICE 3 

Deducción de la expresión cinética de la constante de 

hidrólisis k , en ~unción de la concentración de metal. 

Para los efectos de la deducci6n~ se define: 

a) ligante libre total. s = 

b) SMl = especie monometálica total. 

c) especie bismetálica total. 

d) TA = concentración total de ligante =. [5] + [SM1] + [SM2] 

y se consideran los sigUientes equilibrios: 

'?+ 
[S] + [M ..... J ~ [SM1] ~ 

[5] [M2+J 
1< 1 ' = 

[SM1] 

[SMl J + [M2+J -- [SM2) ~ 

[SM1J [M2+) 
V~· = " .L 

[SM2] 

La expresión de velocidad es: 

Ut i 1 izando las ecuaciones b} y d) ~ se obtiene [SM 1): 

[ [M2+J 

1 
TA = [S) + [SM1] 1 + 

<z ' 

1 

2 O" 
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14) k ::: r 
2+ klK2' + K2 CM 1 

1<,,' + CM2+] .•.. 

Esta ecuación se puede trans~ormar en la ecuaciÓn de una 

hipérbola de acuerdo al siguiente procedimiento: 

Sea g) y por tanto 

Al reemplazar en la ecuación 14~ se obtiene: 

= 

que se puede reordenar y simpli~icar: 

A = 
kl~::2' + k2 CM2+] - kl (K2' + [M2+) 

V2' + [1"12+J 

A = 
kl (>{, - ~' - [M2+]) + k2 [M2+) 

K2' + 012+] 

A = 
(k2 - k() [M2+J 

K2' + [M2+] 

que en definitiva corresponde segÚn la ecuación g) a: 
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15) 

LinearizaciOn de la hipérbola: 

La ecuación 15 se puede linearizar utilizando diferentes 

p r oc e d í m ientos: 

Según Hanes y Woolf (1932) 

= + 
(k2 - iq) 

en que al gr-a-Ficar [M2+) / (ki'- kl) en función de [M2+], la 

inter-secciOn = K2' ! (k2 - kl) Y la pendiente = 1 / (k2 - k1)' 

Según Eisenthal y Cornish-Bowden (1974), se puede obtener 

una solución gráfica de la ecuación 15) si se reordena en la 

~ 

Iq) K2' 
~-:;- = 1 

k 1 ) [M- ) - 

En el espacio <k2 - kl) ~ 1<2' la ecuaci6n cor-r-esponde a 

una r ec t a , En la práctica~ para cada punto experimental 

(k t - kl» se tr-aza una recta; la coordenada del 



punto~ 6 la mediana de los puntos~ donde las líneas se 

cortan entrega el valor de (k2 - kl) Y K2' Que satisface la 

ecuac i 6n. 

(k2 
<------------.~~ 

1< ' ···2 

NOTA: Los puntos representan las intersecciones entre las rec­ 
tas y no corresponden a valores experimentales. 
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APENDICE 4 

Deducción de las ecuaciones para el cálculo de las 

concentraciones de las especies mono y bismetalicas. 

Para el equilibrio: 

?+ S + M .•... + 

en que [M2+J = concentraciÓn del metal 1 i br e 

CSM1J = concentrac i o n del complejo monometálico 

[5M2] = concentración del complejo bismetálico 

[S] = concentración del 1 igante li br e 

TM = concentración de metal total 

concentraciÓn de ligante total = S + 5Ml + 5M2 

El sistema se puede describir por medio de las siguientes 

ecuac iones: 

[SM1 ] 
a) = ./+ [S] (M.... ] 

b) = 

c) 
"+ [1"1"- ] = 
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Incorporando b) en la ecuación c)~ se tiene: 

e) 

Incorporando b) en la ecuación d)~ se tiene: 

(S] = TA - [SM1] - K2~'[SM11[M2+] 

y [S] se introduce en la ecuaciÓn a) 

a' ) =. 
[SM1] 

1<1~' 

[ 2+ . d ' Y M ] (e) se lntro uce en ecuación a ) 

a"} = 

Al desarrollar esta expresión~ se obtiene la siguiente 

ecuación cÚbica; 

17) 
" 4(K2f')":'" 

+ 



Con esta ecuación se determina el valor de (SM1]. Luego 

se reemplaza el valor de SMl obtenido y (M2+] (e) en la 

ecuaciÓn b)~ obteniendo así [5M2] 

y ~inalmente se determina [S): 

210 



211 

B 1 B LID G R A F 1 A 



1 

212 

BIBLIOGRAFIA 

Adams, S.P. & Heinstein, P. 
Phytochemistry \197:;) ~ 12~ 2167. 

Allinger, N.L. & Sie~ert, H.J. 
J. Arn. Cherna SOCo (1975) ~ 97, 752. 

Arigoni, D. 
Pur e Appl. Cherna (1975) ~ 41", 219. 

Astin~ K.B. & Whiting~ M.C. 
J. Chem. SOCo Pe r ki n Tr errs , 11. (1976), 1160. 

Attaway, J., Pieringer, A.P. & Barabas, L.J. 
Phytochemistry (1967), ~, 25. 

Attenburrow, J~ Cameron, A. F. H., Chapman~ J.H.~ Evans, R. 
M., Hems, B.A.~ Jansen~ A.B.A. & Walker, T. 
J. Chem. Soc. ( 1952), 1194. 

Avalos, V. 
Tesis para optar al titulo de Guimico-Farmacéutico (1986). U 
de Chile~ Santiago. 

Baet" , E. 
J. Am. Cherna SOCa (1944)" 66, 303. 

Banthorpe, D.V. & Charlwood, B.V. 
En "Encyclopedia o+ Plant Physiology" (1980), ª~ 
Ser-ies (Bell,E.A., Chat"lwood, B.V., Eds.) BerLí n , 
Ver lag. 

185.New 
Spt- i nqe r 

Banthorpe~ D.V., Christou, P .• Pink, C. & Watson, D. 
Phytochemistry (1983),~~, 2465. 

Banthorpe, D.V., Long, D.R.S. & Pink, C. 
Phytochemistry (1983)~ ~~~ 2459. 

Banthorpe, D.V. & Poots lo 
Pbv t oc hem í e't r v (1979), 18,1297. 

Baxter, R.L .• Lawrie, W.A.~ Me Hale~ D. 
Tetrahedron (1978), ~!. 2195. 

Beytia, E.D. & Porter, J.W. 
Annual Review Biochem. (1976), 1~, 113. 

Beytia, E., Valenzuela, P. & Cori~ O. 
At"ch. Biochern. and Biophys. (1969) ~ 129.~ 346. 

Bollinger, J.M.~ Brinich~ J.M. & Oláh~ G.A. 
J. Am. Chern. Soco (1970), ~2, 4025. 



213 

Brems~ D. & Rilling~ H. 
J. Am. Chem. Soco (1977) ~ 99~ 8351. 

Bunton, C.A. 
Catal. Rev. Sci. Eng. (1979) ~ 20, 1. 

Bunton~ C.A. & Cori~ O. 
·Ynterciencia (1978)~ ~~ 291. 

Bunt.on , C. A. , 
J. O,..g. Chem. 

Cori~ O., Hachey~ D.~ Leresehe, J.P. 
(1979), 44, 3238. 

Burton~ K. 
Bioehem. J. (1959), Z!~ 388. 

But.Le r , J.N. 
En IIIonie Equilibrium a Mathematical Approach" (1964), Cap. 8, 
287~ Addison-Wesley Co. Inc. E.E.U.U. 

Cane~ D.E. 
En "Biosynthesis of í s op r e no í d compounds" (1981>, 1. c ap v é , 283. 
(Porter J.W. & Spurgeon S.L., Eds.) J. Wiley & Sons, Ine. 

Cane~ D., Iyengar~ 
J. Am. Chem. Soco 

R ~" Srr i e o , M. S. 
(1981)~ 103~ 914. 

Cane, D., Saito. A., Croteau~ R.~ Shaskus, J. & Felton. M. 
J. Am. Chem. Soe. (1982>. 101, 5831. 

Cane. D.E., Swanson~ S. & Murthy. P.P. 
J. Am. Chem. Soc. (1981). 193. 2136. 

Chayet. L., Pérez~ L.M .• Cardemil, E •• de la Fuente. 1'1., 
Rojas, C.~Portilla. G .• Hashagen, U.~Taucher~ G.& Cori~O. 
VII International Congress of Essential Oils~ 
Kyoto (1977)~ 200. 

Chayet, L.,Pont-Lezica~ R.,George-Naseimento, C.& Cori,O. 
Phytochemistry (1973), 2. 95. 

Chsvet , L .• Ro í as , C.. Car damí l , E •• Jabaiquinto~ A.H •• 
Vicu~ao J.R. & Cori, O. 
Areh. Biochem. Biophys. (1977), 1-ª.Q, 318. 

Chayet~ L., Rojas, C.o Cori, O. & Bunton. C.A. 
B'i oor q . Chem. (1984), 12. 329. 

Ccates. R.M. & Cavender~ P. 
J. Am. Chem. Soco (1980)~ 102, 6358. 

Ccir i ~ o. 
Arch. Biochem. Biophys. (1969) ~ 135, 415. 



21 1. 

Cori~ o. 
En "Bases mo Lecu l ar es de la acción hormonal" (1976) ~ 11. H. 
Perreta~ J. Hingue11 & Swaneck~ G.~ eds.~ Ed. Universitaria~ 
Sant iago. 

COt- i ~ O. 
Phytochemistry (1983), 22~ 331. 

Cori~O.~ Chayet~ L.~Pérez~ L.H.~ Bunton~ C. A. & Hachey~D. 
J. Ot-g. Chem. (1986)~ 51~ 1310. 

Cori~ O.~ Cardemi1~ E.~ Chayet~ L.~ Jabalquinto~ A.H.~ Vicu~a~ 
R. 8.: Devés, R. 
Ciencia e Investigación (1974)~ 30~ 95. 

Cori~ O.~Chayet~ L.~ de la Fuente~ H.~ Fernandez~ L. 
A.,Hashagen~ U., Perez~ L. H., Por t i Ll e , G.~ Rojas, C., 
Sanchez~ G. & Vial~ H. V. 
Mol. Biol. Biochem. Biophys. (1980), 32~ 97. 

Cori~ O.~ Chayet~ L., Pérez~ L. M., Rojas~ M. e., Portilla, 
G., Holuigue, L., Fernández~ L. A. 
At-ch. Biol. Med. E;.;p. (1981>, 14~ 129. 

Cramer, F. & Rittersdorf, W. 
Te t r ahe dr on (1967> ~ 23~ 3015. 

Croteau~ R. 
Chem. Rev. (1987), 87, 929. 

Croteau, R., Burbott~ A.J. & Loomis, W.P. 
Biochem. Biophys. Res. Commun. (1973), 50~ 1006. 

Croteau, R.~ Felton, M. & Ronald, R. 
At-ch. Biochem. Biophys. (1980), ~OQ, 534. 

Croteau, R. & Gundy, A. 
At-ch. Biochem. Biophys. (1984), ~;'3, 838. 

Croteau. R. & Karp, F. 
At-ch. Biochem. Biophys. (19'77), 179, 257 

Croteau, R. & Karp, F. 
a) Arch. Biochem. Biophys. 
b) Arch. Biochem. Biophys. 

( 1979), 198, 523 
(1979), 198 ~ 512 

Croteau~ R.~ Shaskus~ J., Cane~ D.~ Saito. A. & Changa C. 
J. Am. Chem. Soco (984),1(>6,1142. 

Croteau~ R., Shaskus~ J. Renstrom~ B. & Felton~ N. H. 
Biochemistry (1985)~ 7077. 

Deno, N.C.~ Haddon, D.C. & Nowack~ E.N. 
J. Am. Chem. SOCa (1970) ~ 92, 6691. 



21 5 

Dixie, V.M., Laskovics, F.M., Noall, W.I. & Poulte~, C.D. 
J. Dr q , Cherna (1981>, 46, 1967. 

Edrnond, J. Popjack, G., Wong, S.H. & Williams, V.P. 
J. Biol. Chern. (1971>, 246, 6254. 

Eisenthal, R., Cornish-Bowden, A. 
Biochern. J. (1974>, 139, 715. 

Evans, R., Hanson, J.R. & Ny~els, R. 
J. Cherna SOCo Per k í n Trans. 1, (1976), 1214. 

Fiske, C.H. & Subbarow, Y. 
J. Biol. Chem. (1925)~ 66~ 375. 

Francis, M.J.D., Banthorpe, D.V. & Le Patourel, G.N.J. 
Nature (197(1), 228, 1005. 

Fricke, M. & Hart, E.J. 
En "Radiation Dosimetry" (1966), 11, 167. 
Roesck, W.C. eds). Academic Press, New York. 

At t i » , F • M. & 

Gambliel, H. & Croteau, R. 
J. Bio1. Chem. (1982), 257. 2335. 
J. Bio1. Chem. (1984), 259, 740. 

George-Nascimento, C. & Cori, O. 
Phytochemistt-y (1971>, 10, 1803. 

Good, N.E., Winget, G.D., Wilhelmina, W., Connolly, N., Izawa, 
S., Singh, R.M. 
Biochemistry (1966), ~, 467. 

Gunnarson, G., 
J. Phys. Cherna 

Jonsson, B. & Wenmerstron, H. 
( 1980), ª_1: • 3114. 

Handbook o~ Chemistry and Physics 
49th ed. (1968), D91. The Chemical Rubber COa eds. U.S.A. 

Haley, R.C., Miller, J. y Wood, H.C.J. 
J. Cherna SOCo (C) (1969).264. 

Hanes, C.S. 
Biochem. J. (1932) 26, 1406. 

Holuigue, L. 
Tesis para optar al titulo de Bioquímico (1980), Universidad 
de Chile. Santiago. 

IUPAC tentative rules 
Chernistry. J. Org. Chem. 

~Qr the nomenclature 
(1970) ~ 3~~ 2849. 

o~ Ot-ganic 

Jabalquinto~ A. M. & Cardemil, E. 
-Biochim. Biophys. Acta (1987)~ 916 172. 



21 6 

Job, P.C. 
Hebd. Seances Acad. Sci (1933), 196, 181. 

Keffard~ J.F. ~ Chandler, B.V. 
"The Chem í c a I Constituents of Citrus fruits" (1970>, cap. 11~ 
92. (Chichester C.D., Mrack E.M. & Stewart G.F. eds). Academic 
Pr es s New Yor k. 

Kempner, E. S. & Schlegel~ W. 
Anal. Biochem. (1979), 92, 2. 

Klowwen, M.H., Heide, Ter. 
J. Chromatography (1962), Z, 297. 

Kepner, G.R. & Macey, R.l. 
Biochem. Biophys. Acta (1963), 163, 180. 

Mayr, H., Forner, W., Schleyer, P. 
J. Am. Chem. SOCa (1979), 1()!, 6032. 

Nakon, R. Krishnamoorty, C.R. 
Science (1983), 221, 749. 

Noat, G., Ricard, J. Borel, M. & Got, C. 
Eur. J. Biochem. (1970), 13,347. 

