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RESUMEN

En esta tesis se ha realizado un estudio sobre la
reactividad de los esteres alilicos terciarios
linalilmonofosfato (LF), v linalildifosfato (LFF), v ia
utilizacidn de éstos por un sistema enzimdtico ocbtenido de

Citrus  limonum. El objetivo de este estudio fue evaluar =i la

bicsintezis de los hidrocarburcs ciclicos s-pinena, B-pineno,
limoneno v ¥~terpinenc a partir de geramldifosfato (GFFY,
pudiera oocurrir via el intermediario LFF.

Fara esto se obtuvieron las cornstantez de acidez de LFPF v

~

LF. de unidn a Mgz+ v Mn“+, la esteguicmetria de los compleios
reactivos v las constantes cingticas de hidrdédlisis de  las
diverzas especies y se compararon estas propiledades con lac
requeridas por la ciclasa para la formacion de ios

hidrocarburos ciclicos.

Se encusntra por una parte gue LPF forma compleios mono v
=

s S i 2+ : A ' S .
bismetalicos con Mg y Mn® =iendoc los complejos de LFF 50

a 100 vecees mis estables gue los gue forms LPFHY . v por otra

I+ 2+ ; 14 o c
gue PMo ¥y Mn =8 unen en el complejo monometdlico 107 v 10

veres mas fusrtemente gue en le especie blsmetdlica. L. en

y

cambio, solamernte forma un compleio monomstdlico y com Mn™

A

N
bt

siendn &n sste casc el complelo con LFP m&z estable gues el
complejo con LFH .

L.a constante de velocidad de hidrélisis de LFPF a pH 7,0 v




v i i
Z0 es 1.2 x 10 seq .,  aumentando este valor por  la
. 2+ 2+ ' .
presencia de Mg o M. Se demuestra gue el incremento en
la velocidad de hidrélizis se correlaciona con el aumento de
la concentracion del compleio bismetdlico. For su parte, LF
hidroliza a una velocidad menor gue LPF., v frente =21 agregado
2+ ’ :

dezl Mn aumenta la velocidad en forma proporcional al aumento
de concentracidn del compleic monometdlico.

En condicionses de pH bécsico, en las cuales practicamente
no hay hidrdlisis. se leogra cbhitensr reordenamiento de LFF a2
sus isdmeros primarios més estables GFF v nerildifosfatno (NFF)
Esto indica gue la reaccidén en 1 sentidoe opuessto pueds

oourrir si bien en ests tesis  tal reardenamiento no S

!
m

encusntra.

S estudid el comportamiento del GFF v del NFF en mice-
la=s de depdecilsulfateo de s=scdic con el obieto de acercarse
mejor & la reaccidn catalizads por la ciclasa. Se puesds
gstablecer gue estaz micelas concentran al compleio bhis-
metdlico aumentando su velocidad de descompRsiclon ¥y Dara

=1l C

T
J

=

del NFFMns aumenta T veces la cantidad de hidrocarbu-

roe constituvendo en estos  asspeEctos s "EsCCion micselsr oun

modelo més apropiado que la reaccion en HzO.

En relacidn a la bilosintesis de hidrocarburos ciclicos se
demusstra gue la preparacidén de . limonum utiliza [1-"HI  LPF

Yo FOrma seDinens. f—pinenc. timoneno v ¥ —~TLerpineni: Sin

embargo hay algunas preparaciones  gue Ccarecen  de est

xy



actividad., Se presentan resultadps que indican gue [1~"H1 LFF

no seria un intermediario libre durante la utilizacidérn de

[1-"H] GFF. En esta preparacitn se detectan tres monoterpens
civlasaszs gue difisren eBn =us masss moleculares al SEF

filtradas por Sephadex G-100. Do= de ellas utilizan los

sustratos primarics GFF v NFF v tiernen laz Mr  de 75,000 Y
SD4H.000,  respectivamente. La tercera, de Mr 45,000, es
abeolutamente eepecifica  por  LFF. El procedimiento che

radiginactivacidn de esta preparacidn da ans Gndos Me o de

Sh.000,  oue corresponderia sl tamafo de ls unidad catalitica
minima oe  las tres actividades, pudiendo la GFF ciclasa

coptener  wuna swubunidad de My 20,000, gue no se detectsz

XVl
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ABSTRACT

A study 1s presented on the reactivity of the tertiary
allylic ecsters linalylmonophosphate (LF) and
linalyldiphosphate {(LFF)., and on their uvtilization by an

enzymic system from Citrus limooum. The cobjective of this

stucy Was to evaluate iF LFF may be considered an
intermediate in the bipsynthesis of the cyclic
hydrocarbons  o-pinene, B-pinens, limonens and ¥ —terpinens +rom
geranyidiphosphate {(GFF).

The acidity and the Hg2+ and Hn2+ binding canstants for
LF and LFF were obtzined. along with the respective
stoichiometries of the reactive complexes and the hydrolizic
kinetic constants +or the different species. Thesze parameters
were compared with those obtained for the enzymic formation
of cvclic hydrocarbons.

We have found that LFF forms the mono— and bizmetasllic

- - s
e el

Mo and Mn® compleses, where the LFF™ complexes are S50 to

e BT B . IF .
100 times more stable than those of LFFHT . Mg arc Mn Bind

2 . ; ey Y I
to the monometallic complex 107 and 10 times more strongly
than to the bismetallic speciesz, respectively {in  the other

hand, LF forms only  the monometalilic compledes, the complex

-
with LPT being in this case more  stables  than  that

At pH 7.0 and 30°, the hydrolysis rate constant of LFF is



XVIll

1.2 2 10—4 Shl, and this value 1s increased by the presence

of Hg2+ or Mn2+. It 1= demonstrated that this effect
correlates with the increase in the concentration of the
bismetzallic complex. LFP hydrolyses at & lowsr rate than LFPP.
but a= a function of the monometallic Mn2+ complex.

£t baszic pH., where there is almost no hydrolysis, LFF
rearranges to  ite more stable primary  isomers GFF and
nervidiphoecsphate  (NFF). This indicates that the reverse
reaction can obviously occur, although we were unable to

detect it.

n

4

= 2 way to get closer to the enzymic reaction catalyese

o

by the cyclasze, the behaviour of GFF and MPF in micelles was
studisd, OQur +findings indicate that micelles concentrate the
hismetzllic complex. increase its decomposition rate. and for
NFFMPRz allow the Fformation of 5 times more hydrocarbons,

Thu=, the micellar reaction may e

i1l

more  appropriate model

thar the reaction in water.
With respect to the biosvrnthesis of cvolic hydrocarbons.

it i= demonstrated that the C. limonum preparation utilizes

=

[1-"H3 LPFF and forms o-pinsns,  Eepinene. limonens and
¥ ~terpinene, even whern there are preparations that do not

show these actilvities. Evidence iz preszented indicating that

[i-"H] LFF is not a free intermediate in the utilization

i

of [1-"H1 GFF.

in our preparation, we detect thres moncterpene cvolaszes,



which can be resolved upon Filtration in Sephadex G-100, Two
of them utilize as substrates GPF or NPF., and have MW of
75,000 and 546,000, respectively. The third cyclase is
absolutely specific for LPF, and has a MW of 45,000, However,
whern this LC. limonum preparation was analyvzed by the
radicinactivation procedure, a common MA of 546,000 was
detected for &ll threse cvoclases. which should correspond to
the =ize of the minimum MW for the catalvtic subunit of the
enzyvmes. The OFF cvoclase may contain in addition a second MW
20,000 subunit,. which would not be detected by the

radiocoinactivation method.

XiX



INTRODUCCTION



Los tejidos vegetales sintetizan alrededor de 12.000
compuestos derivados del isopreno o Z-metil butadieno., CgHg.
Se forman por sucesivas condensaciones de unidades de 2
atomos de carbonc, de acetil coenzima A, para dar MVA, de 6
aAtomos de carbono., precursor especifico de todes los
isoprencides conocidos (Cori. 1976). Algunos ejemplos de
isoprenoides los constituyven los monoterpenos. sesquiterpenos.
esteroides, carctencides, caucho, giberelinas, etc.. vy su
relacidén bicgengética con 21 MVA se esguematiza en la figura 1.

Emn 1a ruta isoprencide, el MVA se transforma en una
unidad de & carbonos, IFF., gue se izomeriza dando origen
al primer compuesto alilico de la ruta, el DMAFF.

De la condensacidén entre DMAFF v una o dos unidades de
IFF surgen los mono y sesquiterpencs (10 v 13 carbonos,
respectivamente). Una +fraccidén importante de ellos forma
parte de los aceites esenciales y son responsables en buena
medida del aroma de muchas plantes superiocres. En la figura 2
se presentan algunos de les monoterpenocs vy sesquiterpenos
aislados de toniferas, citrus, mentas, y de alrededor de S0
familias de plantas con flores (Banthorpe y Charlwood, 1980).
Se encuentra una gran diversidad de grupes funcionales entre
ine gue predominan los hidrocarburcs., alcoholes, aldehidos,
cetonas, etc., losz que pueden ser aciclicos (ocimeno, mirceno,

geraniol, linalol vy Farnesol), monociclicos (limoneno, ¥ -

terpineno, ¥ -bisaboleno o bicicliceos (pinenos, borneol,
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sabineno, cadineno). La naturaleza de los componentes en el
aceite esencial esta determinada fundamentalmente por 1la
actividad de dos tipos de enzimas: las preniltransferasas vy
las ciclasas. Las preniltransferasas sén responsables de los
diversps modos de condensacidn entre IPF vy DMARPF v del
alargamiento de la cadena. Catalizan la condensacidén de un
difosfato alilico con IFF v los productos son los siguientes
homdlooos superiores del sustrato alilico de &5, 10, 15 o més
dtomos de carbono. v pirofosfato inorgéanico (Cori. 1983).

En oeneral, las preniltranzferasas de origen animal

tienen una especificidad bastante restringidas solamente
catalizan la formacidn de productos de un laroo de hésta 15
carbonos v de conformacidn E. En tejidos vegetales
generalmente se llega a producteos de 18 vy 20 carbonos: =e
considera mas bien excepcional que existan alogunos sistemas

enzimaticos gue conduzcan & cadenas mas largas como =on la
gutapercha, chicle vy caucho, este Oltimo con un promedic de
residucs  isoprénicose de 7.000 por molécula (Hevtia vy  Porter
197&y. A diferencia de los tejidos animesles, en plantas se ha
observado la formacidan  de prenildifosfatos tanto de
conformacidn E como Z, entre estos Ultimoz NPF, Cyn (Bevtia v
col., 1969} y (2,6-Z,E) FPP, Cyx (Chavet v col.. 1973).

51 bien., tanto en plantas como animales el sustrato

alilico sobre el cual se condensa IFF tiene la conformacidn E,

algunas preniltransferasas de origen vegetal ademdaz pueden



usar como sustratos los difosfatos alilicos de conformacidén Z:

la enzima de Gossypium hirsutum forma los cuatro

diastereoistmeros del FPF a partir de NPP v GPF como sustratos

(Adams vy Heinstein, i§73). l.a condensacidn de las 2 unidades

de S carbonos se lleva a cabo a travées de un atague

nucleofilico del metileno del IPF sobre el catidn generado por

ealida del arupo difosfato del sustrato alilico {(Foulter v

Rilling, 1978). El catidn resultante de esta condensacidn

elimina un protdn vecino, formandose un deble enlace E o 7 en

los productos. La eliminacidn de un determinado protéin v la

formacidn de producto de conformacidn E o I, depende

#clusivamente de 1a ecterepespecificidad de 1a

preniltransferass (Curi; 1983 .

Las ciclasas, por otra parte, catalizan la formacidn de

productos ciclicos a partir de los precursores fosforilados de
cadena abierta de 10 o 15 carbones GFP, NFP, [2,6-E.E]1 FFF vy

[2.6-2Z,E] FPF., sintetizados por laz preniltrancferasacs. De

estos precursores de conformacicon E o 2 se origina una amplia

gama tle dgerivados ciclicos [ aciclicos laos aue
subhsecuentemente puedern continuar transformandose (Cane,
19817,

81 bien GFF es el sustrato mas ampliamente empleado en la

ruta de ispprenocides gue conduce a productos de cadena abierta

de 10 o a homdlogos de 15 carbonos, una de las razones por el

interés en el estudico de la Dbiosintesis de monoterpenos




ciclicos radica precisamente en que GBPFF sea precursor de
numerpsos compuestos ciclicos.
En la dltima década se demostrd que GFF se cicla a

alrededor de 20 productos diferentes. al emplear preparaciones

enzimdticas obtenidas de Citrus, Thymus, Mentha, Salvia, vy
Foeniculum entre otras (George—Nascimento vy Cori, 1971

Foulose vy Croteauw, 1978: Suga vy col., 1980; Croteav vy  EKarp.,
1979 Croteau vy col., 1980)., Los hidrocarburos como limoneno,
o v P-~pinenc. ¥-terpineno y o—tujenc, el eéter 1,8-cineocl, la
cetona a&lcanfor vy los alcoholes borneol vy oa—-terpinenl., son
productos gue se pueden considerar representativos de las
reaccicnes catalizadas por las monoterpeno ciclasas.

51 se inspeccicnan modelos moleculares del GFFP, se puede
apreciar que debide a la geometria del doble enlace Cp=Cz,
ecte sustratc no deberia formar compuestos ciclicos,. HBasados
en esta premisa. Valenzuela y col. {(19646), propusieron gue NFF
debiaz ser el precursor directo de los monoterpenos ciclicos.
Esta proposicidén también se basaba en el hecho de gue nerol., ©
sus  derivedos fosforiladeos, en medio &cido se reordena  parsa
dar principalmente el alcohol terciario ciclico g-terpinecl:

en cambio geraniol, o sus respectivos derivados, da origen

fundamentalmente gl alcohol de cadena abierts linalol
{Zeitschel. 1906; Valenzuela vy Cori. 1967: Cramer y
Rittersdor+f, 19467) . Ecsto indica gue el carbocatidn

intermediario., formado a partir de cada sustrato, no  se



interconvierte rdapidamente por rotacién alrededor del enlace
Co-Cx. Parecia asi probable gue ésta fuera la situacidén en

las reacciones enzimaticas. En linea con estas predicciones

estaban los primeros experimentos realizados con EIACJ—NPP v

[lac]—EPP en los que se emplearon extractos enzimaticos libres

de células obtenidos & partir de pldntulas de Finus radiata

CEBFEL. 1969 e formaron los hidrocarburos o-pineno vy -
pineno sclamente con NPF como sustrato. Resultados similares
encontraron Croteau vy col. (1973) al wutilizar extractos

provenientes de Mentha piperita v Menths spicata. los que

catalizaron la Fformacidn del alcohol ciclico o-TOH.

Sin embaroo. esta situacidn no se pudo extendsr a otras
ecspecies productoras de monoterpencs. El problema resulitd més
complejo va gue al incubar un extracto enzimatico de +lavedo

: . ; : . . : 4
de Citrus sinensis se formd o-pinenc s¢lo a partir de [2—1 El=

NFF., en tantoc gue el limoneno. hidrocarbure monociclico se
formé tanto & partir de NFF como de GFF (George-Nascimento v

Cori, 1971). Ademé&s. un extracto parcialmente purificado de

Citrus: limonum wtilizdéd ambos sustrates v dié origen a  o—
pineno, PR-pineno. sabineno v limoneno como productos (Chavet v

col.. 1977), vy otro de Thymuc vuloaris formé & -terpinenn, o-

tuieno v e~-TOH. {(Foulose y Croteauw, 1978).
En la Qltima decada en gue se experimentd con extractos
parcialmente purificados, se pudo establecer aue 1=

prefterencia  por NFFP o por GFF es relativa v depende en gran



medida de la presencia y especificidad de diversas fosfatasas,
entre ellas, difosfohidrolaseas vy +fostomonoesterasas, que
acompafan & las ciclasas. Asi por ejemplo. las fosfatasas
presentes en un extracto crudo de limén hidrolizan NFF o GFF
al alcohol respectivo a velocidades entre 1.2 vy 45 veces
mayores gque la actividad de la ciclasa. dependiendo esto
ltimo de la partida de limormnes (Chayet y ceol.., 1977).

For otra parte., i bien las fosfatasas obtenidas de un

extracto . de +flavedo de Citrus ginensis son mas bien

inespecificas por estos sustratos (Férez v col.. 1980) . las

=3

ernzimas de Salvia officinalis presentan una clara preferencia
por GFF {(Croteau vy Karp. 1979). For lo tantoc ez muy probable
gue aguellos evtractos crudos gque no havan utilizado un
determinade sustrato puedan haber contenide muy poco  del
difosfato debida a la interferencia producida por estas
fosfatasas., Consistente con ecte punto, todas las
preparaciones parcialmente purificadas de cicla=zas  informadas
ern la literatura transforman GFF en magnitud comparable o en
algunos casos mejor gue NFF, & productos ciclicos (Chavet v
col, 1977: Croteau y col., 1980}

Dada la imposibilidad estérica gue impone &1 doble enlace
Ce=Cz del OGFF para 1la ciclacién, se Dostulﬁ cue GFF  =se
isomerizaria a NFF, el gue seria el precursocr inmediato de los
compuestos ciclicos (Francis v col.. 1970:; Shine v Loomis,

1974 (fig. 3). Esta interconversidn fue cuidadosamente
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descartada de los sistemas de Citrus limonum (Chayét y col.,

1977): de Citrus sinensie (Cori v col.. 1980): cde Thymus

vulgaris f(FPoulose vy Croteau, 1978):; de Salvia officinalis

(Croteau v KFarp,1979) v de Fpeniculum vulgare (Croteau vy col.,

&

1980). Fara esto se incubg & 3

o

. PpOr periodos de

aprovimadamente 1-2 h, el sustrato GFF con un extracto
enzimatico crude o parcialmente purificado de las especies
recieén nombradas. Se extrajeron los alcoholes e hidrocarburos
resultantes It uly hexano, v los sustratos fosforilados
remanentes se hidrolizaron con apirasa y fosfomonoesterasa de

Eecherichia coli. El alcohol resultante de esta hidrélisis

resultd ser 100% GOH.
A1 respecto., v a diferencia de los resultados anteriores.
Banthorpe v col. (1979 y 1983), demostrarcn la interconversidn

de NOH v GOH en extractos de Epss damascena y de FPelargonium

agraveclens. Esta interconversidén ocurre via un proceso  redox
aue reguiere la desfosforilacidn de los sustratos: luego, los
alcoholes resultantes =e oxidan a lo= correspondientes
aldehidos; estos Oltimos se pueden equilibrar rapidamente
formando geranial vy neral los gue se puesden reducir a lo=z
alcoholes respectivos.

En la medida gue la hipétezie de isomerizacidn GFF = NFF
fue concluyentemente eliminada, =t propusisron ‘atras
alternativas gue pudieran esplicar la uvtiliracidan de ambos

suatratos por parte de la ciclasas.

11



Cori vy col. (1974) propusieron un mecanismo via la
formacitn de un carbocatidn alilico. Los investigadores
plantearon gue con la salida del difosfato del GFF se formaria
una catidn con carga deslocalizada entre los Cy-Co-Cx vy gue en
este catidn podria occurrir un cambic de conformacidén que
permitiria el acercamientoc gque condujera al atague de Cg sobre
Cy f{figura 4). E=s de destacar gue esta proposicidn de
mecanismo idnico para las reacciones de la ruta de biosintesis
de terpenos tiene un amplio apove al considerar las
propiedades guimices de los derivados alilicos v la reaccidn
catalizada por la preniltransferasa. Respecto a esta Oltima,
Foulter vy Rilling {1978) definieron el caracter catidnico de
la reaccitn v establecieron un mecanismo de ionizacidn—
condensacidn en que el difosfato alilico primero se ioniza vy
forma un  par idnico rigide previoc a la condensacitn con el
doble enlace de I1IFF.

Sin embargo,. tomando en cuenta gue los calculos parea  la
harrera de energia & la rotacidén alrededor de cationes
alilicos  indican valores relativamente altos [entre 12-14

e

keal/mel (Denoc v col.., 19270: Bollinger v col,1970: Allinger v

]

col., 19753, esta hipdtesis se considerd poco probable (Cori v
(o L 1980: Croteau, 1987). Este punto serid analizado mas
adelante en esta tesis.

Faralelamente a la proposicidn recién descrita, surgid

ptro planteamiento gue fue evaluado experimentalmente  recién
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en esta Oltima decada: la ciclacion de GFF via 1la formacién
del intermediarioc fosforilade terciario. LPF (Fotty vy Bruemer,
1970 George-Nascimento vy Cori. 1971).

F=ta hipdtesics es esterecaguimicamente atractiva debido a
gue es factible que el grupo difosfato migre desde Cy al Cz en
forma perpendicular al doble enlace (figura 5). Se formaria
el intermediario terciaric LFP el gue en el sitic activo de 1la
ernzima  adauiriria la conformacidn apropiada de modo de
permitir el atague olefinico de Cg sobre Cj.

Base para esta proposicién se encuentra por una parte en
la presencia de LOH en cédscaras de diversos Citrus {(Attaway vy
o 18467 vy por otra. en el hecho de que este alcohol ce

=1

grcontré como  producto en experimentos de incorporacion  de
precursores radiactivos: al entregar [2—1QC}MVQ. [4—14CJIPP )
[1~3H3BPP a exwtractos enziméticos de Citrus {(Fottvy v Bruemer,
1970y George—-Nascimento v Cori, 1971) o Menthz {(Suga v col..
1980), conjuntamente con la formacidn de hidrocarburcs o
alecoholes monoterpénicos. se detecta LOWH, Se propuso que este
alcohol provendria de la hidrédlisis catalizada por fosfatasas
del intermediario postulado LFF. A la luz de la informacidén
sobre la reactividad de los difosfatos alilicos gue se tiene
actualmente, el LOH obtenido en estos experimentos se pueds
considerar también como proveniente de la hidrdlisis no
en;imatica de GFF, v gue es un punto gue se revisara en esta

tezis. Adicionalmente. ios trabaios pionerocs de Cramer vy

14
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Rittersdorf (1967) sobre la hidrédlisis en medio &Acido de
fosfatos v difosfatos alilicos apovaban esta hipdtesis va gue
loe derivados de geranilo forman predmminantemente linalol vy
este Gltimo o sus fosfatos. forma alcoholes e hidrocarburos
ciclicos.

La isomerizacidn v posteriocr ciclacidn postulada podria
involucrar wvarias enzimas. Una isomerasa podria catalizar la
iesomerizacién de GFF a LPF v las ciclasas catalirzarian la
ionizacidn del difpsfato alilico, v con alounas variaciones,
todas ellas ciclarian el carbocatidn resultante. Ademas. por
desprotonacidén o captura de un nucledfilo externo, tal como
agua, se daris cuenta de todos los esgueletos ciclicos
conoC idos. La proposicidn considera también gue este proceso
isgmerizacidn—ciclacidén pudiera ser catalizado por una sola
enzima.

Es importante mencionar aque el problema de la
conformacidén E o Z de los precursores aparece también en  la
bhinsintesie de sesguiterpencs. Como muestira la figura &, la
=imilitud entre las estructuras de los sustrates GFF v FRFP v
sus respectivos modos de ciclacidn results evidente., Fara el
case  de FFF hay por lo mencs cuatroe tipes de ciclaciones Qgue
involucran la condensacidn inicial del doble enlace central o
distal con el Cy. Esto ha llevade a gue la investigacidn
realizada s=se haysa abordado de un modo andlogo a la de la

biposintesis de monoterpencs v las conclusiones obtenidas  han

16
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permitido obtener un  panorama  mas general sobre el
comportamiento de los difosfatos alilicos.
Aszi por ejemplo. el mecanismo de isomeriracidn redox de

Ips farnezoles se dempostrd en Citruese sinensie (Chavet v cel.,

1973) v en Androaraphis paniculata (Overton y Roberts, 1974 a
v b)Y v permite explicar la presencia de aldehidos en los
aceites esenciales.

For otra parte. también se demostré gue (2,6-E.E.)FFF es
sustrato de la formacidn de los sesguiterpenos ciclicos (Evans
v gol., 1976: Ariooni, 1975) v se postuld a su isdmero
terciario nerolidil difosfate. como intermediaric de estas
reacciones. Al igual que.linalml. el alcohol respective de 15
carbonos, rerplidel se encuentra en NUMBrOsas plantas
superiores {(Simonsen v col., 19610, Aun cuando su origen v el
del &ster difosforilado ha sideo un enigma. Cane e  Ivengar
(1978) demostraron la conversidn de e=te altimo a
ciclonerclidol, estableciendo asi la primera evidencia de gue
un  sustrate fosforilado terciarioc participe en una ruta de
icoprenoldes,

Al momento de iniciarse esta tesis se habia logrado va la
purificacidn parcial de algunaé de las monoterpeno ciclasas,
pero e hacian experimentos de incorporacidn de  precursores
Con gxtractos enzimdticoz crudoz en el caso de 1ag
spsqguiterpenos ciclasas.

Al primer grupo de enzimas se les habia retirado coloran—

18



tes (Chayet y col., 1977). +fenoles, taninos v oxidasas
(Banthorpe vy col., 1277) gue las inactivan., vy parte de las
fosfatasas gue hidrolizan los sustratos (Croteauw vy Rarp,1979).

Frn el caso de la ciclasa de C. limonum se loogra de este
modo conservar la enzima en forma de polvo liofilizado despues
de una precipitacidn fracciconada con polietilenglicol 4000 por
1o menos 4 afics. Se puede disponer asi de una fuente de
enzima  durante cualguier época del afmro, va qgue el fruteoc
presenta variaciones estacionales. La purificacion adicionasl
empleando el intercambiador DERE-Sephadex (Cori vy col., 1980)
mermite retirer més fosfateses v colorantes contaminante=s. con
1o gue se logra tener una preparacion gue tiene mavor
actividad aungue es estable sdlo un afoc.

En la tabla 1 s=se comparan gdiversas actividades
enzimaticas de Formacidn de monoterpencs v sesquiterpenos
cicd icos. Ademss de los detos pue se pressntan en la tabla,
cabe hacer notar gue la actividad méxima de todas los
monoterpens ciclasas se obtienen a valores de pH entre & v 7
v o gue tanto Eztzas como las sesguiterpeno ciclasas presentan
reguerimientos absolutos por Mgz+ o Mn2+,

La preparacién enrimdtica cataliza ls formacidn de los
hidrocarburos o-pilnenoc. f-pinena. limoneno., ¥ —terpinenc v
sabinenc. La composicidn relativa de ellos Fluctis con la
partida de limones. Yy aungue en ocasiones no s encuentran los

dos= ultimos hidrocarburos, préacticamente todas las

18
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Comparacidén de monoterpeno y sesquiterpeno ciclasas
provenientes de diferentes fuentes

TABLA 1

3 3
PRODUCTO ACT.ESPECIF.x{0 Vaay/kaxid
HBHuEh SUSTRATO  pprncieaL (Mxmin ?m; Y (ain ﬁng Y
; .a) NPF g-pineno, R
Exinessis BPP 1isoneno 2
c lilDDUDb} NPP gy B pinenc 6. 700 6,000
Sl BPP lisoneno 10,000 3.300
. T NFF T bl by3
T.yulgaris £PP F-terpinenc 50 3,6
{.vulgared} i fenchel 0,5 =
BFF
i.nfiicanalxsea’Eb) :?; 1,8-cineol e’ 92 ?
. o ED)
KPP bornil FF iii b4
f) BFF 119 130
H.macrocarpus Copalii PP kaureno 0,5 =
g, fujikuras? PP ciclonerpdiol 15 il
= = Nerplidil PP 80
I.TGSEUEh} FPP tricodieno 0,8 =
George-Nascimento v Cori, 1971
Chavet, v col., 1977 ep) Croteau y Karp, 197%b
FPoulose v Croteau, 1978 ) Coates v Cavender,
Croteau v col.. 1980 g} Cane v col.. 1981
Croteaw v Karp., 1977 h) Cane v col., 1981
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preparaciones tienen mayor contenido de [-pineno.