O'Sul1ivan~ W.J. & Smithers, G.W. 
Methods in Enz vmo l . (1979), 63 294. 

Overton, K.H. & Roberts, F.M. 
Biochem. J. (1974a), .L4.1:., 585. 

Overton~ K.H. & Roberts~ F.M. 
Phytochemistry (1974b), 13, 2741. 

Pe¿u-son, R. G. 
J. Chem. Educ , <1987>. 64. 56!. 
Lnor q . Chem. (1988), ~Z, 734. 

Pérez, L.M., Taucher, G. & eori, O. 
F'hytochemistry (1980), 1~, 183. 

Phillips~ R. 
Chem. Rey. (1966), 66, 501. 

Phillips, R.C., Phillips, G. & Rutman, R.J. 
Biochemistry (1963), ~, 501. 

Popjack, G., Cornforth, J.W., Cornforth, R.H.~ Rykage, R. & 
Goodman, D.W.S. 
J. Bíol. Chem. (1962), 246, 6254. 

Po 11 a r d ~ E. c. 
Adv. Biol. Med. Phys. (1953), ~, 153. 



217 

Portilla, 5. 
Arch. Biol. Med. Exp. (1988) ~ 21~ 17. 

Portilla~ 5. ~ Rojas~ M. C. 
El i oc hem . 1 nt • ( 1989), 18, 1 7":5 

Portilla~ 5., Rojas, C., Chayet, L. & Cori, O. 
Arch. Biochem. Biophys. (1982), 218, 614. 

Portilla, 5., Rojas, M.C., Chiong, E. & Cori, O. 
J. Chem. Soco Perkin Trans. 1 (1987), 1479. 

Potty, V.H. & Bruemer, J.H. 
Phytochemistry (1970), í, 1001. 

Poulose, A.J. & Croteau, R. 
Arch. Biochem. Biophys (1978), 191,400. 

Poulter, C.D. & Rilling, H. 
Acc. Chem. Res. (1978), 11, 307. 

Poulter, C.D. & Satterwhite, D.M. 
Biochemistry (1977>, 1.Q, 5470. 

Purcell, K. & Kotz, J. 
"Química Ino,.-gánica" (1979), cap. 13, 898. Rever-té 
Barcelona, Espa~a. 

Rittersdor+, W. & Crame,.-, F. 
Te t r e he dr on (1967), 23, 3(l2~::'. 

Rojas, M. C. 
lesis para optar al título de bioquímico (1975), Universidad de 
Chile. Santiago. 

Rojas, M. C., Chayet, L. Portilla, G. & Cori, O. 
At-ch. Biochem. Biophys. (1983), 222, 389. 

Ro j as. 1'1. C. ~( V i al. V. 
Arch. Biol. Med. E}:p. (1988), 21, 

Sanchez, G. 
Tesis para optar al título de bioquímico 
de Chile, Santiago. 

(1979), Universidad 

Shine, W.E. & Loomis~ W.D. 
Phytochemistry (1974), 13, 2095. 

Sigel, H. 
Chimia (1987>. 41, 11. 

Sigel~ H. & Amsler, P. 
J. Am. Chem. Soco (1976>, ~ª, 7390. 



218 

Simonsen~ J.L., Barton~ D.H.R. & Owen~ L.N. 
"The Terpenes" <1961>, ~~ 121. (Billing 8< Sons Ltd. ed.) 
Gu i 1 dfo!' d. 

Stadtman~ E.~ Novelli~ G.D. and Lipmann, F. 
J. BioI. Chem. (1951)!' lit!' 365. 

Suga~ T.~ Shishibori, T. & Morinaka, H. 
J. Chem. SOCo Chem. Commun. (1980)~ 167. 

Taqui Khan~ M.M. y Martell, A.E. 
a) J. Phys. Chem. (1962) ~ f::!!d~ 14. 
b) J. Am. Chem. SOCo (1962)~ §4~ 3037. 

IIThe Aldrich Lí br ar y of NMf': spectra" 2a Ed. 2~ (1). 138B. 
(Charles J. Pouchert ed.> 

Tí dd, B.~~. 
J. Cherna SOCo <B> <1971>,1168. 

Umbreit, W.W., Burnis, R.H. & Sauffer, J.P. 
En "Manometric Techniques" (1959) ~ 272. BLlrgess Publ. Ca. ~ 
Minn. U.S.A .. 

Valenzuela~ P.~ Beytia~ 
Arch. Biochem. Biophys. 

E., Yudelevich, A. 
(1966)~ 113~ 536. 

f'( Cot-i, O. 

Valenzuela, P. & Cori, O. 
Tetrahedron Letters (1967), 3089. 

v i a l , M.V., RojB.S~ M.C., Portilla, 5., Chayet~ L., Pét-ez~ 
L.M .• Cori, O. & Bunton, C.A. 
Tetrahedron (1981), 37:~ 2351. 

Warburg. O., Christian~ W. 
Biochemische Zeitschrift (1941), 319, 384. 

Winstein. S.~ Valkanas, G. & Wilcox, C.F. 
J. Am. Cherna SOCa (1972), :.?.1; 2286. 

Woolf. B. Citado en Allgemeine Chemie der Enzirne por Hald~ne. 
J. B.S. y Stet-n, V.G. (Dr-e s de n y Le i p z i q , Steinkopff Verlag), 
(1932). 119. 

Zeitschel~ o. 
Cherna Be r , <19(6) ~ ~.2.~ 1780. 



ARCHrvJ:S o, BIOCHEWISTIlY .um BIOPHYSICS 
Vol. 217, No. 2. SeptembeT, pp. 000-000, 1982 

COMMUNICA nON 
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A partially purified enzyme preparation from tbe flavedo of Citru.3 limonum utilized 
[l-'H]linalyl pyropbosphate as a substrate for eyclic terpene hydrocarbon formation 
more efficientIy tban tbe pyrophosphates oí nerol and geraniol. The products formed 
from a11 three substrates are a-pinene, ¡S-pinene, limonene, and -y-terpinene. Neryl and 
geranyl pyrophosphate inhibit the formation of these products from linalyl pyrophos­ 
phate. No free linalyl pyrophosphate could be detected during the enzymatic formation 
of eyelic terpene bydrocarbons from geranyl pyrophosphate. MnJ+ eatalyzes the non­ 
enzymatic solvolysís of linalyl pyrophosphate, forming myrcene and ocymenes and DO 
bicyclic hydrocarbons. Linalyl pyrophosphate is a sterically plausible precursor oí eyclic 
hydrocarbone. but the present data support only its role as an alternative substrate 
and not as an obligatory free intermediate in terpene biosyntbesis. 

Higher planta Iyntbesiu eyclit hydroca.rbons like 
a-pinene, p-pinene, and limonene, from noneyelie 
preeureora. Chemical coMideratioM led to the pro­ 
posal tbat NPP,' tbe Z ieomer of GPP, could be the 
sole precursor oí cyc:lk monoterpenes sinee it exhib­ 
¡ta the adequate Z c:onformatíon required for a 1-6 
cyclizatíon (1, 2). Thi! wu eonñrmed in Pill1U and 
Salvia (S, 4). ID other species GPP c:ould be a better 
subetrate than NPP for the bydrocarbon-forming 
enzymes (carboeyelasesj" in the absence of E-Z isom­ 
criz.ation (5-8). 

1 This work 'lli'U supported by Grant 8-1127 from 
Servido de Desarrollo Científieo. Artistieo y de Co­ 
operación Internacional, Universidad de Chile. by 
PNUD-UNESCO Programa RLA-78-024.. and by NSF­ 
CONICYT (Chile) i.n a c:ooperatíve program with the 
University of California, Santa Bárbara. 

I To whom al! eorrespOndence.houlifbe· addressed. 
• Abbreviations used: GPP, ¡eranyJ pyrophosphate 

(~o. 2E); NPP, neryl pyroph08phate· (C¡o. 2Z); LPP. 
linalyl pyrophosphate (C¡o. tertiuy); GLC. gas-Iiquid 
ehromatcgraphy; Tes, N-tris(bydroxymethyl)methyl- 
2-lUIlinoeLl¡anesulfonie aeíd, 

4 Tbe enzyme activity which forms cyclic monoter­ 
pene bydrocarbons from noncyclie allylit pyrophos- 

Rearranged pyrophOlphate estera. different from 
the primary products forme<! by prenyltranaferases 
are intermediates in the biOlynthesi! of eyclic mOD~ 
and sesquiterpenoids (6, 9, 10). 
LPP. the tertiary ieomer of GPP, has been pro­ 

posed as a stereochemically plausible precursor oí 
cyclic monoterpenes (6, 8, 11, 12) (Fi¡. 1). However, 
thia proposal mUlt account for eonftictíng evidence. 
Linalool or a pbospborylated derivative appeared as 
a product in the formation of ~o terpenoids from 
[4-1'CJiaopentenyl pyrophosphate by extraCU! of er­ 
ange ftavedo (5) bnt the detected linalool could be 
well the product of nonenzymatie aolvolysis n3-15} 
catalyud by Mn;" or M¡'. of the newly formed GPP. 
Linalool bas alse been rePorted to form cyclic prenols 

pbate estera throu¡h the formation of C-C bond! (C­ 
e intramoleeular ligase) will be referred to as "ear­ 
bocyclue" in order to difierentiate it from cyclue 
aetivitíes whieh !orm C-O-C honds or generate cyc:lic 
prenols (í.e., cineole or a-terpineol). Sínce no uniqoe 
relatíonahip between subetrates and products ha.! 
been established, we eonsider it premature to propeee 
• formal name for the eneyme. Unless explicitly dm­ 
eussed, DO assumption ia made as to the exist.enee oí 
one or more eneymes in thi! activity. 

0003-9861/82/()()()()()O..{)02.00/0 
Cc>pyripl e lt8;¡) by AcaOemic Prna. Ine, 
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FIG. 1. Participation oí ally1ic lubstrates in the 
biOlynthesil of eyelic monoterpene bydrocarbona. 

in oranKe vesicles (11). While LPP hu been described 
•• a pool' lubetrate for the formation oí ciDeole in 
Salvia (16) it "U found to be e1feetive iD the for­ 
mAtion 01 a-terpineol and earvone by enzymes from 
Mentha (17) or a- and j'i-pinenes by an extract from 
Salvia Ieaves (18). There ia no elear-eut evidence as 
to its role as an intermediate in the biosynthesiB of 
eyclic monoterpenes. 
An enzyme preparation from ()itru limonllm forma 

eyelie hydrocarbons from GPP and NPP (19). Linalyi 
monopbospbate il not a substrate, but it inhibitB thiB 
enzyme Iystem (12). 
In view oí the varioUB reported evidence, we con­ 

aidered it oí interest to compare the effectiveness oí 
LPP, GPP, and NPP as substratee oí a S5-íold pu­ 
rified earbocyclase from e limon1lm. Thill prepara­ 
tion is the most active eyelue described 110 far (6. 
12), and it would enable U8 to establish kinetic pa­ 
rameters and inhibition patterns. 
Since GPP and ~-PP are 901voJ}'7.ed in the presence 

of )ln •.•. (12, 18, 15) and tertiary eompounds are 
knOWD to be more reactive than their primary iso­ 
mers, it was neeess;.ry to explore the M.o'- estalyeed 
IIOlvolysi8 oí LPP. A preliminary account of these 
resulta has been present.ed (20). 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

[l-I¡{JNPP and GPP (sp aet, 5.9 X 10' and 2..9 X 10' 
dpm/nmol, respectively) were prepared as deecribed 
previousJy (19). 

Tritiated linalool .•••• prepared b)' rearran¡emeJlt 
of (l-'HMnaniol (21) ill 0.05 N acid, lollowéd by ae~ 
aration 011 Adlorboail columna eluted with a ¡radient 
oí ethyl acetate from 1 to 6~ (v/v) in hexane. 
[l-'H)l..PP Cap act. 6.75 x 10' dpmlnmol) .•••• pre­ 

pared by pba.phorylation 01 [1-'HJlinalool (22) and 
purir.ed by preparative TLC on Illiea ,el-H plata 
(propanol-ammonia-water, 6:J1:1. Y/Y). Enzymatic 
bydrolywis 01 Iynthetic [l-'HJLPP yielded only lía­ 
alool as producto •• usayed by radio GLC (19. 23). 
This method .•• ould deteet eontarninants 10 the extent 
oí lesa than 1 ~. Tbe liDalooVphosphorua ratio 
.•• as 2.05. 
LPP atored at .·C in ammonia at pH 10 rearranged 

to GPP. NPP. and a-terpinyl pyrophosphate to the 
extent 01 4, 2, and lesa than 1.., in 50 daYII. Linalyl 
lDonophoaphate did 1I0t rearrange under the lIMe 
conditiona. 
Carboeyelaae lrom e limon1lm .•••• purified from 

- .•.. 
~ 

~ 

~lAjL 
••. n 11m '·t~rp 

FIG. 2. Formation of radioaetive terpene hydro- 
earbons írom different substrates by earboeyel as e 
from e limcnum. Experimenta) eonditions as de- 
seribed in text. The hexane extract from an emy- 
matic iDcubation mixture ..vas treated with .ilide 
acid to remove oxygenated eompounds. Mter addi- 
tion oí earr-iers it WIll! injeeted into a gas chromato- 
graph equipped with a thermal conductivity detector 
roupled to a Geiger counter lor gaseous phase. Col­ 
umn:~ 250 cm. Support: ChroIDosorb G A w- ~ O 
DMCS':1::(quid phase: 0.83% polyetbylene glyeol adi- 
pateo Temperatures: injeetcr, lSOoC; eolumn, 50°C; 
detector, 200°C; geiger tube, l70·C. Counting effi- 
eiener for 'H.: 15%. Lower tracing: earrier mass 
peaks: npper tracinga: radioaetivity. Substrates as 
indicated, 

. , 
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DlSTRIBUTlON O, HYDROCARBONS FOR)4[D BY Oit'l"ta CARBOCTa.A.SE PROM DIFF'ER!:NT SUBS'I'JI.Atts 

TABLE I 

Hydrocarbons formed (nM min-I m¡-I) 

8.4 "M LPP. 15.4 "M GPP, 6 101M NPP, 
Product" 1 mN Mn'· a mllf Mn'· S mllfldolo 

e-Pinene (0.49) 250(14~) 62 (7~) 18 (8~) 
~Pinene (0.56) 810 (44%) 805 (86%) 180 (79%) 
Myrcenet (0.79) 100 (5~) o o 
Limonene (1.00) 450 (25%) SI (8%) 14 (9~) 
-y-Terpinene (1.3) 160 (9%) 33 (8%) 7 (4%) 
Ocymenesb (1.7) 64 (8%) t (1%) o 
Total hydrocarbona 1834 t40 164 

N~. For ulay ecndítione, lee Experimental Proeedures. Substrate •• nd Mn" eoneentrations were adjullted 
to obtain maximum initial ratea oí reaction. 
• Fi¡ures in parentheses alter tbe produets indicate tbeir relative retention volume referred to limonene. 

Percentages are indicated as function of total reeovered bydroc:arbonl. 
• From nonenzymatie IOlvolysÍl. 

a polyethylene ,Iycol preparation (19) by chroma­ 
to¡rapby 00 DEAE-Sephadex (24). 
To obain initial re&ction rates, experimenta were 

earried out lar S.5 min •• t so·e in a final volume 01 
1 mI in 50 mil Tes buffer, pH 7.0, containin¡ 2 mil 
2-mercaptoethanol, 1-20 IC proteinlml (Ip act, 2-7 
nmoVminlm¡), variable amounbl of IUbetrates (from 
0.5 to 80 ¡¡M) and 'Mn" (0-30 m1l). Reaetion wu 
quenehed by eooling to o·e and vigoroUlltirrin¡ with 
2 mI bexane. Radioactivity in the he::u.ne e.xtract 
was analyzed for total produets &lid for byd.roc:ar­ 
bona. (19). 
Alter addition oí earríers, the produets were iden­ 

tified by GLC in a ~as chromatograpb directJ.y eeu­ 
pled to a Geiger eounter for ~eoUl aample (radio­ 
GLC) (5, 19). Tbe eoncentration 01 bydrocarbons wu 
estimated from the arel. under the radiaactivity trae­ 
ings and eomparison witb known amountll oí radioae­ 
tive standards. Resulta were eorreeted for the non­ 
enzymatic aolvolysie oí tbe lIubetrates (15). 
In some experimenta, the aqueous phase remalning 

alter extraetion oí hydroe&l"bona and aleobols waa 
analyzed for pbollphorylated eompounda. It wu 
treated witb Chelex in order to remove bivalent 
metal iou and tbe pbospboryJated eompounda re­ 
mainma iD tbe aqUeoUl phue were hydrolyud for 
9 min iD tbe presente of 5 ml( M,¡I+ with cal! phos­ 
pbomonoesterue which eontaina pyrophosphohydro­ 
wes. After addition 01 carriera. tbe resulting aleo­ 
bolll we~ extraeted and anal)'%ed by radio-GLC. Un­ 
der tb_ conditiona the nonenzymatic aolvolyaill oí 
GPP _ at moet O.2'l. 

RESULTS 

Carboeyc1ue from e limonU17t catalyud the for­ 
mation frem [l-'HJLPP 01 a mixture 01 terpenes ten­ 
tatively identiñed as ,.-pinene, p-pinene, ")'-terpinene 
and Iimonene whicb wu Qualitatively tbe aame as 
tbat formed from GPP or NPP (Fig. 2 and Table 1). 
LPP 1FU a better substrate lor total hydrocarbon 

formation tban NPP and GPP (Table TI) a1thougb 

KlNETIc P AlLU!.ETERS OF CARBOCYCLA.Sl: no., e li1n07lU7Il 

TABLE TI 

V 
Mn2+ K. (nmollml V/K. 1110 for LPP 

Substrate (J.¡M) (mll) ÚtM) min IDg) (min-I m-g-l) (pll) 

NPP (0.25-3.0) S 1.0 0.1 0.1 6 
GPP (0.9-8.0) S 2.9 0.72 0.25 8.5 
LPP (0.25-44.0) 1 0.4 1.10 2.75 



tbe relative ac:tivity "ilb lbil lubttrate varie<! from 
preparation to preparation. Conc:entrationl oí LPP 
of lS· K. 01" hiaher ""ere not inhibÍl.ory, in eontrut 
with GPP and NPP wbieh Inhibited earboeylue at 
eoncentrationa above 5 and 6· K •. respeetively (24). 
Nonradioac:tive GPP or NPP diminilbtd tbe for­ 

mation of radioadive hydroearbona from [l-'HJLPP 
at laturatina eoneentrations. However, lbe produet 
oí the total disinte¡rrationa per minute in bydroear­ 
bons and eoneentration oí unlsbeled substrate •• as 
not eonatant, as eould be expeeted from simple iso­ 
tope dilution oí aaturatin, radiosctive substrate (25). 
The efJeetivenesa oí GPP and NPP as inhibitol"ll 

(Table ll), wilb lto values (12) comparable to their 
K_ valuM, IUItllHtI lbat a .inRle earboeyelase m.y 
bind primary 01" tertiary lubstratea al the lame eat­ 
alytie I¡te. 
Pbolpbomonoestera of ¡eraniol, nerol, and liDalool, 

whieb are not IUbatratea for Citru carboeyclase (12) 
inhibited the formation oí hydroearboD8 from LPP 
wilb 110 values between ~ and 100 plI. The pyro­ 
phosphate group ~ essential for the enzyme-Iigand 
interaetion, sinee NPP and GPP were more efJeetive 
inhibilOl"ll o! LPP eyclue than the monophosphates. 
Wilb LPP as IUbatrate, earbccyclase exhibited an 

absolute requirement for Mnl ". Reaction rate reaehed 
a maximum at 0.9 In)( Mnl+ without inhibitory efJeet 
at metal concentrationl up to 30 mK. Thill di1rel"ll 
from the efJeet obeerved wilb GPP 01" NPP (19). 
Limonene and 'Y-terpinene were an important frac­ 

tion oí the hydroearbona formed írom LPP, wbile the 
fraetion of tJ-pinene formed •• as ImaUer than wilb 
the primary lubetrates (Table 1). 
.h reported for NPP and GPP (12. 15), nonenev­ 

matic aolvolyaia oí LPP at pH 7.0 was eata}yzed by 
Mnh with a rate conalaDt of 5 X lO~ 1-1 at SO·C, i.e., 
about ~ times the rate for GPP 01" NPP (15). With 
0.9 In)( MIl" lbe rate increased as a linear function 
of substrate eoncentration. whereas the rate of the 
enzyme-eatalyud reaction exhibited Mich&elis-Men­ 
ten kineties. 
Tbe hydroc:arbona fonned in thia nonenzymatic 

reaction were myreene (51 %), ocymenes (44 %); and 
limonene (5%). No bieyclic hydrocarbons weJ"1' de­ 
tec:ted. Whereu lbe total amount oí hydrocarboas 
formed nonenzymatically inereased with LPP and 
Mnl+ eoneentration, product distribution was inde­ 
pendent of these variables. M a CODseQuenee of this 
nonenzymatic process, lubstrate and metal CODeen­ 
trations as weU as enIyme llpecific aetivity. beeome 
crucia! variableS in any Itudy of the participation of 
LPP in terpene biotlynthesiB. 

Tbe amount of Doncyclic terpenes formed in the 
presenee of carbocyclase with concentrations of LPP 
of 40 K. was much larger than reported in Table l. 
It approached the proportion observed in the non­ 
enzymatic: eontrola, exceeding the bicyclic produc:ts 
formed by earbocyclase. This dislortion Wal partic- 

ularly apparent when the emyme bad a low aetivity. 
'I'br aeyc1ic: t.erpenes íormed by SclVÍG carOOcyc1ur 
(l8) eould ~ attribut.ed to metal eataly:r.ed 1I01volyaia 
of the lubstrate, even in lbe prHenee oe en:yme. 

1n order to deteet the formation of LPP as an in­ 
terrntdiale in hydrocarbon biOlynthesil from GPP, 
carboeyc1ue (l2-40 ",) _as ineubated with 15 plI 
GPP for intervall of 8 to 40 mino After quenehine 
the reaetion and extraetin¡ aleohola and hydroear­ 
bons, the aqueous phase was analyted for phosphor­ 
ylated eompounda. Thi. analYlill Ihowed that the 
amount oí radioaetivity eoehrornatographing with 
Iinaleol (70-100 cpm) was O.07~.2% oe the radioae­ 
tivity found in ¡eraniol and was the lame as that 
found •. hen GPP incubated with boiled carbocyclue 
•• as analyud.. 'l'hia result demonltrates that DO free 
LPP •••• formed during the emymatic eonversion of 
GPP t.o eyelic bydrocarbona. 
Tbe resulta presented Iho- tbat LPP ia an efJective 

lubstrau for eyelic terpene bydrocarboD biosyn­ 
thesia by carboeyelaae from e li7lWn1Lm. The vuying 
efJeetivenesa ol LPP with various enzyme prepara­ 
tionl IllUesta the existenee of leveral carboeyelues 
_hose lIubstrate llpecifieities &Te not very Itringent. 
Tbe lormation oí LPP as an oblipte precursor, 

.ither free or enzyme bound, of eyelic monoterpenes 
from GPP ia a chemic:aJly attraetive hypothesia. Tbe 
facile rotation around ita 1-2 lingle bond (Fi¡.1) may 
bypaaa IOme rate-limitin¡ lltep in the biOlynthesia 
of eyclk bydroc:&rbona from GPP (12). Neve1"thelesa, 
LPP bas not been deteeted as a free intermediate in 
tbe formation of pineDes by S4lvia extracta (18) nor 
in the present report, and ita efJectivenen as a BUb­ 
IItTate ia not dramatieally better than GPP iD both 
c:aaes. Bued OD existin¡ evidence it can only be con­ 
lidered as a ¡ood substrate analoa. 
The role oí tertiary interrnediates iD terpene bio­ 

ayntheais may di1rer aecording to the ori¡i.n of the 
enz;ymes and to the type of produet formed. Nerolidyl 
pyrophosphate has been reported as a free inter­ 
mediate in the biosyntheeis oí eycJonerodiol (9). The 
present and other data (18) do not support the role 
of ita C;o analog, LPP as a free Interrnediate in the 
bioayntheais of monoterpenes although it may quite 
possibly act as an emyme-bound speeíes. 
It ia _ortb pointing out that there ia no utisfae­ 

tory rationale for the lower efJecti\-;ty oí NPP, whicb 
ia the ehemieally more plausible lubstl'ate fol' the 
formatioD oí the c;-c. nDg (12., 21) and which has 
been identified &11 a product oí prenyltransferase in 
plant tissuea (5, 23). Furtber ltudies on the subatrate 
llpecifitity oí Gitnu taTOOcytlue are in progresa. 
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Monoterpene hydrocarbons (CI o) are among the simplest secondary metabolites formed by 
higher plants. Carbocyclases transforrn open chain allylic pyrophosphate esters into cyclic 
hydrocarbons with elimination of pyrophosphate. This process is assisted by bivalent 
cations. 

The most reactive molecular species ís the substrate -(M 2+h complex. The non enzymic 
solvolysis of allylic pyrophosphates, catalyzed by bivalent cations exhibits the same stoichio­ 
metry. 

Carbocyclases are most efficient with the tertiary ester línalylpyrophosphate, but it does 
not seem to be an obligatory interrnediate in the cyclization of geranylpyrophosphate 
(el o' 2E). The E-Z conformational change required for its cyclization may be explained 
through the formation of an enzyme bound ion pair, whose carbocation moiety undergoes 
an anti to syn conformational change. Methionine and sulfhydril groups may facilitate this 
rotation. 

Research with cell free systems is an obligatory phase in our understanding of the forma­ 
tion of natural products in plants. 

Plants have been known since ancient times 
to contain a host of substances which have 
appealed to the senses of Man, like the 
bright colour of anthocyanines or carote­ 
nes,. the taste of spices, the odour of essen­ 
tial oils. Sometimes they had medicinal or 
lethal properties (1,2) and hernlock is 
better known for the judicial murder of So­ 
crates than for the structure of coniine. 

As Chemistry identified substances that 
could be extracted from plants, the name 
of "secondary products" was coined for 
them, trying thus to hide the emban:asing 
fact that biochemists did not know how to 
explain the role of these compounds, 
whose structures are being unravelled at a 
rate of more than IODO per year (3). 

Secondary products, like terpenoids, 
alkaloids, tannins, flavonoids, ete., were 
initially thought to be inert. Their role in 
the relationship between plant and environ- 

ment has been established (4,5) and later 
findings (4) show that many of these corn­ 
pounds have half lives of days or even 
hours (Table 1). 

TABLEI 

Half lives of secondarv metabolitcs in different plants •• 

Compound Species Half lif'e 
(h) 

Menthone 
Marrubiin 
Tomatin 
Nicot ine 
Rícimne 
Ricinine 

Menrha piperite 5 
Marrubium vulgare 24 
Lycopersicum esculentum 144 
Nicot iana tabaccum 22 
Ricinu: communis (Young plant) 4 
Ricinus communis (nld plant} 365 

• (Adapted irom r ef. 4) 

.• La distancia entre nuestra disciplina y la Neurofisiología no permitió que Joaquín Luco fuese nuestro maestro en la 
ciencia. Pero hemos siempre admirado su integridad y coraje como Hombre Unrver sitario. Podría decirse de él: "In 
peace there's nothing so becomes a man as modest stillness and humility. But when the blast of war blows in our 
ears, then imitate the action of a tiger". (Henry V, Act 1Il sc. 1). 
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(ocyrnene. myreene) monocycJie (limone­ 
neo -y-tcrpinene) or bycyclic (the pinenes). 
carnphene, sabinene) (Fig. 1). 

0 •••• ;:"(' Y ,pp 
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-"-:r ~ 9 ~ X __ ._ 00 ~..... ,,_.... ..~I.... Y 
•••••••• ~OH Y ... _o, 
Fig. 1: Biosynthetic routes of monoterpene formation. 

Enzyme reaetions follow chemically well 
established pathways, and "biogenetic" 
mechanisms have been formulated to ex­ 
plain the biosynthesis of natural products 
(16), but direct enzyme work remains 
scaree. Difficulties encountered in the 
handling of enzymes, in the chemical syn­ 
thesis of radioactive substrates and the 
identification of labelled products in nano­ 
mole quantities has caused this apparently 
simple problem to keep several research 
groups busy for almost two decades 
(14,17 - 20). The study of models has con­ 
tributed to a deeper understanding of the 
enzyme reactions involved (19, 21 -23). 

In the isoprenoid pathway, mevalonic 
aeid (MV A)* is transformed into two iso­ 
rneric es pyrophosphates, IPP and DMAPP 
(Fig 1). The latter looses its POP group 
and condenses with IPP generating the iso­ 
meric el o pyrophosphates GPP and NPP 
in a reaction catalysed by prenyltransfer­ 
ases (5,21). These allylic el o pyrophos­ 
phates or LPP are transformed into cyclic 
monoterpene hydrocarbons by carbocy­ 
clases (5, 14, 15) (Figs. 1 and 2). 

The presence of a secondary produet in a 
taxon defines as validly as a morphologic 
character (6,7), and this ís the basis of 
chemosystematics. Chernical composition 
of a plant is genetically conditioned (6,7) 
but there are examples of habitat influences 
(5,7). 

The pattern of volatile products of a 
graft does not change to the pattern of the 
rootstoek species (9). The enzymes nece­ 
ssary to form specific secondary products 
are present in the scion and are not influen­ 
ced by the rootstock. 