La tabla 2 muestra la proporcitn de hidrocarburos
obtenides utilizando wuna fraccidn enzimatica proveniente de
DEAE~-Sephadex., v la de un aceite esencial obtenido del frute.
i bien llama la atencidn gue la composicidn relativa de ellos
difiera. en especial en cuanto al contenido de limoneno v de o
v fi-pinenc, e probable ague la segunda ceolumna refleje la
composicidn de enzimas gue se extraen vy  son  relativamente
ectables bajo las condiciones de purificacidn, en tanto gue la
primers sea el producto de la acumulacidn en el flavedo.

De 1la discusidn anterior., se puede apreciar gue el
e=sCclarecimiento del mecanismo regulere resolver varias
interrcogantes, algunas de las cuales pueden ser analizadas
empleando un sistema enzimatico apropiado v Dtras se  pueden
estudiar en ausencia de enzimas.

For ello en esta tesis nos hemos propussioc come ohistivo
la eintesis del probable intermediarico LPF, sl estudic de su
comportamiento frente a la hidrdlisis no enzimdtica, v el de
su pozible utilizacidn por un extracto parcialmente purificado
cde C. limonum.

e la comparacidn de la reactividad de este compuesto en
avsencia v presencia de enzima. debiera ser posible llegar a
conocer  algunos de los factores gque aprovecha la enzima para

catalizar la reasccidn.
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TABELA 2

Composicién de hidrocarburos del aceite esencial del +flavedo

de C. limonum y comparacién con los productos obtenidos a

partir de GPF por accidén de las ciclasas.

| a) ‘ b)

; ACEITE ESENCIAL PRODUCTOS
HIDROCARBUROS i - CICLASA %
Limoneno 72-80 15
oa—-pinenc 2 12
f-pinenc 7-13 o1
y—terpineno 10 8

a) kKefford y Chandler. 1970

b)Y Sanchez. 1979



MATERIALES

Y

METODOS
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2.1 Reactivos quimicos, materiales cromatograficos y enzimas.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico
v se obtuvieron de las firmas comerciales mencionadas en cada

caso.,

- Aldrich Chemical Company Inc.. Milwaukse, Wis. ExEallallad

Linalel., tricloroacetonitrilo. trietilamina.

-  Amersham Int. Laboratories. Buckinghamshire. Inglaterra:

NE{BSHQ.

- Associated Electrical Industrial Lt Inglaterra:

fnieron L.

- HRio-KRad Laboratories, Richmond, Gals g EibBaltlablaz

Chelex 100,

- Dragoco. Holzminden., Alemania: Nerol. geranicl, terpinecl.

mirceno, limonenc, E v Z-occimenc, tercineno.

- Merck A. B. Darmstadt, Blemania: Acetonitrilo, amoniaco,
digxano. n-propancl. éter de petrdiso (40°-60°%), éter
etilico, acetona, LiCl, KC1l, MgCl;. Nay504, MnS04. silica

gel H, molibdato de amonio.
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- Riedel De Haen A. b. Seelze Hannover. Alemania: dcido

silicico, MgS04-7H0,

- Sigma Chemical Co., 5t Louis, Mo, E.E.U.U: Tez, PFPO,
POFDOF,5DS, Z—-mercaptoetanol, DEARE-Sephadex A-25. Sephadex
G-100, fosfatasa alcalina de E. coli. fosfatasa alcalina de

intes=tino de ternera, hexoguinasa. serocalbiamina,

- Varian FRerograph. Walnut Creek, Cal.. EsE:tUa3

Chromosorb W., etilennlicol adipato.

— FPreparacidén de fostato de bis{triet:l amoniocd) vy dioxano
difosfato: La sal de fosfatoc de bis  {(trietilamonio) se
pnrepard a partir de dioxano difosfatoc en acetonitrilo vy
trietilamina {(Edmond vy col., 19271)., lo= cue se mezclan a —-25°.
Los cristales de la sal de amonio se forman cuantitativamente
en 24 hr a ~-18°, Dado gue =on muy higroscdpicos se eliming el
eclvente v recstos de trietilamina +filtrando al wvacioc v
aplicando un pléstico adhesivo sobre el embude para evitar el

contacto con el

m

ire. La =sal se guardd en un  desecador al
vacio con KOH como desecante haszta su wutilizacidn.
2 | diosano difosfato se sintetizdéd mezclando acido

fostdrico v didxano sequn el método descrito por Basr (19443,
2.2 Determinacidn de Radiactividad.

lLa radiactividad =e determind por contaie de centellen

para facse liguida. Se utilizd un contador Delta 300 calibrado
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con estandares de [3H3 tolueno para muestras hexanicas v LH3

Hol para muestras acuosas. La eficiencia del conteo fue de

oo oy 7% respectivamente.
lLa composicidn del liguido de centelleo fue:

a) Para muestras hexd&nicas: 0,05 g POFOP v 4 g FFO por 1 de
toluenoc. Se emplearon 2 ml de este liquido por muestra.
El volimen méximo de muestra es 1 ml.

B Fara muestras acuosas: 0,125 g FPOROF 4 g FRO v 0.5 1 de
triton X-100 en 1 1 de toclueno. Se emplearon 3 ml  de
este liguido por muestra. El volumen mézimo de muestra

es 0,3 ml.

2.3 Sintesis de sustratos.

—_
-

La sintesis de [1-"Hl LP vy de [1-"H] LPF se realizd a
nartir de [lubH] GO0HM o de [l—bH] GF. Los sustratos primarios

[1-"H3 GFP Y [1-"H] NFF se sintetizaron y puraificaron de

acuerdn a metddica descrite {Holuigue, 19BD).

2.3.1 Obtencién de £1—3H3 GOH v de [1-"H1 GF.

Se empled GOH purificado por destilacidn fraccionada en
columna anular de bands vrotatoria a S-10 torr. E1I GOH purec
analizado por GLC v por RMN, se oxidd con Mnls iAttenburrow vy

Coles 195921 & El aldehido resultante = reduic con NaE&Hq

{(Holuigue, 1980) obteniéndose como anico producto (50



tritiado.

Se obtuvo [1—3H3 6F al fostorilar £1—3H3 GOH por el
método de Cramer modificado por Popijack y col. (1962), +For-
mandose como productos mono. di y trifosfatos de geranilo,

Y

fosfatos inorgédnicos. Los fosfatos de geranilo se separaron
por cromatografia de intercambio anidnico en DERE-Sephadex A-
25 (Rpjas v col.. 1983). La elucidn de la columna se efectud
com una gradiente lineal de bicarbonato de trietilamonio entre
50 0y 600 mM, a pH 7,5. Los fosfatos de geranilo eluidos de la
columna de intercambio se liofilizaron., corn lo cual se elimind
cuantitativamente la sal de trietilamonio: luego se disoclvie—

ron  en agua y se conservaron a 4°. El [1-"H1 GFF se reservé

para realizar experimentos de solviélisis v de biosintesis.

2.%.2 Reordenamiento de T1-"H1 BOM e hidrélisis de C1-"M]

GF.

FPara reordenar [1~&HJ GH, =e empled el procedimiento

descrito por Valenzuela v Cori (1947)., gue conziste en  hacer

-t f

reaccionar [1-"H1 GOH con HC1 Q.1 N a 37 en acetona como

solvente. Se produce una mezcla de alcohocles @ hidrocarburos
cuva composicidn depende del tiempo de reaccidén. Fara
nuestros fFines se considerd adecuado trabzjar hasta las 62 h

de reaccidén. Tal como muestra ls tabls 2, mavor tiempo de
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TABLA 3

Productos del reordenamiento de [1—3H] 60H en medip acido

% Reaccidan % Reaccidn
62 h 113 h
[1-"H1 LOH 60 | 60
[1-"H] TOH 11 27
[1-SH7 GOH 26 10
[1-"H1 NOH £ i 1
[ HI1 HC 2 %

reaccian no conduce & la obtencidn de mayor contenido de Li-

-

“Hi LOH sino que se

lLa reaccidn =&
na v = agread n-he
¢ i de Ine restantes
nté por medio de una

La hidrdlicsis
manteniéndose a 37°

NaOH 0.1 N, v baja

empieza a acunular TOH.

detuvo con EQOH 0,1 N, se evapore la aceto-

wano., El E1“3H3 LOH asi obtenido ss  zepa-
productos v del EI*SHB GOH gue nD.reacciD-
cromatogratia en columnas de Adsorbosil-S.
ce E1—3H3 EF s¢ hizoc en HCO1 O,1 N,
durante 10 min., Se detuvo la reaccison con

mdo 1a temperatura a 4%, Los alcoholes e
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NFF no se elabord un procedimiento de purificacidén adicional.
Se puede establecer con ectos datos que a pH = 7, pH  en
gue s& realizd la hidrdlisis del LPF, hay presente &4% del

trianidn LPPJ— y 2&6% del dianidn LPPHEH, ambos contribuvendo

en la constante de reaccidén.

3.1.3 Participacidén del metal en la hidrélisis.

3.1.3.1 Velocidad de formacidn de productos.

El experimento se realizd a concentracién constante del

LPF v wvariandoc la concentracidn del metal. Se midieron

velooidades iniciales, graficéndolas en Ffuncidn de la

concentracidn del metal (fig. 15 = Lac diferencias

encontradas en la composicién de productos se describirdn més

adelante {(seccidn 3.1.3.7). En la figura ce puede ver gue al

I.-.I

modificar la concentracidn del metal entre O vy 4410 T M 1a

. 3 2+ . .
velocidad de reaccidn o no se altera, con Mr* , o disminuve en
-

: g L% ;
un factor de 3., con Mg® . en tamte que = concentracicnes

-
. P .
supericores a 4x10 M. en amboe casos la velocidad aumenta

significativamente pero sin llegar a un valor limite.

La +forma de las curvas sugiere gue e]1 aoregado de metal

5

hasta 4%10 ° M lleva a la formacién de una especie cuya

reactividad es menor a la de una segunda especie gque se forma
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a concentraciones superiores. El comportamiento observado en
la primera parte de la curva se puede atribuir a la formacién
de la especie ligante/metal = 1/1, cuya presencia se confirma
por los datos de titulacion (seccidn 3.1.3.2). La formacién
de una segunda especie con mas de un idén metdlico 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 formaria completamente en las condiciones de

reaccién.

La expresidn cinética para la hidrélisise del LPF en

i 2+ S
presencia de M se puede escribir, de este modo, en la Fforma

general:
v = kv,[LPPx - M1
¥, ¥ = estequiometria de complejos reactivoe.
k*a= constante de velocidad de formacidén de productos a

partir de los complejos reactivos.

Fara el casco del LF, =2 cbservé un efecto sobre 1la

velocidad de hidrélisis solamente Ffrente al agregado de
a4 ; ;

Mo . La curva obtenida, (figura 1&), muestra una
. . =2

csaturacidn a concentracidn de 10 M lo gue revela gue se

encuentra formada cuantitativamente la especie de mayor

' 2 .
reactividady concentraciones mavores del Mn no produieron un

efecto cinético adicional al descrito. lo gue indicaria que, a

diferencia de 1o gue ocurre con LPFP, en este caso
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' 10
[MnSOA]x1O3(M)

Figura 16 Efectoc de 1la concentracién de Mn2+ sobre la

hidrélisis de [1-"Hl LF.

Lkl = EShlﬁﬁb M:; amortiguador TES-HCI O,1 M, pH =
7.0, £t = 40°y tiempo de reaccion 4,5 h.



cineticamente se detecta una sdla especie que es mas reactiva

que el LPF libre.

_ : 24+ . e e
Con el Mg no se observd un efecto cingtico sobre la

hidrélisis del LF al aumentar la concentracion de este metal
hasta 0,1 M, lo gque puede significar gue el LF no liga Mg“ , o

~3
bien que el complejo LPMQ‘+ tiene igual reactividad que el LF

libre.

3.1.3.2 Cuantificacidén de la unidén del metal y de las
constantes de reaccidn.

Las opbservaciones descritas en cuanto a que la velocidad
de hidrdlisis se acelera ai agregar Ng2+ o Hn2+ al medio de
reaccion hicieron necesaria la determinacién cuantitativa de
las constantes de unién ligante-metal y de las constantes
cinéticas para poder relacionar la concentraciéen de las
gespecies presentes con las velocidades . Asimismo . dado que
en los experimentos de biosintesis de hidrocarburocs ciclicos
las ciclasas presentan reguerimiento abscluto de estos
cationes, también los resultados podrian informar sobre si1 hay
o no relacién entre la concentracidén de determinada especie
precente v las velocidades de réacciones enzimaticas vy, en
consecuencia, permitiria proponer un mecanlismo  comdn Que
permita explicar el cierre de anilloc a partir de los
difosfatos alilicos.

Las constantes de ionizacidn'y de asociacidn con cationes

han sido exhaustivamente estudiadas para el caso de los
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nucleotidos de adenina y de otras bases (Sigel y Amsler, 1976;
O0°8ullivan vy Smithers, 1979). En cambio, para los difosfatos
y monoftostatos alilicos practicamente no existen datos. Las
razones para esta ausencia de informacidn son varias: ninguno
de ellos existe comercialmente: son inestables incluso a pH
cdlo ligeramente dcido (pH = é,5) v la presencia de cationes
bivalentes acelera notablemente la hidrélisis. lo gue hace 1la
obtencidn de estos parametros bastante dificultosa.

i bien los experimentos de hidrdlisis v de biosintesis
cse hacen a pH = 7, se estimd conveniente determinar la
concentracidn de ligante libre que se encuentra como trianidén
v comp dianién en un rango de pH entre 4,5 v 9. Tomando en
cuenta los equilibrics gue se representan en el ecouema de la
figura 17, se puede determinar la unidn del metal a cada una
de las formas de ligante.