The presence of a given set of enzymes is 
a necessary but not the sole condition for a 
chemical character to be of systematic 
value: the products must accumulate in the 
plant. This requires the existence of storage 
loei in the cell, resistance to biological 
effeets of the seeondary product and other 
faetors (6). The biochemist should be 
aware that the biosynthetic potential of a 
plant is often much larger than indicated 
by the actual presence of seeondary pro­ 
ducts (6,10). Permeability barriers, com­ 
partmentation of enzymes and competing 
pathways have set the limit of incorporation 
of labelled precursors into intact plants to 
an almost unsurpassable 0.01 to 1 % (3, 11). 
It foIlows that only experiments with cell 
free systems or purified enzymes may give 
insight into the mechanisms of the biosyn­ 
thesis of secondary products. 

Cornparatively simple secondary pro­ 
ducts are found in the essential oils formed 
by higher plants. These are míxtures of 
volatile compounds, which in contrast with 
the fatty oils, may be recovered by steam 
distillation. The most important cornpo­ 
nents are mono and sesquiterpene hydro­ 
carbons and alcohols. (el o and el 5 ). 
These compounds belong to the numerous 
farnily of the terpenoids, molecules derived 
from isoprene (es He ). 

Exeept for isoprene itself (12), the sim­ 
plest terpenoids are the monoterpene 
hydrocarbons el o H 1 6, found most noto­ 
riously in conifers, and some SO families of 
flowering plants (13). They may be acyclic 

•• The abbreviations used are: MY A, Mevalonic acid (C6); IPP, Isope nt yl pyrophosphate (Cy): DMAPP, Dimethylallyl 
pyrophosphate [Cy); GPP, Geranyl pyrophosphate (2E.C¡ü); NPP. Neryl pyrophosphate (2Z,ClO); LPP, Linalyl 
pyrophosphate (CIO, tert iary) ; POP, Inorganic pyrophosphate. 

I -- 
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Fig. 2: Structures of CIO allylic derivatjves. 

The present account summarizes our 
points of view and experimental contribu­ 
tions to the knowledge of the monoterpene 
fonning enzyrnes from Pinus and Otrus. 

Phosphory/ated Precursors 

The biosynthesis of monoterpenes requires 
the existence of a el o precursor, NPP or 
GPP (5). They are formed from MVA or 
from IPP + DMAPP by enzyrne prepara­ 
tions from Pinus and Otrus (17,24,25). 
Both isomers are equally effective precur­ 
sors of cyclic monoterpene hydrocarbons 
for carbocyclases from Citrus sinensis and 
Citrus limonum (15,25) as well as for en­ 
zymes from other plant sources (13,18,19). 
Enzymes from Pinus radiata or frorn Salvia 
officinalis form cyclic hydrocarbons exclu­ 
sively from NPP (18,19,26) while carbocy­ 
clases from other sources utilize prefer­ 
entially GPP (18,19). 

Due to the Z conformation of NPP its 
rol e as precursor of cyclic products is struc­ 
turaIly self evident but the E conformation 
of GPP prec1udes its cyclization to occur 
before undergoing some structuraJ changes 
(11,17,27,28). 
Fonnation of NPP through direct E-Z 

isomerization of GPP has been conclusively 
excluded in cel! free systems (13,15,19,25) 
as well as the participation of a redox iso­ 
merization of E to Z alcohols as the source 
of NPP (29,30). No free intermediates of 
GPP utilization have been isolated even in 
multistep cyclization reactions such as the 
fonnation of fenchol and bornyl pyro­ 
phosphate (18.19). 
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Linalyl Pyrophosphate and Carbocyclascs 

With these factual Iimitations, the only 
rationale to account for the conversion of 
GPP into cyc1ic products is through inter­ 
mediates with the steric requirements for 
cyclization, i. e. Z conformation or low 
hindrance to rotation around the e2 -e3 

bond (Fig. 3) The tertiary isorner LPP rnay 
adopt the syn conforrnation adequate to 
form a 1-6 bond. Linalool has been found 
in essential oils from Cttrus and it is formed 
by enzymes from Otrus sinensis from MV A 
or IPP as precursors (20,25). 

A partially purified preparation of carbo­ 
cyclase from Citrus limonum forms cyclic 
hydrocarbons from [1_3 H] allylic pyro­ 
phosphates (15) and LPP is the most effi­ 
cently utilized substrate under initial rate 
conditions (31). The products Q pinene, 
limonene, tJ pinene and "Y terpinene, are 
the sarne for a11 three substrates. Similar 
results have been obtained in Salvia (32). It 
should be stressed that no free LPP could 
be detected when rnonoterpenes were 
formed from [1-3H] GPP (31,32). This 
differs from the formation of cyc1onerodiol 
from 2E,6E farnesylpyrophosphate (el 5 ) 
in fungi, where the tertiary el 5 isomer 
nerolidylpyrophosphate is a free interrne­ 
diate (22). )' ~~.~:t~ 
~OYA • E~07Mr'2 EN~' 

/ <, ,......MIl o 
G P P O\P¿S)MO ./ 

O" ° V 

P207Mn2 X ~ ~ 1). '+ 
/ENU f L pO:206(MnI2 

YOP2o/Mnl~ 9 
¿ .. 

E Nu 

NPP y ~ "< 
~ E:) Q 

8-Pln. n. ••.. Pin.n. limon.n • 

Fig. 3: Mechanisms of the formation of monoterpene hy­ 
drocarbons frorn allylic pyrophosphat e esters. 
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Substrates, Products and tnhtbnors 

With few exceptions (19.26) carbocycls. 
ses utílize two or three isomeric allylic py_ 
rophosphates as substrates and fonn several 
hydrocarbons. Dissociation patterns of 
substrate specifieity suggest that more than 
one enzyme may be involved. Aged carbo­ 
cyclases from e limonum lose their ability 
to utilize NPP, but retain their full activity 
with GPP (14). This is scarcely compatible 
with the existence of a single enzyme and 
also roles out a sequentiaJ process in which 
GPP is converted to NPP to fonn hydro­ 
carbons. 

The use of substrate anaJogs as inhibitors 
of carbocyclase shows that the pyrophos­ 
phate group is paramount for enzyme re­ 
cognítion. The organic pyrophosphates are 
more effective inhibitors than the corres­ 
ponding monophosphates, which are 
known not to be substrates (14). Inorganic 
di-and tri phosphates are very ineffective 
inhibitors. The allylic character of the 
ligand is not required if the molecule has 
other potentially binding features such as 
the isopropylidene group: The C, o analog 
citronellyl pyrophosphate which does not 
have an allylie structure is an inhibitor 
(l0.5 =6 x Km). On the contrary, IPP is far 
less effective (lo. 5 =600 x Km) than its ally­ 
lie isomer DMAPpa (lo. 5 =3-13 x Km). 

lt is unlikely that a single carbocyclase 
could fonn more than one product (15,19, 
31), since protons must be eliminated from 
very different regions of the moleeule 
(Fig. 3) Other evidence supports this view: 
The pattern of terpene composition of 
essential oils is species specifie (36,37) and 
seasonal and other variations produce 
changes in product distribution (6,8). Fur­ 
thermore earbocyclase preparations from 
C.limonun lose their ability to form 
ex pinene, while retaining their ability to 
form limonene and f3 pinene (14) and 
some preparations form exclusively limone­ 
ne from NPP and a11 three hydrocarbons 
frorn GPpa). None of these facts can be ex­ 
plained on the basis of a single enzime. 

Bivalent Cations and Mechanism 

Carbocyclases require bivalent cations (15, 

Although l.PP may be an effective sub­ 
strate analogue, its role as an obligatory 
free intennediate is not demonstrated, nor 
is it formed directly from es precursors 
by partialJy purified prenyltransferases 
(30,33). Finally, some earbocyclase pre­ 
parations utilize GPP, but not LPP (31). 

As a consequence, the only alternative 
to explain the fonnation of a cyclohexa­ 
noid ring from GPP would be through an 
enzyme bound carbocation or ion pair re­ 
sembling a linalyl cation (Fig. 3). Neutra­ 
lization of the negative charges of the POP 
leaving group would be mediated by bi­ 
valent cations (15,31). Assistanee by en­ 
zyme nucleophiles (34) would delocalize 
the positive charge and permit rotation 
around the Cl-C3 bond (14,15). The 
known properties of carbocyclases and of 
biomimetic systerns (15,19,31,35) are eon­ 
sistent with this view. 

Propertles 01 Carbocyclases 

Carbocyc1ases have been described in 
several higher plants (14,15,18,19,26,32). 
The highest specific activity obtained is 
of the order of 4-5 nmoles of hydrocar­ 
bons/min/ rng protein in the enzyme from 
e limonum". 

All carboeyclases are inhibited by sulfhy­ 
dryl group regents (19). The enzyme from 
e limonum is reversibly inactivated by 
para=chlcromercuribenzoate or 5,5' di­ 
thiobis(nitrobenzoate) (15,34). These data 
and the inflections of the pH curve at the 
values of 5.6 and 7.5 point to the partici­ 
pation of cysteinyl groups (15). About 
30% of the titratable SH groups of the 
protein reaet with benzyl bromide. Their 
reaction is not prevented by the presence 
of the MnH complexes of GPP and NPP 
which afford effective protection of carbo­ 
cyclase activity. This suggests that the nu­ 
cleophile involved may be methionine, and 
that cysteine a1though essential, does not 
participate in the catalytic process (34). 
Methionine would form with the substrate 
a sufficiently labile sulfoniurn ion to allow 
breakdown to hydrocarbons. 

• M.e. Rojas, L. Chayet and G. Portilla - Unpublished 
results. 
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] 9,3). MgH or M n2• bcing the m ost 
efficicnt. We think that the enzyrne would 
be tak ing advantage of the highcr reactivity 
of the metal-substrate cornplex. The metal 
ion in the enzyrnic reaction would be 
assist ing the leaving of the pyrophosphate 
group by neutralization of the negative 
charge (35). 

It has been shown that the substrate 
_(M2+)2 complex is the more reactive 
species in the non enzyrnic solvolysis of 
GPP and NPP catalyzed by metal ions (35, 
38). 

In the metal catalyzed solvolysis of GPP, 
the main products are the rearranged tertia­ 
ry alcohols linalool and Q terpineol, plus a 
small percentage of limonene and acyclie 
hydrocarbons (35). Thus there is C-O 
bond fission as in the enzymic reaction, 
and the most reactive species is GPP 
-(Mn +2)2 (35). Both the rates of GPP 
solvolysis and of the carbocyclase reaetion 
are function of the concentration of the 
GPP-(MnH)2 complex (Fig. 4A, 4B). Esti- 

1 

e 
e 

~ 8 
[MnSO~, (mM) 

12 

2 1. 

rMnSO) .lmM} 

Fig. 4: Effect of manganese on the enzyrnic and no n 
enzyrnic r eact ioris of geranylpyrophosphate, A: Mn2> ea­ 
talized solvolysis; B: Carbocyclase reaction; • - • : rat e 
of hvdrocarbon forrnation; 6 _ 6: Concenuation of thc 
GPP:""Mn2+ species; O - O : Co nce ntrat io n of t he GPP­ 
(MN2+h species. 
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mation of the diffcrcnt GPP-Mg2+specicsl! ) 
from thv data of Croteau for bornyl-POP 
synthetase (39) shows a good correlation 
between reaction ratc and the concentra­ 
tion of the GPP-(Mg2·)2 cornplcx. This 
may be a general characteristic of carbocy­ 
clase reactions. 

Allylic monophosphate esters are not 
substrates of carbocyclase and their non 
enzyrnic solvolysis is retarded by Mn2+ 

(l4,35). Elimination of the leaving group 
requires the presence of the allylic bond: 
the 2-3 saturated anaJog citroneJlyl pyro­ 
phosphate is not a su bstrate (14) and its 
solvolysis is only slightly accelerated by 
Mn2+ (35). 

The menthane skeleton is formed by the 
regiospecific (and probably stereospecific) 
elimination of a pro ton from the cyclic ter­ 
pinyl cation. In nonenzimic solvolysis of 
linalyl p-nitrobenzoate, protons are pre­ 
ferentially eliminated from C6 to form ter­ 
pinolene although a smaller amount of 
limonene is fonned through elimination 
from C9 (40). Although both carbon atoms 
may 100se their protons. carbocyclases 
from different sources form either one or 
the other hydrocarbon (15,18,19). The en­ 
zyme from C. limonum eliminates a proton 
from only one position to form limonene 
(Fig. 3). 

There are no models for the fonnation 
of bícyclic monoterpene hydrocarbons in 
aqueous solution (35,41,42), In the carbo­ 
cyclase reaetion the pinane ring could be 
formed directly from a neryI like cation. a 
process which is enthalpicalIy favoured 
over the formation from a monocyclic mo­ 
lecuJe (23,43). ioc 

Carbocyclases and Prenyltransferases 

The mechanism of carbocyclases may be 
considered the intramolecular counterpart 
of the 1'-4 alky lation reaction catalized by 
vertebrate prenyltransferases (14.21.44. 
45), In this reaction. an allylic pyrophos­ 
phate (GPP, DMAPP ete.) and IPP are ri­ 
gidly bound to the enzyrne. The geometry 
is buttressed by the bind ing of two Mg2 + 
atoms to the enzyme-substrate complex 
(21,46). The allylic substrate forms a high­ 
ly structure d carboeation-pyrophosphate 

- --. 
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ion pair. The positive charge on e, is 
attacked by the olefinic bond of IPP with 
inversion of configuration at the primary 
carbon (45). A new carbocation with five 
more carbon atoms is thus formed. The py­ 
rophosphate leaving group being the sole 
unhindered base may remove the 2 pro-R 
proton (21,45,46) and thus form the final 
product (Fig. 5A). 

The alkylation catalyzed by carbocycla­ 
ses (Fig. 5B) resembles the condensation 
reaction just described, but being intramo­ 
lecular, it must have some different featu­ 
res. If the substrate is NPP or LPP, then cy­ 
clization may proceed through a highly 
structured ion pair, as in prenylsynthetase. 
If GPP is the substrate, the ion pair must be 
rather loose to permit rotation around the 
C2 -C3 bond from the anti to the syn con­ 
formation (14). In model cyclization reac­ 
tions, there is inversion of configuration of 
the prochiral protons at CI (47). 

Stoichiometry of carbocyclase and of 
non enzymic solvolysis is of two Mn2+ 

bound per pyrophosphate group, whereas 
in prenyltransferase the ratio is 2 :2. The 
role of metal in prenyltransferase is to 
anchor the two condensing moieties (al1ylic 
substrate plus IPP) through their pyrophos­ 
phate groups. On the other hand the 2: 1 
stoichiometry in carbocyclase neu tralízes 
more effectively the negative charges of the 
pyrophosphate leaving group. The end pro­ 
duct may be formed specifically only if the 
base which eliminates the proton has a very 
precise location. It is difficult to conceive 
how a "non anchored" base like the leaving 
pyrophosphate group couId take different 
positions to eliminate a proton from C9, 
from C4 or from CIO to form Iimonene, 
o: pinene or f3 pinene respectively (14,15). 
This processs requires an adequately loca­ 
ted base at the active site, to make each 
carbocyclase product specific (14,15). 