Este esquema considera la +ormacidn del complejo
monometalice RPEﬂ_ a traveés de la unidn de metal al difosfato
desprotonado RPPSH, Kifs ¥ @l difosfato protonado RPPHE_, Kaogs
con este Oltimo se formaria un complejo metalico &cido Qque
disociaria el protén, kg”» Finalmente, frente al agregado de
cantidades adicionales de metal., se Fformaria un complelo
biemetélico, KE%’ﬁ Cualguiera de las espeCies presentes en el
medio de reaccidn s  puede hidreolizar con su constante
cinética caracteristica, kg, ky 0 kp. Los apéndices 1 y 2

o

contienen las deducciones de los procedimientos de obtencidn
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de Kigfs Kzgs Kg' y Ky a pH = 7, basadas en el esguema
presentado vy que involucrd una medicidén potenciométrica. en
tanto gue el apéendice 3 incluye el procedimiento de obtencidn
de Ko24" gue involucro una metédica cinética.

Es de destacar gue los métodos y cadlculos son  igualmente
vadlidos para el monofosfato en el que se espera gue un mol de
metal se una por mol de ligante., de acuerdo al esguema de la
figura 18.

Fara determinar las constantes de unidén a metal., se
utilizd un procedimiento similar al descrito por Tagui Kham v
Martell (1%962)., el cual fue adaptado Yy Ccorregido para su
aplicacidén a los compuestos en estudio. Su  deduccidn se
encuentra en el apéndice 1.

El meétodo. decscrito en la seccidn 2.95. s basa en un
cambino en la curva de titulacidén del ligante en presencia de
metal con respecto & una curva del ligante libre. al Fformarse

compleios con el metal.

La Figura 19 muestra un experimento tipico en gue se
tituld LFP en presencia y ausencia de MA“T, Puede verse aue
la titulacidn =e efectud en el rango de pH 4,4-9, De este
modo se realizaron también las titulaciones de los compuestos

; 2+ 2+
GPF, NFF v LF en presencia de Mg o Mnm . Se optd por no
trabajar a valores de pH inferiores a 4.4 dado que 1a

velocidad de hidrdlisis, en especial de LFF v LF, aumenta

notablemente. Con la avuda de las constantes de ionizacidn de
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r » Productos

KSf\
RPPHM
Figura 17 Constantes de formacién de compleios mono y bis-

metdlicos vy constantes de velocidad de hidrélisis

— 3__
del ligante 1libre, RF'PH2 y RPPT , vy de los

complejos RPPM  y RPPMy'.
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ko
/ » Productos

K , H* K
N KA '
RPHM* = RPM

Figura 18 Constantes de formacién de les complejos mono-

metdlicos vy constantes de velocidad de hidrélisis

2_

de ligante libre RPH y RF # del complejo RPM.
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LPP
| LPP/MA 2= 111

¥ | ] ] ¥ L) | |

0 20 60 100
Vol Na OH (ul)

Figura 19 Titulacidn potencionetrics Se LPPIMATT = L/1.

LFFI = 1210 ° M & MR~ 1 = 1x10 - M 3  [NaOHl =
i

OD,16Z N 2 ¢t = 258 3 1 =20

20 H

— e e )



los compuestos previamente obtenidos, en que pky” LPF = 6,75

. s -
Yy, tonsiderando que la disociacion de RFPH»2 >  RPPH® + H+

debe ocurrir a un pH muy semeiante al de ADP (Fhillips. 19446)
o de IF (Tidd, 1971) gue ez de 2 v 2.5 respectivamente. se
calruld gue para el caso de LFPF a pH = 4,45 se debe encontrar
F9.9% en la forma de LPFHE_ v solamente O,5% en la forma de
LPP3*. Asi, se estaria titulando a valores de pH 4,45 v
superiores la contribucidn a la unidn del metal de las formas
protonada vy desprotonada de LPP.

For otra parte. ec de destacar gue a valores de pH
superiores a 7 se notaron fluctuaciones en las mediciones,
probablemente debidas a la formacidn de hidrosxe complejos de
Hq2+ o Mn2+, por lo gue los cdlculos de determinacidén de las
constantes s limitaron al rango de pH 4.7 - 6.7 en  gue s
encuentran presentes las dos especies en estudio.

fAdemas. con el fin de evitar la participacidon de un
posible compleio bismetalico en equilibric con el resto de las
especies, el edxperimento se hizo en una relacion eguimelar vy
corn concentraciones de RPF v metal relativamente bajas. de

imM. . Manteniendo esta relacidn, también se puede considerar

insignificante la participacidn de una eventual ecpecie

(RFF)5M proveniente de un eguilibrio RPPM + RPF ———= (RFFIaM.
va gue no habria RPF libre mé&s que para formar RFFM.
De acuerdo a la metddica descrita en la seccidn 2.6.1.1.

=z obtuvo en primer lugsr la concentracidn de metal libre para
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diferentes puntos de la curva de titulacién. En las curvas de
la Ffig. 20 se ve., comp era de esperar, gue &n la medida gue

aumentan el pH v la constante de unidén kKig, que representa el
Kif

—

——— LPPM , la concentracién del metal

2+

eguilibrio LPPE“ + M
libre disminuye.

Los valores de concentracidn de metal cobtenidos de este
modo ze  ipcorporaron en la ecuacidén 8., lo gue permitid
realizar la grafica secundaria que se muestra en la insercidng

en el punto de interseccion de las curvas se hallan:

-."('

Mig = 30.200 M0 v kze = 270 M

Finalmente, se pudo obternsr la constante de ionizacidn

del compleic LPFHMNn, kg7, empleando la ecuacidn 9.

=B

= 4’ =

i
(30 ]
x
—

]

Las Z1 conztantes restantes se determinaron por el mismo
procedimiento y los resultados se resumen en las tablas 10 vy
11.

Aungue noo se investigo =1 las

mn

zles mgrecadas tenian 0 no
urn efecto especifico, se encontrd gue al hacer el experimsnto
ajustarmdo a I = 0,8 M gue priacticamente s superponen las
curvas de titulacidn en ausenciz y en presencia de metal: ésto

indicaeria que la alts concentracidn de electrolitos estaria

impidiendo la formacidn de lo= complejos monometalicos.

8%



For otra parte. es probable gue en la determinacidén de la
rconstante de unién de LP-Mg bhava un importante margen de
error, va que el desplaramiento de la curva de LF-Mg respecto
a la de LP libre resultdé muy peguerc. No se logré mavor
desplazamiento adn al agregar una concentracidén de Mgz+ &
veces mayor. El valor gue se informa en la tabla es el més
bajo obtenido para todos los compleios en estudio e indica que
practicamente no hay unidén. Esto se pudo corroborar al
intentar medir la formacién del complejo por el método
espectrofotométrico con B8-hidroxiguinolina (Burton, 19%5%9) en
que no se observd unidn. Este hecho permite por tanto,
concluir gue la observacidn previa de gue Mgz+ no afecta la
velocidad de hidrdédlisis de LF (fig. 1&). se deberia., entonces.
a que en las condiciones de reaccidn LFP  se mantiene

preponderantemente en su forma libre.

Segin la tabla 10, los valores de K=zgy para los difosfatos
san de  orden de magnitud semeiantes (entre S0 y 270 Mmi) Y
mucho mas baios gue loz de los complejos del trianidn RPPS",
resultado que concuerda con lo descrito para  los compleios
metadlicos de derivados fosforilados de adenosina (Tagui Khan v
Martell, 19&Z), v gue =e deberia & la mayor densidad de carga
en el trianidén respecto al dianidn. Este mismo hecho explica,
ademés, la diferencia gue se encuentra entre las constantes de

union del difosfato y monofosfato: si se compara Kig para LFF

2
v LFP con Mn“+, se observa gue la estabilidad del complejo

S0
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- pH 5,83
z 11
- =300+ 528
z X —
q\-’
= 2004
x
v
5
= 81 100+
f |
.
s i;siﬁ
tog Kyy
5.
pH = 5,25
- D‘\K:' 5.44
\\‘ 5-83
4 5.83
L] ] ¥
L4 4,45 45
log K”
Figura 20 Determinacidén de las constantes de unién de LPPS_ Y

LPPHY T & mn?Y Ky y Kzp).

Ern el grafico principal =se reprecsenta la wvariacion
de 1z [Mljipre ©n funcidén de log kKige & pH 5.25 (O -0} pH
S84 (+—4): pH 5,63 (0-D0) vy pH 5,83 (A -A4),

En la incsercidn, determinacidn grafica de 1los
valores de KFig ¥ Kz,



TABLA 10

Constantes de unién de RPPHZ . RPP- , RPH ™

RFF/M : e | . =1
iz, q } “
o rE<Y *1F (M PSF (M ™)

24 ) e }
LPF/Mn Z0. 200 270
e . - )
LPE/Mg™ 11.700 H1%

2k . :
LFZMaT 1.100 110

SNT—

B

4 - -y
LFY Mg 275 =0
e s B - e
GFF M 24,500 175
. . .
GFF Mg 2. B0O0 S
- . E+ e = =
NFF /M B S i

L A N
MFF Mg 5, 7O 110

, o . e ST O
K.i1¢ representa unidn RFF + M e BPPH

kz+ representa uniaon REFHT + M == RFFHM

Las Fluctuaciones no

cobremazan el 77

24
pvcepto para LP/Mg™ .
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TABLA 11

Constantes de disociacidn de protdén RPPHZ— y RPPHM

=2+ 2+
RPP o M = Mn M = Mg
o RP Pha pkg’ pkg’
LPP 6,75 4,7 5,0
LP 6,75 5y 7 6,2
GPF 6,55 4,4 5, 8
NFF 6,35 3,6 4,6

Ka4® representa la disociacién RPPHM —— RPPM + H




LFFMn es 27 veces mayor que la de LPMn.
Finalmente, otra importante conclusién gue se puede
obtener de esta tabla. es gue las constantes de formacidn de
: Z+ .
los complejos con Mn SON mayores gue las gue se obtienen con

Mg2*, independientemente de si se trata del ligante RPPS o de

RPPHZ .

Este es un comportamiento general para moléculas que
contienen fosfato, difosfato o trifeosfato. como por ejemplo
adenosin mono, di vy trifosfato, hexosafosfatc o fosforil
creatina (0'Sullivan v Smithers, 1979). Si se considera la
dureza absoluta de Mg2+ Y Mn2+ =g puede, en principio,
predecir el tipo de enlaces gue debieran ecstablecer. Fearson
(1987 v 1988) ha cuantificado la dureza de diversas moléculas
v la ha relacionado con la teoria de orbitales moleculares en
estos terminos: "Las moléculas duras tienen una gran
diferencia en la energia de los orbitales HOMO-LUMO v las
moléculas blandas tiemen una diferencia pegusna'. Como
consecuencia de ésto., las primeracs ecstablecen enlaces dehbidos
a cargas electrostaticas, en tanto gque las segundas. gue son
mas polarizables, forman enlaces en gue predomina la
covalencia.

En forma abreviada se presenta en la tabla 1Z la durezs
absoluta v las energias de los orbitales HOMO-LUMO de algunos
cationes, de moléculas neuwtras vy de anicnes.

En la tabla se encuentra el valor de la dureza de Hz0,
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TABLA 12

Dureza absoluta y energia de orbitales HOMO-LUMO

de algunos cationes, moléculas neutras y aniones.

n 1 &

{eV) (eV) (eV)
L, 35 75 5
Na 21 47 5
Ko i4 32 4
. 33 80 15
MRz, - 34 i&
Cos, 8,2 55,5 17
Cu® 8,3 37 20
H=0 9,5 12,6 —fy 4
Ho5 6,2 10,5 -2, 1
HF 11 1& —&, O
HC1 g 12,7 3,3
HI 5,3 10,5 0,0
OH BT 13,0 1,8
={e! 5. 1 10,4 v

n = dureza absolutay 1 = —-F HOMO: & = —-E LUMO
(Fearson, 1988).



n = 9.5 ev., porque aparte de gue se puede emplear cumb una
molécula de referencia. es el solvente con el que Mn2+ se
encuentra inicialmente coordinado y al formar el complejo lo
zustituye el oxigeno del difosfato. La constante de velocidad
para esta reaccién de sustitucidén es ky = leﬂéseg_l (Furcell
vy Kotz, 1979).

De los valores tabulados se desprende que Mn2+ es  un
catidén mas blando que Mg2+ y gue la diferencia HOMO-LUMO de
ellos ez 18 y &5 ev, respectivamente., indicando ésto gue Hn2+
presenta mayor polarizabilidad que Mg2+ ¥y« Ppor lo tanto.
formaréd enlaces con cierto grado de covalencia, & diferencia
de M92+ gue preterentemente participard en interacciones de
tipo idnico.

For otra parte. aungue no se dispone de informacidn socbre

la dureza de moléculas complejas. se puede como aprosimacidn,

estimar gue la dureza local de los atomos dadores en:

0y . On
R—U—E—G_E—a’
Y
a G

deberia ser inferior a la de H20 u OH si se considera que 1la
insaturacien ablanda o© aumenta la polarizaebilidad de los
dtomoe v gue este anidn deslocalizado tendria gran tamado

efectivo. Esto permitiria wvisualizar un cierto grado de
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2+ 3 2+

covalencia entre Mn y R=P20%" . A diferencia de Mg~ , el

ke
an posee orbitales d semillenos de simetria apropiada para

interacciones con orbitales p llenos del oxigeno del ligando:
como  en H-o0 u DH—, el oxigeno en este caso se comporta como
dador v v sus electrones e deslocalizardn sobre los orbitales

Fara Mgz+, la situacidn es diferente: suse orbitales de
valencia =son muy estables (2522pb) y no dispone de orbitales
Zd aseguibles (la diferencia energética entre orbitales HOMO-
LUMO e=s 65 ev) gue pudieran participar contribuvendo con algan
grade de covalencia, de tal modo quella interaccién con el
difosfato se puede estimar gue seria esencialmente debida a
las cargas de ambos iones.