The hydrophobic microenvironment at 
the active site may stabilize the ion pair. 
The longer half life of the intermediate 
allows the rotation required to form a 
cyclic product from an E precursor. Non 
enzymic experirnents in non polar or non 
nucleophyIlic media (48-51) show the for­ 
mation of up to 70° /0 of cyclic products 
from E precursors, as opposed to solvolysis 

,. 

~; ,... 
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Fig. 5: Comparison of the mechanisms of prenyltransf'e­ 
rase (A) and carbocyclase (B). 

or rearrangements in dilute acids (27,28, 
41 ). 

Comparison of the two mechanisms 
offers a rationale for further studies on car­ 
bocyc1ases, which are far less accessible to 
mechanistic research than animal prenyl­ 
transf erases. 

Fate and Functions of Monoterpenes 

Monoterpene hydrocarbons are not termi­ 
nal products, although there is evidence 
that they do not interconvert (37). Oxy­ 
genated functional groups are introduced 
to form other odoriferous substances such 
as tymol, verbenol, menthol, thujone etc. 
(5,11,18,19) (Fig.l ). Such substances may 
have communication functions with poten­ 
cial symbionts or may be deterrents or poi­ 
sons for predators (5,52). Their metabolic 
fate is still not well established, although it 
is known that they are synthesized and bro­ 
ken down (18,53). They may constitute 
carbon reserves accesible only to the plant 
itself or to symbiotic organisms. Utilization 
of monoterpenes by microorganisms (54) 
may be a link of such a biological cycle (4. 
5). 

The study of the biosynthesis of "se­ 
condary products" offers a common and 
challenging ground to the organic chemist, 
the enzyrnologist and the biologist. In more 
complicated molecules like the alkaloids 
"enzyme work is very scarce" (55). One 
may speculate whether enzyrnic explora­ 
tion of the biosynthetic potential of a plant 
tissue (6,10) cannot lead to the discovery 
of compounds not yet isolated by the na­ 
tural products chemist and thus allow us to 



SlTONDARY Mn ABOLlTLS AND ENZYMr MFellANISMS 

harncss the ingcnuity of the most astound­ 
ing synthctic chemist: The plant cell. 
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Hydrolysis of Bismetallic Complexes of Linalyldiphosphate and their 
Participation in the Biosynthesis of Cyclic Monoterpenes 

Gloria Portilla. M. Cecilia Rojas. Evaristo Chiong. and Osvaldo Cori' 
Departamento de Química. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. Casilla 653. Santiago. Chile 

The allylic diphosphate ester linalyldiphosphate forms mono- and bis-metallic complexes with Mg2+ and 
Mn2+. Complexes of the trianion of the ligand are 50 to 100 times more stable than those of the dianion. 
Mg2+ and Mn2+ are bound in the monometallic complex 103 and 10' times more strongly than in the 
bismetallic species. 

The rate constant of the uncatalysed hydrolysis of linalyldiphosphate at pH 7.0 is 1.2 x 1 0'S-1, which is 
higher than reported values for the primary diphosphates. Mg2+ and Mn2+ affect its rate of hydrolysis and 
it is shown that the rate enhancement observed is a function of the concentration of the bismetallic 
complexes. 

The rate of cyclic terpene hydrocarbon biosynthesis catalysed by carbocyclase from Citrus limonum 
also correlates with the concentration of the bismetallic complexes. 

Linalyl monophosphate. which is not a substrate for carbocyclase hydrolyses at arate proportional to 
the concentration of the monometallic complex of Mn2+. The neutral charge of this complex. as opposed 
to the positively charged bismetallic complex of linalyl diphosphate may be an explanation of the 
absence of utilization of this complex as a substrate. 

It appears from the data presented and from previous evidence that bismetallic complexes of allylic 
diphosphates are the most reactive species in their hydrolysis and the only reactive species in the enzymic 
cyclization of these precursors of monoterpenes. 

Cyclic monoterpenes such as limonene, e-pinene and f3-pinene 
are formed in plant tissues from geranyldiphosphate (G PP) t 
and neryldiphosphate (N PP) by enzymes called carbo­ 
cyclases.':" As opposed to NPP whose structure permits 
cyclization, direct participation of GPP is not obvious ' due to 
its E conformation.t In view of this steric restriction and as 
E-Z isomerization of G PP has been discarded," the tertiary 
isomer. linalyl diphosphate (LPP), has been postulated as a 
stereochernically plausible intermediate.":? and it has been 
found to be an efficient substrate for carbocyclases.v"? 
However, evidence for its formation in plant tissues is not 
conclusive. Thus, although linalool has been obtained in some 
biosynthetic experiments,":" this could be an artifact due to the 
non-enzymic solvolysis catalysed by Mn2+ or Mg2+ of GPP 
newly formed through prenyltransferase activity. 11.12 Further­ 
more, as opposed to the primary diphosphates GPP and NPP 
which are formed in plant tissues 13-15 the role of LPP as a free 
intermediate in the formation of cyclic hydrocarbons has not 
been confirmed. When GPP was incubated with carbocyclase 
from Cclimonum" or with enzymes from Saloia+" LPP was not 
detected in the reaction media, suggesting that LPP if forrned, 
could be a tightly enzyrne-bound intermediate. 

The mechanism of these cyclizations has been visualized as an 
intramolecular alkylation of rernote double bond s by allylic 
diphosphate esters 17-19 with allylic carbocations or possibly 
ion pairs as imermediates.i" 

The electrophile studied in model reactions has been most 
frequently the hydronium ion,21.22 but it has also been shown 
that bivalent metal s catalyse the solvolysis of NPP or GPP at 
neutral pH 1 1.12 to form cyclic and non-cyclic alcohol s and 
hydrocarbons. It was established that the most reactíve complex 
is the bismetallic complex RPPM 2 +, and thus solvolysis may 
occur according toScheme l. 

RPP 

Products 

Scherne 1. 1<0' k , and "2 Are kinetic constants for the solvolysis of the 
allylic diphosphare RPP and its mono- and bis-metallic complexes 
RPPM and RPPM, respectively. KI and K2 Are dissociation constants 
for the species involved. 

~~, ~'" ~)" y,~ 9 y~ ~,"?I ?I ~ 9 
Linolyl G~ronyl N~ryl linolool 0(,- TerpineOl Nerol Geraniol , . . . 

dipnospnote dipnospnate dipho sphc t e ILOH) ITOH) INOH) IGOH) Myr_~ne Z-Oclmene ["-Dclmene llmonene 
ILPP) IGPP) INPP) 

t TES = N-Tris(hydroxyethyl)·2-aminoethanesulphonic acid; DMAP = dimethylallyl rnonophosphate; IP = isopentenyl monophosphate; 
LP = linanyl monophosphate: FP = farnesyl monophosphate; RPP = free allylíc diphosphate (RPPH2- + RPP3-); RPPM = monometallic 
complex (R PPHM + R PPM -) of allylic diphosphates: RPPM 2 = bismetallic complex of allylic diphosphate (R PPM 2 +); K l' K 2 = dissociation 
constants of the mono- and bis-rnetallic complex respectively. 
tE and Z isorners shall be referred 10 as diaslereoisomers difTering in 'conformation' according to IUPAC specifications (l. Org. Chem., 1970,35, 
2849). 
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Al! carbocyclases require bivalent cations and their true 
substrates are also the bis-metallic cornplexes of NPP and 
GPp.23.24 

In several reports enzymic hydrocarbon formation from total 
LPP is comparable and often better rhan from GPP or 
NPP.8-IO 

In order to extend the picture of the enzymic formation of 
cyclic monoterpenes, it was deemed necessary to compare the 
participation of bivalent cations in the solvolytic reaction of 
LPP with its participation in the biosynthetic process. It seemed 
al so important to study the hydrolysis of the monophosphate 
LP, which is not a substrate and inhibits carbocyclase very 
ineffectively.' B 

The present communication reports dissociation and rate 
constants of metal complexes of allylic ligands obtained by 
potentiometric and kinetic procedures and evaluates the 
possible role of LPP-metal complexes in hydrocarbon 
biosynthesis by carbocyclases from Citrus Iimonum. 

Experimental Procedures 
Synthesis oi Substrates and Solvolysis.-[I-'H]-LPP, [I_JH]_ 

LP, [1-3H]-NPP, and [1-3H]-GPP (specific activity 1.7 x 10\ 
3.5 x 107,12.5 X 107 and 6.7 x lO' d.p.rn.rumol respectively) 
were prepared by phosphorylation of the corresponding 
labelled alcohols as described previously.v-" Unlabelled LPP 
was prepared from commercial( ± )-linalool (Dragoco). It was 
first purified from the phosphorylation mixture in a silica gel 60 
column with a linear gradient of propanol-ammonia-water 
from 12:3:0 to 6:3: 1 (v/v). Then it was crystallized with Liel 
and the precipitate was washed 4 times with acetone and diethyl 
ether at - 20 DC. After this procedure the sparely soluble LPP­ 
Li salt was resuspended in water, and the Li + exchanged by Na + 
in Chellex column with distilled water elution. LPP Na was 
stored at 4°e in NaOH at pH lOor as a dried powder at 
- 20 'c. 60 MHz N.m.r. shows the signals expected for LPp.26 
The enzymic hydrolysis with E. Coli alkaline phosphatase and 
apyrase yielded only linalool as product, as assayed by g.l.c. The 
linaloo!: phosphorus ratio was 2.05. Unlabelled prirnary 
substrates were prepared in a similar fashion. 

[1-3H]-LPP and [1-3H]-LP hydrolysis was performed in 
glass-stoppered tubes at 30 and 400e respectively in a total 
volume of 1 mI of O.IM TES-Hel buffer pH 7.0. Incubations 
were carried out in the presence of variable concentrations of 
MnS04 or MgS04' Unless otherwise stated, [3H]-LPP and 
CH]-LP concentrations were 15 x 1Q-6M or 38 x 10-6M 
respectively, 

The reaction was stopped by cooling the tubes to O "C and 
vigorous shaking with light petroleum (b.p. 4O-60°C; 2 rnl). 
This procedure extracts more than 99~-:, of hydrocarbons and 
alcohols. I Radioactivity of this hexane phase was measured by 
conventional ~-seintillation spectrometry and the produets 
were analysed by radio-g.l.c." . 

Detetmination of Rate and Dissociation Constants.-(a) 
Pot entiometric measurements. The pK. of allylic phosphates and 
the Kd;» of the monometallic complexes RPPHM, RPPM -, 
RPHM ", RPM were determined by potentiometric titration at 
2S C in O. J M KCl and under nitrogen. The amount of substrate 
hydrolysed was controlled and in the range 3-) 0% at the end of 
the experiment. Kd;ss. Of the metallic complexes were calculated 
from pH differences in the titration curves of LPP obtained in 
the absence and in the presence of equimolar concentratións of 
metal. A rise of pH above 7.0 in the presence of MnH must be 
avoided, since hydroxocomplexes interfere with the titration.!? 

An apparent Kd;ss (KI) for pH 7.0 was calculated with Kd;ss. 
values (KRPPM' KRPPHM) obtained for the different ionic species of 
the cornplexes, according to equations (1) and (2). 
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= ([RPPHZ-] + [RPP3-])([M2+]) 
KI 

[RPPHM] + [RPPM-J 

[H+]/K.+l 

( 1) 

(2) 
K K PPHM [H +] 

RPPM + K 
a 

Dissociation constants were compared in some cases with 
those obtained by hydroxyquinoline titration" 

(b) Kinetic determinations.- The observed rate constants 
k", are expressed as k .• = k¿ [LPP] + k , [LPPM] + kz 
[LPPM Z]. The rate constant k I was determined at metal 
concentrations where all substrate was complexed as the 
monometallic species. 
The kinetic rate constant k2 for the bismetallic complexes 

LPPMz and the dissociation constant Kz were obtained by 
computer simulation of the rate data according to equation 
(3) 24 which may be Iinearized to equation (4). 

(3) 

(4) 

The contribution of free LPP to the observed rate ean be 
neglected due to the low value of KI, which makes free LPP 
negligible even at low metal concentrations. 

Enzymic Assay.-LPP carbocyclase was assayed in 0.1 M TES 
(pH 7.0) at 30 "C, in the presence of variable concentrations of 
[1-3H]-LPP and of Mn2+ or Mg2+. Incubations were carried 
out for 3 to 5 min to avoid non-enzymic solvolysis of the 
substrate, in the presence of 0.1 units of partially purified 
carbocyclase, obtained from the flavedo of Citrus lirnonum+í 
One unit is defined as the amount of enzyme which forms 1 
nmol of terpene hydrocarbons per minute at saturating 
concentrations of substrate. 

The reaction was stopped by cooling the tubes to O "C and the 
aqueous phase was extracted with hexane. Radioactive 
hydrocarbons were determined in this fraction by scintillation 
spectrometry after adsorption of the radioactive alcohols on 
silicic acid. I 

AlI enzymic initial rates were determined under conditions in 
which less than 5~~ of the substrate had been transformed to 
total products (LOH, LP, and hydrocarbons). This minimizes 
substrate drainage by phosphatase. 

Results and Discussion 
lonization ConsTants.- The pKa value of LPPH2 - as 

determined by potentiometric titration in O.IM KCI was 6.75. It 
extrapolated lO 6.85 al zero ionic strength. As reported for 
adenosine phosphate esters.!? the pK. of LPPHz - levels off to 
6.2 at 0.6M ionie strength. The pK. for the primary diphosphates 
NPP and GPP were al so determined and compared with the 
values for other prenyl phosphates (Table 1). The results show 
that the organic moiety has líttle influence on the ionization of 
the uncornplexed phosphate and diphosphate groups. Metal 
binding increases the acidity of the last ionizable proton and 
al so introduces marked differences in the pK. values of the 
complexes of isomeric diphosphates. Mn2+ has a greater affeet 
than MgZ +. 

Dissociation COl1swn/s.-Scheme 2 represents the binding of 
bivalent cations to dilTerently protonated ligand species. The 

1: 
I 

\ 

. 
1 
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T.ble l. Acid dissociation constants (25 ·C, O.IM KCI) of RPPH'-: 
RPPH'- ~ RPp3- + H+ and RPPHM: RPPHM ~ RPPM­ 
+ H- 

»«, 
Mg.l+ Mn2+ 

LPP 6.75 5.01 4.7 
GPP 6.55 5.8 4.4 
NPP 6.35 4.6 3.6 
LP 6.75 5.7 
Ip· 6.8 
DMAp· 6.5 

a From B. K. Tidd, J. Chem. Sor. B, 1971, 1168. 