Con respecto a las constantes de disociacidn de protén de
los complejos monometdalicos RPFPHM gue. expresadas como pkg’.
ze han informado en la tabla 11, se puede ver gue e] metal
aumenta la acidez del Gltimo protdn, va sea se trate del éster
fosfato o difosfato. v gue introduce una marcada diferencia en
los valores de pkg™ de los complejos con Mt respecto a los
e ng+, siendo los primeros en todos los cessogs mas bajos  que
los seaundos. Esto seria una consecuencia de 'la unidn de los
metales a RPPHEm. 5in embargo, tomando en cuenta kKzg v pkyg’
g puede concluir gue estos complejos protonados no tienen
importancia significativa en el rango de pH ngutra a pesar del

hecho de oue en el ranoo acido suw concentracidn puede ser
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apreciable: este hecho se pone especialmente de manmifiesto al
obtener la constante de unién total aparente de la especie

monometalica, Ki¢'s como se describe a continuacidn.

3.1.3.3 Constante de unién aparente de la especie monometa-

lica, Ki¢'-

Fara poder establecer las concentraciones de las
diferentes especies presentes en los experimentos de
hidrdlisis v en los de biosintesis, se determind la constante
de unidn total aparente a pH = 7., Kyg”. Fara ésto. en forma
general se coneiderd el equilibrio M + RPF ——— RFPM., en gue
EFF  corresponde a las especies RPPEH v RPPHE—. La deduccidn
de la ecuacidn se describe en el apéndice Z.

En la tabla 1% se reszumen los valores obtenidoz por
titulacidén en este trabajo v algunos valores informados en la
literatura gue fueron obtenidos por el método de competencia
con 8-hidroxiguinolinae (Burton, 1929). Ademis, en la tabla se
incluyen las constantes .respectivas para ATF.  ADFP v AMF,
moleculas para  las cuales hay una amplia informacién:  en
presencia de Zn2+, Cu2+, CDE+ fu NiE+ estos derivados
establecen una marcada interaccidén entre la porcidén adenina vy

el metal ademds de la interaccidn entre el fosfato v el metals

. 2+ . . .
en presencia de Mn® esta interaccidn es débil. en tantc que
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TABLA 13

Constante de unidén aparente de mono y difosfatos

alilicos y de derivados de adenosina a pH = 7

Kye?  (MD)
M=t Mg<t

LPP 19, 400 7. 600

LF 740 205

GFF 18,200 (25.000) > 2.100 (7.700) % é
NPF 42,900 4,700 (2.500)% %
ATF 60, 200"’ 16. 6007’ %
'ADP 14,500%) 1.500%° E
AMF 2009’ 78

a) (Obtenido por competencia con 8-hidroxiguinolina
(Chavet v col.. 1984).

b)Y v ¢} Obtenidos por titulacidn potenciométrica
{Taguil Khan v Martell, 1962 & v b).

d} Recopilado por O0°Sullivan v Smithers (1379).



2% * : :
Ca o Mg2 solamente interactuan con el grupo fosfato (Sigel

i987). Por tanto. se estima apropliada la comparacitn gue agui
se hace.

Se desprende de la tabla gue las constantes de unidén
total aparente tienen valores s6lo ligeramente inferiores a
las respectivas constantes de unién del trianidn RPPE_ o
dianién RPQ— dezcritas en la tabla 10. Fara el caso de LFF,
gue se puede considerar como ejemplo reprecsentativo de los
compuestos  recstantes, &sto se debe a que a pH 7 solamente un
Z6%  ewxiste en la forma de dianidn. LPPHEP, el que une
débhilmente al metal. de mode gue la contribucidm de esta
especie es baja.

For otra parte, al comparar los valores obtenideos en esta
tesis con los obtenidos por complejacidén con B-hidroxi-
guinclina. se cobserva que no hay una diferencia significativa.

El meétodo que hemos empleado tiene la ventaia por sobre
ecte Gltimo, de gue con la sdla utilizacidén de la ecuacidn 10O
e puede conocer la Kjg total aparente en un rango amplioc de
pH  (fFig. 21). a diferencia del método de Burton, en gue 1a
determinacidn de la constante se efectia a un pH prefijiado v.
ain mas i1mportante para nuestrea investigacidn, ec el hecho de
gue la determinacidn por pH no tiene rectricciones en cuanto
al catidn a estudiar, en cambio con 8-hidroxiguinelina el
ranago 0til de trabalo se encuentra entre pH 7.7 v 9.1, rango

en el cual Hn2+ tiende a precipitar Fformando hidréxidos
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Figura 21 eriacifén de K,¢” con el pH.



Concentracién de ligante libre, especie monometdlica

TABLA 14

y especie bismetdlica a pH = 7.

RPF M S (uM) | SMy (M| SMo (uM)
LPF  Mn 207 796, 4 0,65
LFF Mg 303 697 0,04
GFF  Mn 183 813 36,8
GFF Mg 482 503 14,6
NEF  Mn 142 858, 3 0,13
NFF Mg 368 631,7 1,17
[RPF] = [M] = 1 mM.
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compleios vy 6xidos insolubles (Butler, 1964) .,

Fara comprobar la validezr de las deducciones hechas para
el calculo de las constantes de formacidn de las especies
monometalicas (Apeéndice 1 v 2) v por tanto de los resultados
cbtenidos. se calculd la concentracidn de ligante libre,
especie mono v bismetdlica presentes durante las titulaciones
a pH = 7. FPara écto se emplearcon las ecuaciones 17 v 18 del
apendice 4 y los valores de Kijg” v Kog™: 1la obtencién de este
tltimo se presenta en la siguiente seccidn.

La tabla 14 muestra que en todos los casos estudiados, el
ligante se encuentra predominantemente en la forma de especie
monometdalica v gue practicamente no hay presente complejo
bismetalico. El dnico caso en gue se encuentra representando
un .74 del ligante total es en la titulacidn de GFP-Mn: en
este caso se estimé conveniente no disminuir la concentracidn
de metal va gue si bien se legraba bajar la concentracidn del
complejo, también se producia un aumento de la concentracidn
del ligante libre. Ademds, éstos son valores m&ximos
calculadeos y qgue en la practica fueron menores va que los
valores de pH empleados en la determinacidn de FKig v Kzg
estuvieron en el rango 4.7 - 6.7. Finalmente, la tabla 13
muestra que las magnitudes de Ky §° para los nucledtidos ADF vy
AMP con HnE o Mg2+ no varian sustancialmente respecto a los

ssteres fosfiéricos estudiados. Se desprende asi como

conclusidn de valide:z general gue en acguellos compuestos en



los que la interaccién del metal se establece por la porcién
fosfato, l1los valores de las constantes se encuentran en un
orden de magnitud similar vy gue principalmente estan
determinadas por el nimerc de grupeos fosfatos presentes en el

ester.

3.1.3.4 Estequiometria del complejo de LPP con H2+.

FPara obtener la estegquiometria del complejo de mayor
reactividad, se empled el método de las variaciones continuas
de Job (1933). Con este fin se graficarcon las velocidades
iniciales de hidrélisis en funcidn de la fraccidn molar de
metal, Exprésada Como tM2+3/tM2+] + [LFFI, manteniendo el
dernominador constante. Las especies reactivas H2+/LPP = 1/2;

1/1 o 2/1 se deberian evidenciar por suse velocidades maddimaz a

o

valores de fraccién molar 0,357 0,

v o 0,67, respectivamente.

~

; 3 ' 2+
La fig. 22 muestra el resultado obtenido con MR® ., en gue 1la

velocidad mdxima se observa a un valor de fraccidénm molar de

o}
e

- ¥
0,5, es decir, cuando £ﬂn‘+3 = [LFPI. Al utilizar Mg SE

+

obtuvo un resultado similar a éste.

Corn lp= valores de constantes de Fformacidn de  los
compleiocs mono vy biametélicoe gue se informan en la siguiente
seccidén, s calcularon las concentracionss de LPP libre, LFP-
Mn vy LFF-Mnz en cada punto del experimento. Se  pudo asi
restar a la velmciaad observada la contribucidn de LPF libre vy

s pudo Egtableceryqua en el punto de fraccidn molar 0,67 hay
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LPP/Mn" =
1I1 /2
s -
. =
> l=z
0.9" — —
s | &
o - w m
e —
T -
‘£ 0.6+ 120 e
S~
b 3 o
a
} o= =
0.34
- - 40 P4 |
o L 2 E
0.2 0,6 2+ 1.0
Mn

: 2+

Figura 22 Efecto de la +Fraccién molar de Mn sobre la
velpcidad de formacidén de alcoholes e hidrocarburos
{ O —0) y =scbre las concentracicones de especies

monometdlica (8 -8 y bismetdlica (&A— &),

[LPFT 4 [MA™ 1 = 0.5210 ° M :  amortiguador TES-HIL
a2 M pH T 3 temp = I0° j tiempo = o min. :

‘ En cada puntoc se restd la contribucidn de 1

reaccitn de LFF libre.
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presente 0,106 uM del complejo bismetalico, lo gque representa
solamente 0,0bx-del total de las especies en solucidén: en este
punto la concentracidn de LFFMn es 134 uM.

A diferencia de lo observado para el caso de GBPFP (Vial vy
col.., 1980) en gue el complejo bismetalico se forma en alta
concentracidén en el medio v es la especie mas reactiva, en
este caso las concentraciones relativas de LPPMn y LPPMno
representaron una seria limitacidn para detectar la presencia
del segundo complejo.

En conclusidn, el método empleado demuestra la presencia
de la especie monometalica, Fundamentalmeﬁte porgue ésta se

encuentra en mayor concentracidn respecto a la especie

bismetalica.

3.1.32.5 Constantes de velocidad de las especies mono y bis-

metdlicas kj. k7 y constante de formacidén de 1la

especie bismetalica, kKog’.

tLos experimentos v resultados recientemente descritos han
puestno de manifiesto la existencia de los complejos
monometalicas yv el valor de sus constantes de formacidn.

£l analizar con esta informacién las fig. 15 yv 16, gue
muestran el efecto cinético en la hidrdlisis de LFFP vy LF

P+ 2+
frente al agregado de Mn o Mg~ . se puede ectablecer gue en
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la primera zona de la figura 15, entre O y 4x10“3 M de M2+, se
estarian formando dichos complejos: por sobre 4x10*3 M 1la
velocidad aumenta sin llegar a un valor limite, lo gue indica
gque cinéticamente se detecta la formacidn de una segunda
especie, que corresponderia al complejo LPPMo. La especie
RPFM- se puso en evidencia al hacer el agrafico de Job con GPF

2+ , o
y MnT i dado gue su constante de formacidén es suficientemente

alta, Kog™ = 666 M-l (Vial y col.. 1981), predomina por sobre
RFEPM  a altas roncentraciones del metal.

Azi. de la primera parte del gréfico se pusde obtener la
constante cinética ki ppM— en tanto que de la segunda parte
se obtiene ko ppM*: 1los resultados obtenidos para k-2 se

informan més adelante.

Fara el caso de LFP, &n cambio., solamente e detecta el
compleio LPMn vy su ky respectiva se obtuvo de la saturacién de
la curva de la Ffigura 16, No se detectd la formacidn de un
compleio bismetalico, cuyva formacidn desde el punto de vista
estructural e=s improbable. For otra parte, tal comoc se

. o1 13 24
comentara en la seccidn 3.1.3.2, la unidén de LP a Ma es muy
. : . 2%
déhil, de ahi gue en el ranogo de concentracidén de Mg en gue
se estudid la hidrélisis no s=e observa un cambio en la
velocidad como consecuencia del agregado de ecste metal, v por
tanto no se determing ky.
La tabla 15 muestra log valores de ky obtenidos en este

trabajo junte con los gue se encuentran disponibles para los
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TABLA 15

Constantes de hidrdélisis de esteres de fosfato y difosfato

unidos a Hn2+ o Hg2+ (ky).

Engél ki (5eg"1)
LEFMN 1,1x10"%
LFFMg 4,3x1ﬁ—5
LEMn 1,7%107°
LFMg -

GFPMAY’ %, 4%107
GFPMg P’ 5,5%10 7
NFFMAD’ 1,2x10 "
NPPMgb) 1,9%10_6

Las constantes cinéticas para LFPMn v LFFMg se obtuvieron
a 20° a partir de los datos de la fig. 12. El resto de
lag constantes se determinaron a 40°, La fig. 16 muestra
las condiciones en que se obtuvo ki LPMm.

a) Obtenido de Vial v cel. (1981).

By Obtenido de Chayet v col. (1984).
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isémeros primarios GFFP 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 RPFMn  es igual a
la de la especie libre. Préacticamente lo mismo ocurre para
GFFMg vy NFFMg., en tanto gque para LPPMog se observa una
disminucidn. Se tiene. de este modo, gue en general la
neutralizacidén parcial de la carga del trianién mo contribuvye
en forma significativa a favorecer la salida del grupo
difosfato.

A diferencia de los compleijos anteriores, el complejo
LFMN es 2.7 veces mas reactivo gque LP libre:; en este casoc las
cargas negativas de los oxigenos guedan completamente

neutralizadas, vy el grupo saliente MnHFO4 tiene carga neta

L8 (Este argumentc se basa en que, aungue el pk " de

HQFG4_ = 7,21 (Handbook of Chem. and Fhys.,. 1968) ., hemos
= ]

demostrado que la presencia de MRS o Mg“+ aumenta

notabhlemente la acidez del protdn en el complejo RPPHM,
situacidn gue deberia ser semejante para el compleio
inorganico).