Table 2. Dissociation constants for RPPHM, RPPM - and RPM 

RPPM'+ 
LPPMg2+ 
LPPMn2+ 
GPPMg'+ 
GPPMn2+ 
NPPMg'+ 
NPPMn2+ 
LPMn'+ 

KRPPHM X 105 /M 
470 
370 

2000 
570 
910 

1 110 
9100 

KRPPM - x lOS /M 
8.5 
3.3 
36 
4.1 
17.5 

1.9 
910 

RPPH 2- RPP3- 
Ka "H+ 

KRPPHM ~"'M- 2+ 2+ 
M 

RPPHM RPPM- RPPM; 
\¡H+ ... " Ka KZ ~ 2+ 

M 

Scheme 2. 

values of the dissociation constants of RPPHM to the dianion 
RPP_H2 - and RPPM - to the trianion RPp3 - are presented in 
Table 2. As would be expected, binding of metal s by the 
unprotonated ligands is 5010 500 times stronger than that of the 
protonated species. This is within the range reported for ADP 
complexes.i" 

The binding of Mn? + to LP is 27 times weaker than to LPP. 
There was no evidence for the formation of an LPMg complex 
within the sensitivity ofthe potentiometric or hydroxyquinoline 
methods. 

In order to compare the dissociation constants K2 of the 
bismetallic complexes obtained kineticaJly at pH 7.0 with the 
dissociation constants of the monometallic complexes, it was 
necessary to correct the pH independent values of Table 2. This 
was done via equation (2) (Experimental procedures) and the 
values thus obtained for pH 7.0 are shown in Table 3. From the 
pK. values (Table 1) it may be estimated that at this pH ea. 36% 
of the ligand exists in the form of the dianion RPPH2 -, which 
binds only weakly to metal. For this reason, the values of K¡ 
shown in Table 3 are higher (han the dissociation constants of 
RPPM - shown in Table 2. 

In all cases studied, the dissociation constants of the Mg2 + 
complexes were higher than those of the Mn2 - complexes and 
the bismetallic complexes were much more dissociated than the 
monometallic complexes. 

Uncatalysed Soluolysis of LPP.-[J-3H]-LPP hydrolysed 
spontaneously at pH 7.0 and 30°C with arate constant ko = 

1481 

Table 3. Apparent dissociation constants al pH 7.0 

K¡ x 10'/", K,!M 
LPPMg'+ 13 5 
LPPMn' + 5.2 0.25 
GPPMg" 48' 1.6 x lO-lb 
GPPMn2+ 5.5' 1.5 x 10-3> 
NPPMg'+ 21' 0.2 
NPPMn'+ 2.3 0.9 
LPMn'+ 135O 

"These values for GPP agree with those determined by titration with 8- 
hydroxyquinoline (ref. 28). • From refs. 11 and 24. 

Table 4. Rate constants for the hydrolysis of free and complexed allylic 
phosphate and diphosphate esters. AIl the kinetic data were obtained at 
40°C and those corresponding to LPP al 30°C due to the higher 
reactivity of the latter. 

kO/s-1 k ¡/S-I k ,/S-I 
LPPMg2+ 1.2 X 10-4 4.3 x lO-S 7.7 X 10-4 
LPPMn2• 1.2 x 10-4 1.I X 10-4 7.3 x' 10-4 
GPPMg'+ 3.4 X 10-7 o 5.5 x 10-7' 2.6 X 10-6' 
GPPMn'+ 3.4 x 10-7 , 3.4 X 10-7 a 1.5 X 10-5' 
NPPMgH 1.0 x 10-· 1.9 X 10-6' 1 x 10-" 
NPPMn'+ 1.0 x 10-· 1.2 x 10-5' 2.1 X 10-4' 
LPMn2+ 6.3 X 10-· 1.7 x lO-s 

a From refs. 11 and 24 
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Figure 1. Relationship between (he concenlration of Mg2 + cornplexes of 
LPP and the rate of hydrolysis: [LPP) = 14.4 x IO-·M; 30 "C; arate 
constant, k. O-O, b [LPPMg) f::,-f::" and e [LPPMg2) Á-Á 
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Figure 2. Relationship between the concentration of Mn2• compiexes of 
LPP and the rate of hydrolysis: [LPP) = 15 x 10-6M; 30 "C; arate 
constant, k .• O-O, h [LPPMn] f::,-f::" and e [LPPMn2J Á-Á 
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Figure 3. Eflect of Mn2+ on LP hydrolysis: [LP]TOT = 38 x 1Q-6M; 
4O"C; rate constant, k", O-O, [LP] /::;,-6.. and [LPMn] A-A 

1.2 X 10--4 S-I which exceeded the rate constant for its primary 
isomer G PP by a factor of 500.1 1 

Effect ~rMg2~ and Mn2+ on the Solvolysis 01 LPP.-The 
addition of Mg ' + or Mn2 + modified in diITerent ways the rate of 
solvolysis of LPP. This is shown in Figures l and 2 (left-hand 
ordinates, curves a). The concentration of the mono- and bis­ 
metallic species LPPM and LPPMz (right-hand ordinates 
curves b and e), were calculated from the apparent dissociation 
constants listed on Table 3. At Mg2 + concentrations close to 4 
mv, the LPPMg complex is the predominant species (Figure 1, 
curve b). Its solvolysis rate constant k , = 4 X IO .. S S-I 

corresponded to the mínimum value of k", of curve a. Above 10 
mM Mg2 + the rate increased with the concentration of the 
LPPMg2 (curve e). 

The LPPMn complex hydrolysed at the same rate as free 
LPP and it was thus not detected kinetically (Figure 2). 
Changes in Mn2 + concentration between O and 5 mM had no 
eITect on LPP hydrolysis although at the latter coneentration all 
the substrate is present as the monometallie speeies. Rising 
concentrations of LPPMn2 was paral!elled by an increase in the 
rate of solvolysis. 

Kinetic constants for the solvolysis of free LPP, GPP and 
NPP and their metallic complexes with Mg2 + and Mn2 + are 
summarized in Table 4. The constant for the bismetallic 
complexes of al! three ligands are higher than those for the 
monometallic complexes, but LPP differs from the primary 
diphosphates sinee the rate constants for the monometallic 
species are lower for LPPM than for the uncomplexed substrate. 

Solrolysis of LP.- The effect of metal ions on the hydrolysis 
of LP was different from their effect on the hydrolysis of LPP. 
The addition of Mg2 + does not alter the rate of reaction of LP. 
This agrees with the lack of interaction between this ligand and 
Mg2 ". Manganese formed a cornplex with LP which was 2.7 
times more reactive than the free substrate (Figure 3. Table 4). 
The rate of reaction correlated with the concentration of the 
complex ealeulated from KI' Since this constant was obtained 
by potentiometrie titration at equimolar coneentrations of 
Mn2 + and ligand it reflects the dissociation ofLPM n. There is no 
kinetie evidence for the partieipation of a bismetallic eomplex of 
LP, whose formation would be structural!y very unlikely. 
The results described, complete the picture for the metal­ 

catalysed hydrolysis of allylic phosphate esters. In this reaction 
the nature of the leaving group has an influence on the rate, in 
contrast with the acid catalysed process."! 

Product Distribution.-LPP and LP were transformed into a 
mixture of alcohol s and hydroearbons at pH 7.0 in both the 
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presenee and absence of added Mg2+ or MnH íons. (Table 5). 
Under uneatalysed conditions, substitution products exeeeded 
elimínation products by a factor of 4, and non-cyclic products 
predominated. This díITers from the acid-catalysed solvolysis 
of these substrates where alcohol s exceed hydrocarbons by a 
factor of ea. 40 (Table 5). 

In the uncatalysed process at pH 7.0 the amount of cyclic 
products almost doubled the amount reported for acíd 
hydrolysis, the Mn2 + further íncreased this proportion (Table 
5). The amount of hydrocarbons formed from LPP at pH 7.0 
(22.0%) was much higher than the percentage formed from NPP 
of GPP which were 7 and 6% respectively.i" 
The more stable tertiary ion pair has a longer half-life and 

thus elimination becomes more significant. 
The solvolysis products of LPMn, on the other hand were 

very similar to those obtained in the absence of metal (Table 5). 
This points to a greater stabilization of the linalyl cation by the 
uncharged PPMn21eaving group as opposed to HzPzO~- or P­ 
Mn ". Stabilization ofthe ion pair due to the diITerent polarity of 
the leaving group as well as to intcractions of metal with double 
bonds would permit the necessary conformational changes to 
form eyclic produets as well as to prevent water from adding to 
the cationic moiety of the ion paír. 

The results described in this communication and those 
reported for the metal-catalysed solvolysis of GPP and 
NPP 1 I.Z4 show a dissoeiation between the effect of metal on 
rate of reaction and product distribution. The effect of Mn2 + 

observed on the rate of solvolysis of LPP is smaller than for the 
primary substrates. The ratios of k z/ko are 6.0, 44 and 233 for 
LPP, GPP and NPP respectively.Uv'" On the other hand, the 
effeet of Mn2+ on products is similar for the three substrates, 
and Mn? + favours the formation of the eyclic hydroearbon 
limonene as eompared with the acid-catalysed reaction by a 
factor which ranges from 4 for NPP to 18 for GPP and LPP. 
This could be explained by an interaetion of the C-6 double 
bond wíth the metal 30 leading to a stabilization of 
intermediates and to the forrnation of cyclic hydrocarbons. 

Metal Specificity 01 LPP Carboeyclase.-Carboeyclases 
eatalyse the formation of Iimonene and x- and ~-pinene from 
various non-cyclic allylic diphosphates in the presence of 
bivalent cations.1.2.8 

Reaction rate was compared with the concentration of 
LPPM and LPPM2 calculated from KI and Kz at different LPP 
and metal coneentrations. Figures 4 and 5 show that LPPM2 is 
the complex utilized by earbocyclase, sinee the observed 
enzymie reaetion rate eorrelates only with the concentration of 
this speeies. 

Rate data obtained for variable LPP eoncentrations at 3 mM 
Mn2 + and rate data shown in Figure4 are plotted as a function of 
the calculated bismetallic complex LPPMnz. Al! the data fit a 
single hyperbolic curve from which the Km value was obtained. 
Free metal and LPPMn concentrations are very different for 
both sets of data suggesting that under these conditions these 
species are not utlized as substrates nor bound by carbocyclase. 
Table 6 shows that the effieieney of earboeyclase (V max.l Km) 

was híghest for the LPPMnz cornplex. LPPMgz was utilized 
with a mueh lower catalytic efficieney. 

The differences in enzymic efficiency between RPPM2 

complexes and total substrate are very large for NPP and LPP 
(120/1.3 and 11800/81 respeetively). On the other hand, it 
differed only by a factor of 2 for G PP (Table 6). This may be due 
to the lower Kz value for the latter substrate, which is mainly in 
the form of G PPM n 2 in the assay conditions, whereas the more 
dissociated NPPM2 and LPPM2 are present in a much lower 
proportion. 

It is worth stressing that whereas catalytic effieiency 
(Vmaxl Km) for G PP is larger than for N PP when referred to 

1, 
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T.ble S. Product distribution in LPP and LP hydroJysis 

LPP LP 

pH 7.0 pH 7.0 

UncataJysed Mg2+ Mn2+ pH 0.4· UncataJysed Mn2+ pH 0.4" 
LOH 37.1 44.9 27.8 59.7 44 41 63.4 
TOH 38 41.2 49 23.0 28 36 17.7 
GOH 1.9 0.6 11.3 2.5 2.4 11.6 
NOH 1.8 0.4 3.3 5.7 4.4 3.9 
Myrcene 11 13.8 5.7 0.6 9.8 8.8 0.7 
Limonene 1.6 6.2 0.34 1 0.6 
(Z) + (E)-Ocimenes 8.6 10.3 1.2 8.7 7.9 1.5 
% Alcohols 79 86 77 97.3 80.2 83.8 96.6 
% Hydrocarbons 21.3 13.8 22 2.3 19.5 16.7 3.3 
% Cyclic products 39.6 41.2 55 23.3 29 36 18.3 

• From ref. 21. 
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Figure 4. Relationship between the concentration of Mn1 + complexes of 
LPP and the rate ofLPP carbocyclase reaction: [LPP] = 0.77 x 1O-6M; 
enzymic reaction rate O-O; [LPPMn) /:,,-/:,,; [LPPMn2) ••• - •••. 

Insert: reaction rate as a function of the calculated concentration of the 
bismetallic cornplex LPPMn2. Rate data obtained al variable LPP 
concentrations are included. 

total su bstrate, the enzyme is more efficient with the NPPM 2 + 
complexes than with their E isomers. This may have some 
relevance as to the physiological role of the two isomers in oioo?" 

lt is interesting 10 point out the extremely low value of Km 
of carbocyclase for the LPPMn2 complex (2.75 x IO-9M). 
This very high affinity may be an explanation for the lack of 
experimental evidence of its formation as a free intermedia te 
from GPPMn2 to cyclic hydrocarbons. 

The data presented show that carbocycJase from Citrus 
limonum utilizes LPP in the form of a bismetallic complex. This 
stoicheiometry seems to be the rule for the enzymic cycJizations 
and non-enzymic solvolysis reactions of allylic diphosphales. It 
may also be calculated that bornylpyrophosphate synthetase 
and x-pínenocyclase from Salvia ojJicinalis utilize the same 
complex. u This stoicheiometry probably favours the stabiliza­ 
tion of an ionic intermediate with an uncharged M2P207 

leaving group more plausibly than a diphosphate anion. In 
addition to this higher reactivity of the bismetallic cornplex, the 
low Km of this species points to a tight binding lo the enzyme. 1t 
could be visualized to occur through adequately positioned 

Table 6. Kinetic parameters for RPPM2 and RPPTOT in the carbo­ 
cyclase reaction 

106 Vmu.l V ma,./ min' mg'" 
Km/M M min' mg-I Km 

LPPMn, 2.75 x 10-' 32.5 11.800 
LPPMg, 4.8 X 10-8 7.6 160 
NPPMn, 1.08 X 10-8 1.3 120 
GPPMn2 1.4 X 10-6 7.0 5 
LPPTOT(Mn2 +) 4 X 10-7 32.5 81 
NPPTOT(Mn2+) 1 X 10-6 1.3 1.3 
GPPTOT(Mn2+) 2.9 X 10-6 7.0 2.4 

•• '" E 6 ::E ::E 
•• .•... .••.. 

<D 8~ e ~ 20 
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z O- .... 4 01 
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Figure 5. Relationship between the concentration of Mg2 + cornplexes of 
LPP and the rate of LPP carbocyclase reaction: [LPP) = 15 X lo-6M; 
enzymic reaction rate O-O, [LPPMg) 6-6.and [LPPMg,] ••. - ••. 

electro n donor groups like SH or methionine 23 co-ordinating 
with both metal atoms. These groups of the enzyme couId not 
efficiently bind the free substrates. 

An equivalent interpretation might be that LP-Mn, the 
monometallic cornplex, is not utilized as a substrate by these 
enzymes, although it is chemically more reactive than the 
uncompIexed species. 

A study of metal-catalysed solvolysis of allylic phosphates 
and diphosphates suggests a rationale for an understanding of 
carbocyclase mechanisms. 
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Solvolysis of metal complexes of prenyI diphosphates. 
Its role in monoterpene biosynthesis. I Solvólisis de complejos metálicos de preniJ difosfatos. 

Su rol en la biosíntesis de monoterpenos. 
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Solvolysis of [I-3H) GPP and [I-3H] NPP in sodium dodecyl sulfate is enhanced in the 
presence of Mn2+. Elimination products, hydrocarbons, are favoured as cornpared with 
those obtained in water. 

In some reactions of the metabolism of terpenes, solvolysis is a cornpetitive process. 
Evidence is given that alcohols and hydrocarbons formed through a solvolytic reaction 
could interfere both in the qualitative and quantitative determination of the biosynthetic 
products. 

INTRODUcrION 

I 

A wide variety of terpenic compounds 
constituents of essential oils, are found in 
the plant kingdom. Among them the major 
and simpler, with the exception of isoprene 
e, H8, are monoterpenes (CIO)' lt is 
possible to find several functional groups 
such as hydrocarbons CIO H16, alcohols 
CIO n., OH, aldehydes, ketones, esters, 
ethers either cyclic or open chain. 

The pattern of biosynthesis of these 
compounds was hypothetically rationalized 
on the basis of the known chemical struc­ 
tures and reacti'ons well before any bio­ 
chemical studies were available (1). They 
would arise through cyc1ization of nerol, or 
alternatively of linalool, being the proposed 
pathways, with some exceptions (2), 
verified by latter work. Although it must 
be considered that the amount of mono­ 
terpene in a plant in a determined phase of 
biological cycle is geneticalIy determined 
(3, 4) and that an enzyme is involved, this 
enzyme ís only catalyzing a chernically 
feasible reaction. Thus, Cl' - and i3 -pinene 
(Scheme 1) occur in almost a1l Pinus species 
while limonene is the major compound in 
Citrus limonum and Citrus sinensts (5). On 
the other hand citronellal is predominant in 

K" OH GOH X' O" NOH I'OH LOH I=OH 10H 

_ -2 -2 -2 -2 I-HPz07GPP 1I,HP207MPP I'HP207lPP I'HP2071PP 

}:> .. 
O{, Pinc:nc " Pin •. ". Limon.na 

Scheme J 

Eucaliptus citriodora and 1,8 cineole in 
Eu calip tus globulus labilis (6). 
On the basis of the first biosynthetic 
experiments, neryl diphosphate, NPP, was 
accepted as the more likely direct pre­ 
cursor for the biosynthesis of cyclic mono­ 
terpenoids (7-11). Chemical experiments 
were in line with those results (12, 13). 

Expressing adequately my admiration and affectien for and my indebtedness te Osvaldo Cori 1 find beyond my abil­ 
ities. He alone can know its extent. Thanks Osvaldo. 



18 PORTILLA 

During the last fifteen years, however, 
it has been shown that geranyl diphosphate, 
GPP, is as good, or even a better sub­ 
stra te than NPP (14-16 ). Isomerization 
between thern has been excluded (8, 
17-19) and no free intermediates have 
been isolated (20, 21). Conversion of 
isopentenyl diphosphate, IPP, into GPP, 
NPP, or higher isoprenoids, is evidenced 
by the presence of prenyl transferases 
(22, 23). Cell free extracts from Citrus 
sinensis or Pinus radiata seem to have 
stereospecific prenyl transferases which 
could generate these two isomers and the 
corresponding CIS isorners (24,25). 

The E conformation of GPP around the 
C2 -C3 double bond does not have the 
appropriate structure for cyclization. The 
formation of the cyclohexanoid ring from 
an acyclic precursor requires proximity 
between CI -C6 to form the new bond. 

To rationalize this steric problem, a reac­ 
tion sequence in which the E isomer must 
be transformed to a suitable interrnediate 
for cyclization was implied (8, 26). A new 
version is in Scheme 1I. It must first react 
with the enzyrne with concomitant c-o 
fission to afford an ionic species or a bound 
linalyl intermediate. An enzyme bound 
linalyl structure would permit rotation 
around the C2 -C3 bond which enables 
the GPP precursor to attain the appropri­ 
ate conformation for cyclization. Carbo­ 
cyclases from Citrus limonum have been 
described that require bivalent metals 
which would contribute to this process. 
Nucleophiles such as cysteine and methio­ 
nine would stabilize either the ion pair 
or the linalyl structure (27). LPP is ef­ 
ficiently converted to cyclic compounds 
either in Citrus, Mentha or Salvia species 
(21,28-30). 

limon«ne 

Scheme II 
Biosynthesis of a cyclic hydrocarbon from GPP through an ion pair or a linalyl structure. 

Evidence for this stage of terpene metab­ 
olism comes from a study of the chemical 
reactivities of GPP, NPP and of the tertiary 
derivative LPP. (30-32). Some additional 
properties of these compounds are here 
reported. 

Experimental procedures 

Tritium-labeled [1-3H] GPP, [1 -3H) NPP 
and [1_3 H] LPP were prepared by phos­ 
phorylation of the corresponding labelled 
prenols (33), Sodium dod ecyl sulfate, SOS, 
was recrystallized three times frorn ethanol. 
The hydrolysis of the substrates in the pre­ 
sence of Mn2+ was performed either in 

water or in SOS in glass stoppered tubes in 
3xlQ--3 M TES buffer pH 7 or 6.7 at 30°, 
containing the metal ion at the correspond­ 
ing pH. The reactions were stopped by 
adding NaCl, thus disrupting the micelle 
and vigorous stirríng with 2 mI hexane 
ex tracted the organic prod ucts. The pro­ 
duct coricentration was estimated as has 
been described (14, 31). 

Carbocyclase was partial1y purified from 
the flavedo of Citrus limonum and assayed 
to obtain initial reaction rates for 3.5 min 
at 300 in 50x 1 0- 3 M TES buffer pH 7 in a 
final volume of 'l ml (sp. act, 2-7 nmol/min/ 
mg), Hydrocarbons were separated from 
prenols by absorbing the latter on silicic 
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acid , and were identified by G.L.c. coupled 
to a gas phase Geiger counter on Apiezon L 
and ~{3' - oxydipropionitrile columns (33). 

RESULTS ANO D1SCUSSION 

Chemical properties of allylic diphosphate: 

bes in 
t 300, 
.pond­ 
~d by 
ucelle 
exane 
~ pro­ 
lS has 

Some of the significant chemical properties 
of GPP, NPP and LPP are centered on their 
diphosphate groups and on their alIylic 
character. Allylic esters hydrolyze with C-O 
bond cleavage by an apparent acid-catalyz­ 
ed SN 1 mechanism (12, 13). The pKa value 
of GPPH2- in 0.1 M KCl is 6.55 and pKa 
values of NPP and LPP are in the same 
range (30). Solutions of these esters are 
markedly unstable at pH<7, the rate of 
hydrolysis being pH dependent (30, 32). 
The dianion is the major component at this 
pH. 

The tertiary allylic diphosphate, LPP, is 
much more labile at neutral pH than the 
primary isomers. lts rate constant, ko = 
1 ,2x 1 0- 4 sec" I at 300 and pH 7, which 
means that LPP is 67% hydrolyzed in 
90 mino 

As has been described for farnesyl 
diphosphate and chrysanthemyl diphospha­ 
te (34, 35) bivalent cations such as Mg2+ 
and Mn 2 + enhance the hydrolysis of these 
allylic esters at pH 7 with C-O fission. 
Although monometallic and bismetallic 
species are formed, the actual reacting 
species is the bismetallic complex RPPM2 

(30-32). 
From the pKa values of RPPH2 - it may 

be estimated that at pH 7 ea. 36% of the 
esters are in the form of the dianion 
RPPH2 - , which binds only weakly to the 
metal ion. The trianion RPP3 - makes an 
important contribution to the total binding 
to form the monometallic species. Scheme 
III includes the reactive species formed on 
adding bivalent metal ions. 

The apparent dissociation constant for 
GPP-Mn2, Kdiss = 1 ,5x 1 o- 3 M, is lower 
by two orders of magnitude than the re­ 
spective constants for NPP and LPP. Thus, 
while GPP predominant1y exists as a bis­ 
metallic complex, NPP and LPP exist as 
mono and bismetallic species over a wide 
range of metal concentration, probably due 

from 
sayed 
5 min 
7ina 
/minl 
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silicic 
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Alcohols. • Hydrocarbons. 

/. \ 
RPPH:r- RPP'- 
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Scheme III 
Binding of bivalent cations to differently protonated 
ligand species. 

to steric factors which hinder the binding 
of a second metal ion (36). Considering 
that an anionic surfactant effectively does 
not bind negative substrates, such as Rpp3 - , 
RPPH2 - and RPPM- but could bind the 
neutral RPPHM or the bismetallic RPPM2 

the solvolysis of these species in SDS was 
studied. 

The dependence of the rate constant of 
solvolysis of NPP on [Mn2+] in water and 
in the presence of 30xlQ- 3 M SDS is 
shown in Fig. l. In the absence of metal 
ion the rate constant is the sarne either in 
the presence of SDS or in water, but as 
[Mn2 +] increases, the rate constant increases 

.. 
!! 
~20 

I/--.c 

L_ __ ~ ~ __ ~ __ -,~ 

0.15 Q.25 
["n2.] •• 

us 0.1 

Fig. 1: Mn2+ - cat~lyzed solvolysis of NPP in water O-O 
and in SDS 30xlO- M 6_6; {NPP] = 2.6xl0-6 M. I 
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TABLE 1 

Solvolysis Products of Geranyl and Neryl Diphosphate" 

GPP - Mn2+ NPP 
water SOS water 

Alcohols 96 95.2 94.6 
, Hydrocarbons 4 4.5 6.3 

Linalool 72.5 70 16.5 
. Terpineol 3.4 3.2 65.8 
Nerol 10.3 

, Geraniol 20 22 2 
Myrcene 1.8 2.1 
Ocyrnenes 1.1 0.7 
Limonene 0.8 LO 4.2 
Terpinolene 0.2 0.7 2.1 
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but only reaches a lirniting value in the 
presence of SOSo 

The metallic cation binds very strongly 
to micellar SOS which will favour formation 
of neutral or cationic complexes with a 
prenyl diphosphate, the latter being respon­ 
sible for the plateau observed. Although 
GPP behaves similarly to NPP in the absence 
of metal, with increasing Mn2 + concentra­ 
tion saturation is reached in both water and 
SOS (Fig, 2). If the micelle is only concen­ 
trating the components one would expect 
to reach the same limiting rate constant at 
high [Mn2+]. Therefore it is necessary to 
explain this kinetic difference. 

Table 1 shows the product distribution 
obtained in these experiments. For GPP the 
products are qualitatively and quantitatively 
essentially the same in the presence and 
absence of SOS but the percentage of cyclic 
alcohols and hydrocarbons is greater than 
from acid catalyzed solvolysis (12-13). 

Nevertheless, in SOS for NPP there is a 
remarkable enhancement of the cycJic 
hydrocarbons limonene and terpinolene, as 
compared with reaction in water. From 
reported data (30) it is possible to caJculate 
that at pH 6.7 Kdiss NPPMn = 2.7xl0- 5 M 
and Kdiss NPPMn2 = 0.9 M. So, in water 
and at [Mn2+] = 0.25 M, only 28% of the 
substrate is as bismetallic complex, and the 
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Fig. 2: Mn2+ - catalyzed solvolysis of GPP in water 0-0 
and in SOS 30xl0-3 M [Lb.; [GPP] =6xl0-6 M. 

rest is as monometallic cornplex. In water 
the products are derived largely from the 
monometallic species and do not differ 
considerably from those obtained at acidic 
or neutral pH. The products obtained in 
the presence of SOS probably come largely 
from the bismetallic complex which would 
favour hydrocarbon formation. In the 
bismetallic complex the two metal ions are, 
certainly , disminishing the negative charge 
of the leaving diphosphate group but, it is 
possible that at the same time this group 
may be protecting the cation from water 
attack and assisting the elimination. 
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* At 250, Tes 3xl0-3 M pH 6.7 
[GPp] = l1xlO-6 M and [Mn2+] = 40xlO-3 M. 
[NPP] = 14xl0-6 M and [Mn2+] = 25xl0-2 M. 
[sns] = 30xl0-3 M. 
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SOLVOLYSIS OF ALLILYC DIPHOSPHATES 

Solvolvsts of LPP and its role 
in the biosynthetic process 

The possible intermediacy of linalyl diphos­ 
phate in the biosynthesís of cyclic mono­ 
terpenes was suggested on the basis of sea­ 
sonal fluctuation of linalool in Citrus spe­ 
cies (37). There are several reports of lina- 
1001 formation from mevalonic acid, or 
from IPP or GPP (8, 28, 38,39), but there 
is also evidence against its participation. A 
linalyl derivative is formed from [4 - 14 C] 
IPP by enzymes from Citrus sinensis (8) 
and from [1 - 14 C, 1 - 3 H] GPP by enzymes 
from Mentha spicata (39). As shown above 
and elsewhere (13, 36) the major product 
of solvolysis of GPP in the presence of 
bivalent metal ions is linalool. Thus the 
observed linalool in the biosynthetic process 
could have been a solvolysis product. 

Together with the study of the biosyn­ 
thesis of cyclic hydrocarbons from LPP in a 
partially purified enzyme from Citrus u­ 
monum, we studied the chemical reactivity 
of LPP in the presence of Mn2 + (30). LPP 
increases its rate of solvolysis 6 fold at 300 
in the bismetallic complex (kLPPMn2 = 
7.2xlO-4 sec" ") which is the true substrate 
of carbocyclase. 

A serious difficulty is presented if this 
reactivity of LPP is not properly consider­ 
ed. Fig. 3 shows the relationship between 
the concentration of LPP and the rate of 
hydrocarbon formation in the reaction 
catalyzed by carbocyclase, and in its 
absence. As the substrate concentration 
increases, the enzymatic reaction rate 

- -:s 
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40!:t:r¡­ ~ ., ~- o • ~ 
"O ~ 
'" 'ó a: 

20 e 
s 
Ü 
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10 '20 30 
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Fig. 3: Effect of the concentration of LPP over the rate of 
LPP carbocyclase reaction 6_6 and the rate of solvolysis 
of LPP 0-0. [Mn2+] ee 9x10-4 M. 
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reaches a typical saturation value, and the 
non enzymatic reaction rate continues to 
increases. 

The formation of hydrocarbons at two 
different points of the plot is shown in Fig. 
4. At [LPP] = 0.5xlO-6 M (Fig. 4(A)), o: 
and {3-pinene, limonene and "}'-terpinene are 
obtained whereas, at [LPP] = 31.8xlO-6 M 
(Fig. 4(B)) there are, in addition, myrcene 
and ocimenes, the la tter coming from 
solvolysis of LPP (Fig. 4C). Similar artefacts 
could be obtained if the reaction is prolong­ 
ed beyond 10 min or if the enzymatic 
activity is too low. It is possible that these 
"unusual effects" were not perceived in the 
experiments performed with enzymes from 
Salvia afficinalis (29), 

Although the preferential incorporation 
sequence LPP>GPP> NPP into some cyclic 
monoterpenes in cell-free extracts is an 

Pln&!nc! Nyrcent Pincnc Ocime:ne: Llmonene T~pinc:n« 

Fig. 4: Hydrocarbcn fórmation from [1- 3H] GPP by 
carbocyclase from Cirros limonum and by non enzyrnatic 
solvolysis at 3,5 min and 300, The upper tracings indicate 
response of the radioactivity monitored by means of an 
attached gas-pnase Geiger counter, whereas the smooth 
lower tracings indica te response to coinjected standards 
detected by GLC. 