Volviendo al ester difosfato. en gue se detecta el
complejo LPPM>, la expresidn de velocidad para la hidrdlisis

de LPP corresponde a:

17)  vape = koLLPFI1 4+ ky[LPPM 1 + koflPFMo 3

2+ . . L
en gue al agregar M se desprecia la contribucidén de LPP

1068

N —

e mt

Lk v s e————— 177 0



libre en la vpphg dados los valores tan altos de Kyg'.

La determinacién de ko, para LPPHn2+ se realizd empleando
la ecuacidén 14 en sus formas linearizadas (ecuaciones de Hanes
y Woplf (1932) y Eisenthal y Cornish-Bowden (1974), apéndice
F). en tanto que para LFPM92+ debid realizarse por simulacidén
de esta misma ecuacion con computador yva gque la reaccidén de
hidrélisis no tiende a la saturacidn.

Del gra&afico de Hanes y Woolf (fig. 23) =se puede obtener,

ademds de k-, el valor de K" de disociacién gque corresponde

- +
al eguilibrio LPPMn2+ = LPPMn + Mnt.  Asi se logran los
siguienteslvalores:
Ko = 6,8x10“4 5eg”1
Ko gie’ = 0.3 M ==3> Kpg' = 3,3 M1

De acuerdo al métcdeo grafico de Eigsenthal v Cornish-
Bowden (fig. 24) se obtienen valores de kz y FK2'gije muy
similares a 1los determinados por el agrafico de Hanes vy
Woolf., v se prefirid cptar por estos valores va gue con ecste

método se ponderan todeos los datos por igual.

4 1

kn = 7,3x10" EEQ“

Ko’ gia = 0,25 M =3 kog® = 4 M



(ko - ky)  [M273

14) ky = k, =
¥ 1
K2 gis + [M°73
Ecuacisn de (M2t Ko’ dis tme*a
Hanes vy = — %
Wool+f k",‘“kl (kz"kl) (L’.z"‘kl)

= 1742 seg.
N R2dis | i7x108m
- (ky -k ) A7 x seg
T
0. 02 0.3
[Mn*ZJiM)

Figura 23 Grafico de Hanes y Woolf: determinacién de ko vy

Ko’ gic Oel complejo LPPMno .

Los datos experimentalez se obtuvieron de la fig. 15.



Ecuacion de kz = kj K2  dis
Eisenthal vy — = 1
Cornish-Bowden ky - kg tm™ 3]

= 4

i

(k= k1)262 x10%seg!

= 0,25 M

03 02 0.2 04
[MnZ] (M)

Figura 24 Grafico de Eisenthal y Cornish -Bowden; determi-
nacién de kp y K2'g4ijg del complejo LPPMns>.
Los datos experimentales se obtuvieron de la fig.

1%. La mediana de los puntos corresponde a la coordenada del
punto (ko-ky), Ko'g4is-



Para la determinacion de Kp'gis LFFMgz' en que se aplicé
la ecuacién 14, los resultados de la simulacidén con
computador se muestran en la tabla 16. La suma de los

.. b
minimos cuadrados(2,8029%x10 7) se encuentra para los valores:

by = 4.3x10 “seqg
—E =
ko = 77x10 “seg E
Ko" gig = 6.0 M ===y Kpg' = 0,167 M}

De estos valores se puede ver que el valor de K27 44g
indica gue la saturaciadn debiera alcanzarse con
concentraciones de metal cercanas a 6 M, lo gue concuerda con
la escasa pendiente del grafico. Como se puede vér en la
tabla. este pardmetro es el gque experimenta la mavor varilacidn
v dado gue en otros experimentos se obtuvo el valor de
Ko’ gie = 9.0 M, y debido a la dificultad de trabajar a altas
concentraciones, en definitiva se considera un rango de k3° gig
entre 5 v & M.

For otra parte, el valor de ki es idéntico al encontrado
por inspeccién directa de la curva de la fig. 15, lo gue
permite asegurar la valide:z del método de simulacidn,

La tabla 17 resume laz constantes de velocidad para 1la
hidrélisis de los compuestos libres vy sus complejos, kg
k=i v la tabla 18 resume las constantes de formacidn aparentes

a pH 7.0 Ky§ vy Kog'.
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TABLA 16

Resultados de la simulacién de la ecuacién 14

para LPP + Hg2+

kyx1Q kle?s ko' dis Desviggién*
{seqg ) (seg ) (M) ®10
4,1 76 Sa6 S, 0713
4,2 76 =y B 258540
4,3 77 6,0 22,8029
4.4 76 6.2 23 FE2
4,3 78 6,6 3, 2085

La desviacidén corresponde a la suma de los minimeos
cuadrados.



TABLA 17

Constantes cinéticas de la hidrélisis de los esteres alilicos

libres y unidos a Hn2+ o Mg

2+

EFP“ koxl?? ‘kixl?ﬁ _kgxl3§
O RF (seg ) {seqg ) {seg )
LPP 12

LPEMR 11 73
LPFMg 4,7 77

LF 0,63

LPMn

erp®’ 0,034

GFPMn®’ 0,034 1.5
GFPMgb) 0,055 Uge 26
NFPED? 0,1

NEFMAD 1,2 21
NPPMg P’ 0,19 1,0

lLas
LFy
a)
b}

constantes cinéticas para

GFF vy NFF a 40°.

Vial v col.

{1781}

Chavet v col. (1984).

LFF =e obtuvieron a

0%y



Constantes de formacidén aparentes de los compleios mono

TABLA 18

y bismetalicos, Kijf” vy K2’y a pH 7,0.

o g ! K oo 7t
LFFMA 19, 400 4

LFPMg 7. 600 0,2
LM 740 =

LFra TE _
GFEMn 18, 200 5b“a}
GFFMg 2,100 é:‘ﬁaj
NFFMr 42.300 1,1aJ
NFF MG 4,700 -

determinada

Chavelt v col.

por

{1984},

titulacion.
determinada cinéticamente.




En general se puede concluir gue los complejos
bismetalicos son los mas reactivos. tante para LFP con Hn2+ o
Mg2+ como para GFPF o NFP, aun cuando para LFF esta diferencia
no es tdan marcada como para GPP (tabla 19). v gue los valores
de kog' para LPP y NFP son aproximadamente 4 drdenes de
magnitud menores gque las constantes de formacidn de las
especies monometalicas. La excepcidn la constituye BGFF para
el que KkKng' es tan sdélo dos drdenes de magnitud menor que
E1g™s

Al analizar con modelos moleculares las estructuracs de

: . : 24+ 7+
ecstos compleijos. vy considerando gue la unidn de Mg o an se

ecstablece con un oxigeno de cada fosfato en forma similar & la
de ADF  (Sigel, 1987). =e chserva una importante diferencia
entre ellos. Para el compleio LFFM> se puede apreciar gue se
produce impedimento estérico entre el metal con sus HaO  de
coordinacion y el grupo metilo en Cz. conformacidn (1) (figura
2%) o bien entre el metal v los carbonos 1 v 2 o los carbonos
& v 7 conformacidn es (2) y (3J). De éstoc resulta qgue el
namero de conformaciones libres de impedimento disminuye
respecto al  compussto  libre. Se wvisualiza ague factores
estéricos de la misma indole estarian presentes en el complejo
NFFM-., aungue en este caso la interaccidn occurriria entre el
metal con sus HoU de coordinacion y los carbeonos 6 v 7. Eete
hecho podria ser la causa de que Kogp’NFFPMz v Kog”LPPM,  se

encuentren en un rango de valor semejante v que s mMERDr Que



Variacidn

de

TABLA 19

la reactividad de la especie

bismetdlica con

respecto a la especie libre, krppM /Krpps Y de la constante de
2

formacién de la especie bismetdlica con respecto a 1la especie

monometdlica, Kog’ /Ki§”.

RFF + I"I2+ krpeM /krpp Eog™ /Ky g®
)
¥ 8
LPFE Mn<t 6,1 2. 1x10"%
- i
LFF Ma“ ' 6.4 2,6%x10 "
-
EFF MR- " 44 3, 6510 %
2+ 5
GFF Mg g8 DL 0x10
- _
NFF Mn< PRE 2.6x10 °
e e
NFF Mg 138 | 1,110

Datos obtenidos de las tablas 17 y 1@.
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Figura 25 Estructuras probables de los complejos bismetdlicos

LPFMo, NFFMp y GPFMo.

Se muestran conformaciones en que habria
impedimento entre el metal v la cadena alguilica para los dos
primeros compuestos.

El color azul representa los enlaces del H20, el
rojo  los del metal, el amarillo los del fdsforoc. 1 naranja
lose del hidrdgeno. v el negro los de C~C vy C=C.
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knge® GFFM2, lo que indica que la formacidn de estos compleios
bismetdlicos resulta bastante mas dificil gue la de GPPMs.

Para el compleic GFPM; se observa gus la incorporacidn
del metal no lleva a impedimento con la cadena alquilica; ésto
posibilitaria el agregado de un segundo metal. Al respecto. a
modo de comparacidén, cabe mencionar oaue Fkog'BFPMo- es
practicamente igual que Kog ATPMg, = 40 M (Noat ¥ £0Y.;
1970) . (No fue posible encontrar el valor de kKoe”ADPMoo,  que

seria la constante mias apropiada para comparar).

En suma, los resultados descritos completan el cuadro
para la hidrdlicsis de los ésteres alilicos fosforilados. En
ecta reaccién  la naturaleza del grupc saliente tiene

importancia cinética, tanto en cuanto & si se trata de fosfato

o difosfato como a =i estos se encuentran como complejos

metalicos.

3.1.3.6 Relacidn entre 1la velocidad de reaccién vy las
concentraciones de los complejos mono Y

bismetdlicos.

Utilizando 1lcs datos de constantes de formacidn de los
compleios metdlicos  (tabla 18) v las ecuarcicones 17 v 18
fapéndice 4),., se determinaron las concentraciones de LEPM v
LFPM2+ presentes en el medio de reaccién durante los

experimentos de hidrédlisis detalladeos anteriormente. En  las



figuras 26 y 27 se encuentran graficadas las variaciones de
las concentraciones de ectac especies frente al aumento de
concentracidon de Hn2+ o Hg2+, respectivamente.

En ambos casos, se observa gue a concentraciones de metal
entre O vy 5 mM hay un aumento de la concentracidn del complejo
monometalico, hasta la saturacidén de esta especie {curvas b,
figuras 26 v 27): en este rango de concentracidn ne hay
modificacidn de la velocidad de hidrdlisis de LPF en presencia
de Mn2+, en tanto gque se observa una disminucidn de la
velocidad en presencia de Mg2+. En ambos casos, a 3 mM metal
todo el compuesto estd como LPP-My vy por ende la velocidad
observada s6lo se debe a esta especie. El agregado de
cantidades adicionales de metal lleva a 1la formacidén del
complejo bismetdlico, gque debido a su baja Kog” se halla en
peguensa concentracidén {curvas ©). Sin embarqo, BS
cimngticamente detectable por el aumente de velocidad que
=e corrvelaciona con el aumente en la concentracidn de esta
pepecie.

Del mismo modo anterior, con el valor de Kijg" para LFPMn
=g determinarcon las concentraciones de las especies LP v LFMN
ern el medio de reaccidn durante los experimentos de hidrélisis
de este compuesto (figura 28). Se puede ver gue en la medida
gue la concentracidn de LF libre decrece, la concentracién de

LFMn  aumenta., llegando & wun valor limite. Se aprecia,

también, gue la concentracidon calculada de este compleic va
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Figura 26 Relacién entre la concentracién de los compleios
mono vy bismetdlicos de LPF con Hn2+ y la wvelocidad

ge hidrdlisis.

[LFFI = 1521078 My & ke{O -0, b} [LFFMR] (& - &)
y ¢} [LFFPMnZz] (& - &),
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Figura 27 FRelacién entre 1la concentracidn de los complejos
: ; +
mono v bismet&licos de LPF con ng y la velocidad
de hidrélisis.
=&

[LPP] = 14,4x10 "; a) ke(O=-0), b) ELFPMgl (A-A)
v c) [LFFMazl (& - &),
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Figura 28 Efecto de la concentracion de Mn sobre 1a

hidrélisis de LP.

Cmnggcioneg de reaccién descritas en la fig. 16
[LFI = 3Bx210 Mi &) ky (0O-0), &) ILF] (& - JAN. y ©)
[LFEMN] (A- &),
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paralela al aumento de la constante de la reaccidén. correlacidn
gue ratifica el valor de la constante de formacidén Kigr para

LPMn determinada por titulacidén potenciométrica.

3.1.3.7 Distribucién de productos de hidrélisis a diferentes

valores de pH.

La hidrdlisis de LFF a pH 7.0 lleva a la formacién de una
mezcla de alcoholes e hidrocarbureos (tabla 2Z0) en la gue los
productps de sustitucidn exceden a los de eliminacién por un
factor de 4, predominando los compuestos de cadena abierta.

81 comparar esta reaccidn con la hidrdlisis catalizada
por  Acide., a pH 0.4, se observa gue la distribucidén de
productos difiere marcadamente: en esta Gltima précticamente
no  se observan productos de eliminacidn. aun cuando en ambos
casos el producto principal es LOH.

For otra parte, frente al agregado de Mg2+ o Mh2+ se
produce un  aumento importante en la cantidad de productos

ciclicos., va sea se compare con la reaccién a pH 7 o a pH 0.4,

Fara el caso de LF. los productos son muy similares si se

2+
a

compara la reaccion a pH 7 en ausencia o presencia de Mn
pero, al iQual que en el caso del LPF., s& forma una mavor
cantidad de productos de eliminacidén v de compuestos ciclicos
gue en la reaccion a pH acido.

Estos resultadns estén de acuerdo con un mecanismo en el

que e forman pares iénicos. puesto gue =1 la hidrdlisis de



TABLA 20

Distribucién de productos en la hidrélisis de LPP y LP.

LFP
pH = 7,0 pH = 0,42
IND cata- Mgz+ Mn2+
lizada
LOH . 4 44,9 27,8 59,7
TOH i, 0 41,2 49,0 23,0
GOH 1,9 0,6 11,3
NOH 1,8 0,4 S 3
Mirceno 11,0 13,8 St Dud
Limoneno 1+6 6.2 0,34
E+7 ocimenos 8.6 10,35 i,2
% ROH TF.0 86,0 77,0 T3
% HC 21,3 13,3 22,0 23
% Prod.tciclicos B9 .6 41,2 55,0 Py 5

&)

Cramer v Rittersdort 1%9&7.
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CONT. TARLA 20

L
pH = 7,0 pH = 0,4%
iNo cata— Hn2+ L

lizadsa
LOH 44,0 41,0 63,4
TOH 28,0 36,0 17:7
GOH 5 2.4 11,6
NOH o947 4.4 3.9
Mirceno 7.8 8.8 Oy
Limoneno i.0 0,6
E+Z ocimenos 8.7 TxT 1.5
% ROH 80,2 .8 [6.6
% HC 19.5 16.7 i
% Prod.ciclicos 29.0 28,0 18,3

a) Cramer y Rittersdort 1947,



loe compuestos ocurriera & través de la formacién de un
intermediario cationico Gnico. que en este ceso corresponderia
al catién linalilo. la naturaleza del grupo saliente, luego de
formado el catidn. no debiera influir en la distribucién de
productos, es decir. deberian ser idénticos. En la reaccitén
de hidrolisise que se discute., en cambio, si bién la porcioén

organica e= la misma. €l grupo saliente difiere tantoc en

tamafo como en carga:

R
R2 Ry 1
o / & & i
——— +
7N\ 7N\
Rs X R R
-
R R R
2\0/1 1CR
= ,H‘
7y ’
R3 OH Ry
X = HBPOq—E: HEOaMn:  HPoOy : HEoOoMA 3 PoOgMno:

iy
m
n
i
=
1
bt
o
m
o
—
n
m
imn
T
m

i w

cie predominente & pH7Y
¥ = HzFOg: HaF-0> 2 pH 0.4,
La naturslezse de X gz=tarie determinandoc =1 curso
posterior de la reaccion v, por tanmto. la proporcion de

alcoholes e hidrocarburos & formarcse. Rhor s

il
o
1ot
m
=
n
[}

;
r»

por ung DarviE N0 e observe practicamente diferencis entre loc

m

productes de LFPF y LF v por oira. hev un baic contenade d

compuestos ciclicos 1o gus permiite supoher

0

ue esto

progucto

mn
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provendrian del catién linalilo libre.

Al respecto. cabe indicar gue la participacién de los
pares idnicos como intermediarios de reacciones fue
establecida por Winstein en la década del S0 (Lowry vy
Richardson, 1981): vy para la hidrdlisis de GPF yv GP Rojas vy
Vial (1988) encuentran gue la formacidén del par idnico es la
etapa limitante de la reaccidn y postulan gue el agrupo
saliente interactia principalmente con el carbono desde el
cual se elimina.

De este modo. los productos que aoui se han obtenido
pueden explicarse al considerar que en el par id6nico la
presencia del grupo difosfato en el centro terciario produce
un  impedimento al ataque de H20., favoreciendo la eliminacidn
del protén del carbono vecino a ese centro, con la consecuente
formacidén de mirceno v E v I occimenos. La presencia del
difosfato favoreceria, ademas, el atague del carbono & sobre
el carbono 1, con formacion del catidon terpinilo, gue
posteriormente se estabilizaria por elimiqacion de un protdn
0 por agregado de Ho0, explicando asi la presencia de limoneno
dentroc de la abundante cantidad de pruduétos ciclicos. El
complejo biemetdlico favorece mas aun esta reaccion
protegiendo el carbono terciario del atague de H-20.

Lo anteriormente sefalado resulta énnsecuente con el

esquema planteado por Cor: vy col. (19846) (fig. 2%9). en

gque dos conformaciones del derivado del linalilo darian cuenta
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5
0

s = = - - - -

LX

NY E-OCIMEND
TY LIMONENO

Fig. 29 Esquema que ‘ilustra las principales reacciones de

sustitucién y eliminacién de 1los derivados de

linalilo.

A diferencia del esgquema originel obtenido de Cori,

Bunton y col. (1986, en qgue loc intermediarios seon
catidmicos. agui se consideran como pares idnicoe
¥ = fp=fato, difosfato. complejo mormnometélico o

bismetalico. Y = 0OH.
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de los productos observados. La conformacidn abierta
originaria LOH, GDH,rmirceno y ocimeno. Y la conformacidn
cerrada LOH, NOH, mirceno, ocimenos. TOH vy limoneno.

El comportamiento de LPF a pH 9 difiere del recieén

discutido vya que 1la hidrealisis lleva en este caso a la

formacidén exclusiva de LOH cuando se esta en velocidades

iniciales, 1o que corresponds hasta aproximadamente 15 hrs. de
calentamiento a 30° (tabla 2! ), (k y ﬂﬁ,lxloré segvl). A
medida gue avanza la reaccidén comienzan a aparecer TOH vy
finalmente HC los gue probablemente surgen por eliminacidn vy
reaordenamiento de LOH, ya gus ecstos compuestos son los  productos
predominantes  bajo control termodindmico (Cramer vy Rittersdorf
1947 fAstin v col. 19763 HBzuter vy col. 1978); la Formacidn de
alcoholes e HC llega hasta 26% del LPP inicial. vy hacia el final
de la reaccitn se observan en la fase acuosas los isdmeros menos
reactivos GFF v NPF. La composicidn de esta fase acuosa se
calculd & partir de la composicidn de los alcoholes provenientes
de la hidrdli=sis con fosfatasa durante 159 min. Los detalles
experimentales se encuentran en la seccidn 2.5%.8.3.

Este ordenamiento se decidid estudiar en  forma més

acahada., v s describe en la seccidn Z.1.2.9.

A

«»1.3.8 Parametros de activacién.
La Figura 30 muestra las graficas de Arrhenius que se

obtuvieraon para la hidrdlisis de LPP vy de LFPMn + LPPMno.
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TAERLA 21

FProductos de hidrélisis y reordenamiento de LFF a pH 2

Tiempo
fhoras)

RFF

TOH 30

aa HL = LFF 78
L OH L rMEE o
TOH 9% GEF 13

LOH 100

LOH
TOH

=
»

| ]

LoH T

Lnen

LFF




Los valéres de energia de activacién que se obtienen
tienen relacidn inversa con las constantes cinéticas
observadas, vale decir que Ejct (LPFMn + LPPMng) > Egeo¢ LFF. v
=in embargo es el complejo bismetdlico la especie mas
reactiva. Esta misma tendencia en el resultado se obtiene
para GFP vy su complejo bismetalico (tabla 22). Si bien es
precisc tener presente que el valor bajo de Kog® LPP impide
tener en el medico de reaccitn exclusivamente al complejo
biemetidlico, cuya concentracidn puede alterarse por efecto del
cambio de temperatura., se estima que este efecto en el
equilibrio GPP+2Mn2+;;::E- GFFMn> no deberia alterar la
concentracidén del complejo bismetalico en forma significativa
dado el alto valor de Kog" GPP.

La discrepancia aparente entre kj; v Eact podria
resolverse &l analizar el téermino entrépico de 1a reaccidn,
gue ecstaria determinando en gran medide los valores relativos
de la energia libre de activacion de estos compuestos (tabla
22¥. Fara LPP vy GPPLSS* tiene valores inferiores al de los
respectivos compleios bismetdlicos.

AN cuando no seria licito atribuir a una sola causa los
valores gue adguiere este término, una explicacién plausible a
lose resultados encontrados podria darse sobre la base de oue
siendo la ionizacidn la etaps determinante de la reaccidén., v
va gue en ésta a pgrtir de una molécula se forman inicialmente

dos iones. se deberia esperar un aumento de entropia. gue es
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Figura 30

Graficec de Arrhenius para la

10g.k\V

-2,5-

Ea log_#@
{(kcal/mol) (seqg ")
LPP 192.3+0,67 G.8+0,27
+LF‘PMn 20,041, 77 14,640,07
LPFMno

~3,54
-4,54 LPPMn .+ LPPMn-
LPF
T T T T
32 34 36

L x103¢°k" 1)

{4+ —+3) y LFFFn & LFPHNy (0 - 81,

hidrélisics

de LPF
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TABLA 22

Parametros de activacidn para la hidrélisis de LPP, GPP

y sus complejos bismetalicos.

AHT Ast A 6t
(kcal/mol) {cal/mol °ED (kcal/mol)

LPF 18,7+0, 64 -15, 6+0,04 25,4

LPPMNo 24,4+1,73 by 2+0, 03 22,6

al 5 o

GFF 24,4 ~g.8 e
‘ a)l - .

GPFPMn~2 0,4 16,0 2S5 6

al

Farametros obtenidos de los datos oue informan YVial v col.
(1981).
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loc que ocurre para el caso de los complejos bismetalicos. Los
valores negativos que se obtienen con LPF vy GFP podrian
indicar cierta restriccidn al movimiento de los iones por
splvatacidén preferencial de estos durante la formacidon del

complejo activado.

3.1.4 Reordenamiento de LPP.

Ern wvarias ocasiones en gue LPF se encontraba en una
mezcla de propanol:NHz:Ho0 = & 321 se observo s
reordenamiente a NFF v OGFF., sin embargo. ésto se logré
controlar manteniéndolo a 4°. El reordenamiento detectado en
H20 a pH 92 puso nuevamente de manifiesto esta reaccidn que
reviste ecspecial rglevancia en el contexto del estudio el
comportamiento de LPF para llegar a entender la reaccidn de
biocsintesics de hidrocarburos. va sea a partir de GPF o de NFF.
De hecho en numerosas publicaciones (Fotty Bruemmer, 1970
George—Nascimento vy Cori., 1971: Cane v col.., 1982: Croteau vy
col., 1984) se presenta como el mecanismo mas  probable que
GFF ce icomerizaria a LFP v éste seria el precursor  inmediato
de la formacidén de monoterpenos ciclicos. Sin embarqo. tal
como lo indicara Croteauw (1987),. la isomerizacidn de GPFP a LFP
o viceversga, era un elemento de la ciclacidn que debia
estudiarse, ya que no se habian presentado aragumentos

experimentales directos gue indicaran gue tal isomerizacion

OCUFFiEera.
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For lo anteriormente mencionado, y dadeo que la velocidad
de reordenamiento a pH 9 yv 30° es baja., comp se puede ver por-
ague solamente luego de 65 h hay compuestos primariocs en canti-
dadees relativamente importantes,. ze decididé extremar las con-
diciones trabajando en NaOH 0.5 M (pH 13,7) v a 70° {(fig. 31).
En este experimento se emplearon ampellas gue se sellaron
antes de iniciar la reaccidn logrando asi evitar la
evaporacion del medico v de los probables alcoholes e
hidrocarburos proeoducidos. No fue posible obtener suficiente
cantidad de estos Gltimos por lo que se estudid solamente el
reordenamiento en la fase acuocsa. En‘ las condicliones
indicadas se llega hasta la formacidn de 40% NPF, 20% OFF vy
gueda sin reordenar 104 de LPF. De la primera fase de la
rurva se  obtuvo un valor aproximado de

1.1x10“4seg—1. En esta fase acucsa no se encontrd terpinil

kreordenamiento

difosfato. TFFP, ain cuando se tuve presente ogue las fostatasas
no hidreolizan este derivado (Avalos., 1984). La ausencia de
este compuesto podria deberse a que LFPF adopta baioc las
condiciones de trabajo preferencialmente una _cunFmrmacién

ahierta.

Al respecto, cabe citar el trabsjoc de Winstein v col.
(1972) aguienes estudiaron la solvélisis de linalil p-NOo-
benzoato en 70% de acetona en agua, a 72° vy 100°; obtuvieron

alcoholes. hidrocarburocs v los compuestos recordenados geranil,

reril v terpinil benzoatos, este Gltimo en baja concentracidn,
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t.thrs)

Figura 31 Reordenamiento de LFF (@-@) a NPFP (+ - +)

GFF (A- A),

[LFF] = 7,4x10 © M. ([NaOHl = 0.5 M, temp. = 70°.
l.uego de detenida la rearcién se hidrolizd la fase acuocsa  en
tampdn bicina pH = 9 con fosfatasas

de E. colil v de intestino
de ternero.
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que disminuye al aumentar la temperatura. Los autores
propusieron la +formacién de pares idnicos los cuales
ciertamente permiten explicar todos los productos observados.

En este caso., la hidrélisis a concentracidén de NaOH O,5M
SEera muy lenta, pero  hay una velocidad finita de
heterdlisis a un par i6nico gue puede reordenarse. El
mecanismo que procede en este caso difiere, posiblemente., del
gue ocurre a pH neutro o Acido en el tiempo de ruptura vy
formacidn de enlaces v ciertamente en el retorno del grupo
difosfato.

La reaccidén en el sentido opuesto, desde GPFP v NFF  para
obtener LFF. no se observé, si bien, considerando el principio

de revercsibilidad microscépica., é&sta debiera ocurrir,

%.1.5 1Interconversién de carbocationes y reordenamiento de

los difosfatos.

Uno de los argumentos gue se esgrimio (Bunton vy Cori,
1978y, v aque continta empleidndoze (Croteau, 1987). para
postular &l LFF como intermediario de la bigsintesis de
monmterpenms; es que la energia libre rotacional del
carbocatién geranilo seria muy alta como para gue ecste rotara

v posteriormente see ciclara. Leos datops que se han tomado en

il

cuenta s=on, por una parte, calculos tedricos hechos par

cationes similares a ageranilo, v por otra, los resultados
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experimentales sobre la vrotacién de cationes obtenidos

mediante NMR v los estudios de solvélisie de los derivados de

geranilo vy nerilo.