(A) Carbocyclase reaction at [LPP)=o.5xl0-6 M 

(B) Carbocvclase reaction at [LPP]=30xl0-Ó M 
(C) Non enzyrnatic solvolysis at [LPP]=30x10-6 M 
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. ' argument for the role of LPP as a precursor, 
the evidence is not conclusive. On the one 
hand LPP may be a good alternative sub­ 
strate, and on the other, LOH that in some 
occasions has been detected in vitro, may 
emerge from solvolysis of GPP and not 
necessarily from LPP. 

The nature of the direct precursor of the 
LOH biosynthesized by some higher plants 
is not known. Should GPP be the precursor 
then, besides an isomerization to LPP with 
subsequent hydrolysis by phosphatases 
(cleavage of O-P), there may be other 
explanations of its formation: attack by 
water at the allylic center of GPP with 
departure of the diphosphate group as in 
an SN 2' reaction or through a cationic or 
ion pair mechanism. 

." 

.. ' 

Abbrevtations used: (See Scheme 1) 

GPP 
NPP 
LPP 
RPP 
RPPM 

: Geranyl diphosphate ClO 62 E,66 

: Neryl diphosphate ClO 62 Z,66 

: Linalyl diphosphate CIO 61 66 

: Free allylic diphosphate 
: Monometallic complex of allylic 
diphosphates 

RPPM2 : Bismetallic complex of allylic 
diphosphates 

: Geraniol 
: Nerol 
: Linalool 

GOH 
NOH 
LOH 
TOH 
SDS 
TES 

: o-Terpineol 
: Sodium dodecyl sulfate 
: N-tris (hydroxymethyl) methyl-2- 
aminoethane sulfonic acid. 
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iUMMARY: Three monoterpene carbocyclases differing in their molec­ 
llar weights were detected in a Citrus limonum enzymatic prepara­ 
:ion by gel filtration on Sephadex G-100. Two of them utilize the 
lrimary substrates geranyl and neryl diphosphates and have molec­ 
llar weights of 75.000 and 56,000 respectively. The third is a 
-5,000 carbocyclase absolutely specific for linalyl diphosphate. 
:he tertiary isomer of monoterpene precursors. Radioinactivation 
,f the same sample gave a value of 56.000 for the size of the min­ 
mal cata1ytic unit of geranyl. neryl and lina1y1 diphosphate car­ 
,ocyclase activities. 

NTRODUCTION 

Cyclic monoterpene hydrocarbons are important constituents of 
he essentia1 oi1s synthesized by higher p1ants and it has been 
stab1ished that their biosynthetic precursors are the open chain 
eryl and geranyl diphosphates. NPP and GPP. in the form of their 
ismetallic complexes (l. 2). The tertiary isomer 1ina1yl diphos­ 
hate. LPP. is also efficient1y converted into cyclic hydrocarbons 
hen supplied to these enzymatic preparations (3. 4). This com­ 
ound has been postulated to be either and intermediate or an al- 
ernative substrate in cyclic monoterpene biosynthesis. Several 
tudies in partially purified preparations (3-6) have clearly dem­ 
nstrated that LPP is not a free intermediate in GPP cyc1ization. 
owever the formation of a linalyl derivative in the active site 
f the enzymes cannot be discarded. 

Our enzyme preparation obtained from the flavedo of Citrus li­ 
onum forms s-pinene, and 1esser amounts of a-pinene. limonene and 

We dedicate this paper to Professor Osva1do Cori, whose decease 
was o n April, first, 1987. We express our admiration for his in­ 
tegrity and courage as a University mano His death is a deep 
10ss to science and to those of us who knew him personally as a 
fine and creative human being. 
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y-terpinene from GPP, NPP or LPP. (1, 3). We have designated 
these enzymatic activities as carbocyclase without specifying if 
they are one or several enzymes. 

The aim of this work was to look for molecular weight differ­ 
ences in these activities, as an approach to elucidate the number 
of enzymes involved in GPP, NPP and LPP utilization. Experiments 
were done employing two alternative methods: Sephadex Filtration 
and radiation inactivation. The latter offers the advantage of 
being useful ev~n with partially purified samples; it is based 
on the loss of enzymatic activity due to exposure of the sample 
to various doses of gamma rays and gives the target size of the 
minimal functional unit necessary for catalytic activity (12). 
Kempner has performed an evaluation of the method for at least 40 
enzymes and found a good agreement between target and other molec­ 
ular weight estimates (13). 

EXPERIMENTAL 
Enzymatic Reaction 

Monoterpene carbocyclase was obtained from the flavedo of 
Citrus limonum and was partially purified by polyethylene glycol 
4,000 precipitation and anion exchange chromatography on DEAE­ 
Sephadex A-25 (1, 14). Protein concentrations were determined using 
the method described by Bradford (15). 

Activity was determined incubating 3 to 20 ~g of protein at 
30°C in 1 ml of the following medium: 0.1 M TES-NaOH buffer pH 
7 . O; 3 x 10- 3 M M n S O 4 a n don e o f t h e t r i tia t e d di P h o s P h a t e s : [1 - 3 HJ GP P 
20 ~M, [1_3H] NPP 10 ~M or [1-3H] LPP 4 ~M. The reaction was qu en c h e­ 
by coo11ng at O°C and the products were quantified in the hexane 
phase by liquid scintillation spectrometry (14). Identification of 
the hydrocarbons was performed by radio-GLC (14). 

Specific activity was defined as nanomoles of hydrocarbons 
formed per milliliter per minute and per milligram of protein. 
[1-3H] GPP, [1_3H] NPP and [1-3H] LPP were synthesized (14) with speci­ 
fic radioactivities of 30.5; 56.8 and 7.7 Ci.mol-1 respectively. 
Gel Filtration on Sephadex G-100 

Freeze-dried, DEAE-Sephadex purified carbocyclase (1, 14) was 
dissolved in water and dialyzed against 50 mM Tris HCl pH 7.0, 50mM 
KC1, 2 mM EDTA and 0.1 mM dithiothreitol. 10 mg of protein were 
applied to a DEAE-Sephadex A-25 column (18.5 cm x 1 cm) and chroma­ 
tographed under the same conditions described elsewhere (1). 

Fractions with carbocyclase activity eluted between 150 and 
190 mM KC1, and were concentrated on a PM-10 Amicon membrane up 
to 0.72 mg of protein per ml. 

An aliquot of this sample (0.5 ml) was applied to a Sephadex 
G-100 column (0.8x77 cm) previously equilibrated with 5x10-2 M Tris 
HCl buffer pH 7.0, containing 5x10-2 M KC1, 2x10-3 M EDTA and 10-3 
M dithiothreitol. 
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Radiation Inactivation 
Preparation of the samples: 200 ~g of protein coming from OEAE- 
Sephadex (1, 14) was lyophilized in small glass tubes and sealed 
in vacuo. After variable exposure times to radiation they were 
opened and water added up to 0.53 mg of protein per ml. The assay 
was performed with 6.4 ~g of protein. As control, the enzyme was 
maintained under the same conditions but without irradiation. 
Carbocyclase is stable at least 14 days but it is very sensitive 
to the presence of air in either the control or the irradiated 
samples. 
Radiation Inactivation Procedure: The tubes were irradiated at 
room temperature in a 60Co source delivering 105 Rad/hr. Calibra­ 
tion of the radiation dose is continuously monitored by Comisión 
Chilena de Energia Nuclear using standard test methods for ab­ 
sorbed radiation dose in the Frike dosimeter (16). 
Data Presentation and Calculation 

Classical target theory was applied to inactivation data to 
obtain a molecular target size (12). The loss of enzymatic activity 
due to radioinactivation is described by A = Ao e-kO where A 
total activity at a certain dose of irradiation . Ao = activity at 
zero dose. k is function of the target size. This analysis gives a 
linear relationship between log of the remaining activity and 
irradiation dose. Experimental determination of molecular weights 
depends only on the rate of irradiation dose and was calculated from 
the formula of Kempner and Macey (13). i.e. M.W. = 6.4x1011/037 (rads), 
where 037 is dose of absorbed radiation required to reduce the 
enzymatic activity to 37% of that found in the unexposed controls. 

RESULTS ANO OISCUSSION 
Oissociation of LPP and GPP carbocyclases by Sephadex G-100 
Filtration 

The OEAE-Sephadex fraction obtained from the flavedo of Citrus 
limonum as described in the Experimental section, catalyses the 
cyclization of GPP, NPP or LPP to monoterpene hydrocarbons (Table 
1). The preparation was submitted to fractionation by gel per­ 
meation on Sephadex G-100 and the column fractions were assayed 
separately with these three substrates. A slight dissociation 
between the enzymatic activities measured with the primary and 
tertiary substrates was obtained. Carbocyclase activities and total 
proteins were contained in a broad peak covering almost all the ftl­ 
tration range of the column, thus evidencing strong protein-protein 
interaction in the sample. 

The enzyme was further purified before 
dure in order to reduce these associations 

the filtration proce­ 
and to improve the 

separation of tertiary and primary carbocyclase activities. This 
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TABLE 

Carbocyclase specific activities (~M/min/mg) with different 
substratesa) 

o(. -pi nene 

Substrate 

GPP~oPOP NPPY- OPOP LPP~I . 
OPOP 

0.27 ( 6~~) 0.065 ( 5%) 0.4 ( 6%) 

3.87 (86%) 1. 04 (80%) 0.54 ( 8%) 

0.36 ( 8%) 0.2 (15%) 5.36 (80%) 

Product 

(3 -pinene 

Limonene 

a It is shown in parentheses the percentage of each producto 

was achieved through rechromatography on DEAE-Sephadex under the 
same conditions described above (see Experimental). Factions con­ 
taining carbocyclase were concentrated and applied to a Sephadex 
G-100 column. The elution pattern of carbocyclase activity 
measured with the three substrates is shown in Fig. l. LPP carbo­ 
cyclase activity elutes clearly dissociated from NPP and GPP carb~ 
cyclase activities, corroborating the preliminary results obtained 
with a less purified preparation. Although the peaks are overlapped, 
the separation is enough to give fractions that contain LPP carbo­ 
cyclase activity but lack NPP and GPP carbocyclase. While only 15% 
of total GPP and NPP carbocyclase units are recovered, the LPP carb~ 
cyclase activity shows a 200% activation. The sample applied to the 
column shows that the GPP and LPP carbocyclase activities were of 
the same order of magnitude (Table 1), while the LPP activity that 
emerges from the columns is about eighty times higher than the GPP 
activity. 
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Fig. 1: Molecular weight determination of GPP, NPP and LPP carbo­ 
cyclase by Sephadex G-100 FiltratiQn. Total enzymatic activity 
from GPP (. __ ), NPP (a-a) and LPP (,-.) in each fraction is 
plotted against the fraction number. Chromatography and assay 
conditions are described under Experimental. The volume of each 
fraction was 0.5 ml. 
Insert: Elution of standard proteins 1-myoglobine M.W = 17,000 
2-ovoalbumine M.W. = 45,000, 3-serumalbumin M.W. = 66,500, 4-Yeast 
hexokinase M.W. = 90,000. The elution of GPP, NPP and LPP carbo­ 
cyclase is indicated by arrows. 

Molecular weights obtained for GPP, NPP and LPP carbocyclases 
were 75,000; 56,000 and 45,000 respectively, values interpolated 
from the calibration curve performed with standard proteins (insert 
F i g. 1). 

The dissociation and difference in stability indicate the exist­ 
~nce of three proteins with carbocyclase activity that differ 
narkedly in their molecular weights and substrate specificities. 
:ffect of Radiation on Enzymatic Activity 

Inactivation of carbocyclase occurred as a simple exponential 
'unction of radiation dose. Fig. 2 shows that the logarith of the 
'emaining activity is a linear function of the radiation dose where 
he fitted line is from least squares analysis. Molecular weights 
f 56,000±3,000; 57,000±2.800 and 56,000±1,300 were determined 
rom D37 values for GPP, NPP and LPP carbocyclase respectively. 
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Fig. 2: Radiation inactivation of GPP, NPP and LPP carbocyclase 
as a function of irradiation dose. After variable exposure doses 
samples were assayed for GPP (o -o), NPP (L\.-L\.) and LPP (1)-')) 
activities. Non irradiated controls retained full activity (solid 
symbols). The molecular weight was calculated using the estab­ 
lished relationship M.W. = 6,4x1011/037. The values obtained from 
these data were 56,000±3,000 dalton (037 = 11.5 Mrad); 57,400± 
2,800 dalton (037 = 11.15 Mrad) and 56,000±1,300 dalton (037 
11.5 Mrad)_ 

These values are the same within experimental error and does not 
provide evidence for the larger form of the GPP carbocyclase as 
detected by gel filtration. 

The identity and relative amounts of the products formed by 
the enzyme preparation during the radiation experiment were deter­ 
mined. Table I shows the specific activity of the enzymes and the 
percentage of products formed initially at zero radiation. While 
the preparation forms predominantly s-pinene when assayed with GPP 
or NPP as substrates, it forms predominantly limone with LPP as 
substrate. Under the assumption that a larger enzyme is more likely 
to be inactivated at lower dos es of radiation and this could be 
revealed by the absence of one product, analysis was done at different 
times of radiation exposure until 5% of the initial activity rema i ned 
The ratio of the three hydrocarbons was constant, indicating that 
all the active enzymes had the same target size_ Additionally, Km 
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values were determined with preparations that had undergone 50% 
inactivation. The remaining enzyme had the same Km values as the in! 
tial enzyme (1, 2, 17). The maintenance of the ratio of the products and 
Km values indicates that there is no partially damaged target and 
that the only activity remaining, after radiation exposure, is due 
to enzyme molecules which have escaped ionization, and which are 
therefore fully active. 

The molecular weight determination by the two methods employed 
yielded different estimates for the GPP activity. While gel filtration 
by Sephadex yielded a molecular weight of 75,000, the radioinacti­ 
vation technique resulted in an estimate of 56,000. A possible 
explanation for this discrepancy is to propose that the enzyme has 
a minimal catalytic subunit of 56,000 that can bind a regulatory 
subunit to form a larger species. 

Finally, the detection of a monoterpene carbocyclase absolute­ 
ly specific for LPP (Fig. 1) opens a question concerning the role 
of this enzyme and of LPP in monoterpene metabolismo Linalyl di­ 
phosphate has not been isolated from plant tissues nor has it been 
demonstrated as a normal precursor or intermediate in monoterpene 
biosynthesis. Even when LOH is accumulated in some plants (18) the 
high hydrolytic reactivity of LPP at pH values lower than 8 (17) 
makes extremely difficult its isolation from plant extracts that 
normally present pH values around 6. 
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