Algunos de los primeros valores que se obtuvieron., fueron
loe aportadoc por Hollinger y cel. (1970). guienes prepararon
cationes 1.3-dimetilalilo (designados aqui comoc a. b y ). los
gue adoptan una estructura coplanar de modo de permitir la
sobreposicién de los orbitales p del sistema w. Encontraron
gue las barreracs a la rotacién alrededor del doble enlace
parcial. medidas mediante NMR. son suficientemente altas pare
impedir l& interconversidn a bajas temperaturas. peroc a -10° a

se isomeriza & b con vide media de 10 mimetos v & +35° b

=1
isomeriTas & C.
¥ #
AC =18 kcal AG =24 kcal
i
mol mol T M
’ . L ] -~
2 b
= & =
For =3 carte. Allinger (187%) calcule lacs bzrreras e
pereross vofsciocnzles de diversos cationes. entre ellos s O N
€. ohterniendo veiorez relativamente baics pares este Ultimo, lc
gue =s&8 evnlicar:z poroue los grupcs meiilos vhicado: Br el
mrems centro cefidnico Dalarsan le berrere ensrgetfica. vz Que
durante le roTeri1on estos Qrunos 2ICANI&N UNE  OFIEenTaI10n
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ortogonal con el doble enlace vy el © 1los grupos metilos

estabilizan por hiperconjugacion mas que en forma

deslocalizada.

+ e + S

d e
7 -#
4G=185 kcal 4G =13, kcal

mol mol

Mavr v col. (1979) reconcsideraron en base a ca&lculeos

2b i1nitip estes barreras de energia y obtuvieron recultados en
#louncs casos mayores & loe previamente informadce. Fara el
catien deslocalizado e. obtuvieren A G6rgtacicnal = 18.2

kcal/mol.

ALin cuendo hasta la feche no e ha calculedo 1z altura de

la hkerrera correcoondiente & los caticones geranilo v nerilo.

i ce 0

¢ evzluvzdo €l efecto de lz formzcidr gos pares 1¢nicos
sohDre 12 ecstebilided conformacional de dichos cationes,

=i

roco  probable ogus s vaye & lograr un valor menor gue 13-18&

Fcalsmol v, povr otra parte. Mavr estime lose efectos  de
eclvataciern en aprorimadamente 1-1,5 kcel. veior aoue hsbrais
pue acregsr 2! calruleds parae el catibn litre: por tanto. écste
Eerag &1 rangi JOue <& EeshEraris npatra el caticm geranilo

fAnorz bien. loe estuvpace de scolveliesis o los  derivaoos
ge neriloc dam prancipalmente productos ciclicoe, e tanto que
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los derivados de geranileo los dan aciclicos (Cramer y Rittersforf¥,

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

indican gue la reaccidn involucra una declocalizacién alilica

muy importante y muestran tambien gue la interconversién

rotacional del carbocatién deslocalizado (I = 1I) es

lentea

con respecteo al atague scobre el centro primario o terciario.

Ecsta conclusién ce mantiene para los respectivos complejos

biremetédlicos de loe difosfatos.

SR R
““‘Hzo
! I
o
Come se ha mostrado en la tabla 22,0 BTgep = 27 kcal/mol,
F

LoTgppmr = 25,6 kcel/mol:s v pare €1 ceso o loe derivados con

:lrrurc‘; lz energie litwre de asctivaci1omn O 1s esplvililsise N
HoU/acetone = 20770 es olbigpy = 23,9 kcal/mol v;_G#er = 23.4
bcal mol (Cori v col. . 1986 indicando esto que. ealvads 1z
etape 08 1onizacion Oel compuesto. lec ectszbilizacicne:  del
cetitr por atsgue oe HoO. para los derivadosE g geranilo. ¢
et gnzzoue del CErLoOnT o, pEYE LOE CEVLVEODE OB REFIIC, ully
CeEssoionEe mEs FAapiOaT QuEe le VELIDIDISED 08 FOLADIOP EST:

it



De lo recién expuesto se deduce gue en presencia de un

nucledfilo como He0 o como el doble enlace Cg=Cy. s poco

probable llegar a obtener roteacidn de los cationes. Seria
factible en cambio, gue esta rotacidn ocurriera en condiciones

gn gue el atrapamiento nucleofilico no tuviera importancia v

en que la estabilizacidén de los cationes intermediarios
estuviera favorecida, por ejemplo. por la presencia del

contraidn.

Una de las reacciones gue podria reunir estas

caracteristicas es la gue llevaron a cabo Haley v col. (1969)

con geranildifenilfosfato en eter etilico a 37° durante 7

dias. Obtuvieron 33% de hidrocarburos ciclicos. Los autores

postularcon gue estos compuestos provendrian de linalildifenil-

fosfato gue se habria formado en el1 seno de reacciodn. y gue no
detectaron. Dado gue el pericdeo de reaccidn fue muy largo,
también podria haber ocurrido reordenamiento de los
hidrocarburos de cadena abierta generados. & pesar de esto
tiltime, del trabaio no surgen elementos gue permitan descartar
la formacidn v rotacidn del catidn.

La evaluacidn de estas dos alternativas, rotacidn  del
carbocatidn v reordenamiento del derivadc de ageraniloc a
linalilo v la posterior ciclacidn de &ste. =se podria hacer
comparando las energias de activacidn de cads proceso. Tal

comn  se ha expresado, en la literatura v en esta tesis no  se

detecta el reordenamiento de geranilo & linal:ilo, aungue si se
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observa en ei sentido inverso. Bin embargo, este
reordenamiento  en términos de energia libre de activacidn no
deberia constituir una ventaja con respecto a la rotacién, va
que la energia de activacidén para la formacidn de compuestos

ciclicos a partir de LPPMn, resulta superior por lo menos en 4

kcal (Aﬁ*ciclaciﬁn LPPHng = @226 koal/mol 3 AG#rotaciOn Gt =

13~18 kcal/mol).

En conclusién, los datos presentados indican que 1la
rotacién del carbocation geranileo no constituiria una etapa
limitante en la reaccidén de formacidn de compuestos ciclicos a
partir de GPF en un medio poco nucleofilico vy no  acuoso.
Esta etapa estaria +favorecida cinégticamente por sobre el

reordenamiento de GFF a LPF v posterior ciclacién de este

altimo.



3.1.6 Hidrélisis de geranil y neril difosfato en micelas de

dodecil sulfato de sodio.

Se investigd la reaccidén de hidrélisis de GPF y HNFF en
micelas de dodecil sulfato de sodio. 8DS. que tienen cabezas
de grupo con carga negativa. Se empled este tipo de micelas
va que se considerd, por una parte, que no deberia unir en
forma efectiva compuestos anidénicos como RPPE_, RPPHz— Y
RPPH", perco podria unir especies neutras como RPPHM o el
complejo bismetdlico RFFM> y por otra parte, este detergente
anidnico podria estabilizar el par idnico intermediario
G+(PPM2), alargando s=su vida media, permitiendo con ello la
rotacidén del carbocation alilico y favoreciendo. de este modo.
la formacidén de hidrocarburos ciclicos por sobre la formacién
de alcoholes. Podria. asi, este sistema constituir un  buen
modelo de la reaccidn catalizada por la ciclasa.

El estudio se centrd en la determinacidn cinética de s
selectividad en la unidén de los diversos compuestos v en el
andlisis de la naturaleza de los productos.

.81 bien la concentracidén micelar critica, cmc., en H20 es
Bx10~3 M (Bunton. 1979). dado gue se requieren concentraciones
relativamente altas de H2+ para formar los complejos RPFM2, se
determingd la cmc a concentracidn de Hn2+ = 25x10_3 M. Se

empLed para eésto el método clésico del cambio de temsidén

superficial en funcidén de concentraciones crecientes de
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detergente (Bunton, 1979) y se obtuvo el valor de 5x10“4 M,
valor gue es consistente con el hecho de gue lpbs contraiones
inducen la micelacidén de los detergentes idénicos. reduciendo
las repulsiones entre las cabezas de los mondmeros (Bunnarson
y col., 1980).

En la figura 32, se muestra la dependencia de las
constantes de reaccidn de hidrélisis de 6GFF en funcidn de las
concentraciones de Hn2+ y de H92+, tanto en H0 como en SDS
3%10”2 M. Se puede ver gque en ausencia de M2+ la constante de
reaccién es la misma va sea en Hp0 o en 8DS, pero a medida que
la concentracidén de M2+ aumenta, esta constante aumenta,
llegando a un valor de saturacién en la micela a concentracidn
de H2+ menor que en H20.

El comportamiento de NPF en ausencia de metal es igual
gue el de GPFP (figura 33), lo cual es consistente con el hecho
de gue la micela repele coiones vy por tanto gquedarian RPPEB Y
RPPME— en la fas=e acuosa: sin embargo, & diferencia de GFF., a
medida aque la concentracidn de M2+ aumenta, la constante de
reaccién aumenta, llegando soclamente a un valor limite en
presencia de SDS.

Si se utilizan los valores de constantes de formacidn de
los compleios metdlicos de NPP y GPP (tabla 18). se puede
calcular que en Hp0 a una concentracidn de M2+ de 0,25M se
encuentra 28% y S0% de las especies NPPMno y NFPPMg= v en ambos

rasns  la constante de reaccién continta aumentando en
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funcidn del aumento de concentracidén de estos complejos. En

cambio., todo el GFF se encuentra en la forma de GFPMo y ya no

se pbserva un incremento de velocidad. En SD5., en cambio. la

constante de reaccidn de NFF v de GFF llega = un valor limite

gue se leograria cuando todo el sustrato se encuentra como el

complejo bismetalicos esto estaria Ffavorecido por la

atraccién, por parte de las cabezas de grupo del detergente,
+
)

2
de los contraiones MOy (NFFM=) ., estos ualtimos siendo

retirades del H20 y concentrados en la superficie micelar. De
ios resultados de estos experimentos tambien =e puede deducir

wn efecto cinégticeo de _1a micela, adicional al recien
analizado, que gueda en evidencis especiaslmente con GRFP. Em

condiciones de saturacidn, la reactividad del complejo GFFMz

en la micela es 2 veces mayor gue en H:0. Como se vera ma

in

adelante. =& trata de un efecto en la velocidad de formacidn

e productos, donde la micela probablemente +favorece Y

ecstabiliza el par ldnico intermediarico v no en la distribucidn

de productos.

Un efecto interesanite de merncionar e sl gue los wvalores

gue asdouiere kvfdependEﬁ por una parte de las concentraciones

red

1]

tivas de especies mono v bisthetdlicas,. 1z gue dependen =&

S e

l
r
o

: i 2
2]l tipo v concentracidn de M us=sac, vy por otra, de

=%

ia rconcentracidn de S8DE, 51 bien en la +igura 24 se cobserva un
comportamiento micelar ya descrito {(Bunton 1979, s encontrd

gus #s=te no responde a ecuaciones  simples de catalisis
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micelar. lo que podria deberse & que el empleo de altas
: 2+ o

concentraciones de M produciria un efecto electrostatico

importante en la micela, que podria alterar su  forma y  su

estructura.

Lag tablas 22 vy 24 muestran la distribucidn de productos
obtenidos con GFF v NPF en presencia de Hn2+ ] Mg2+' Fara GFF
los productos son los mismos en presencia v ausencis de 5SDS.
Sin embargo, para NFF se observa un  aumento e los
hidrocarburos ciclicos limoneno y terpinolenc. Esto dltimo
podria deberse a gue en Hz0 sédlo 20% del sustrato estd come
compleic bismetdlico vy el resto como compleico monometdlico:
ES-Eae ips productos provienen fundamentalmente de esta Gltima
especie, v no difieren en forma significativa de los gue se
obhtienen & pH &cido o neutro. En presencia de S5DE; en tanto,
los  productos provendrian del complejo bismetdlico, el gue
favorece la formacidn de hidrocarburcs. Tal como va
indicado, en el complejoc bismetdlice leoz dos metales estan,
por  wuna parte disminuvyendo la carga negativa del grupo
szaliente difosfeto. pero &l mismo tiempo este grupo estaria
protegiendo al catidn del atague del Hz0O vy asistiendc a la
eliminacidon (Forti1lla, 1988).

La &

14

e atuosa residual obtenida

[

ueao de la estraccion
e ipe alcoholes e hidrocarburos fue hidrolizada con
fosfatasas i{seccidn Z.3.8.73),. mostrancgo que 1oz slceoholes

ohtenidos proviensn des los grfosfatos Org&nicos no
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recrdenados.

Er sintesis, en el sistema micelar estudiado se encontrd
un  efecto de concentracidén del complejo bismetalico que
implica su unidn especifica a la superficie micelar, lo que
puede ser analeogado & la capacidad de union de este complejo
por parte de la enzima: ademds., =€ ha logradoc obtener un

aumento en la velocidad de reaccidn de RPFM2 respecto a la

reaccién en H20 aque sugiere Qque,. dependiendo de las
caracteristicas del medic de reaccidn, s& podria lograr
efectos cingticos relevantes gue avudaran a explicar

comportamiento de estos compuestos en el sitio activo de las

ciclasas.
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Productos de hidrélisis de los compleios con Mn

de geranil y neril difosfato

TABLA 23

a)

ROH

GFF

H-0

96 iy & 94,6 78
HC 4 4,5 b: 3 25:3
LOH 72:9 70 16.5 14,3
TOH 3.4 LA, 63,8 62
B = 10,3 -
>{0H =0 A o -
Mirceno 1,8 L = e
doimenos 1,1 Q7 - .
Limoneno 0.8 L g 1 4% a4
Terpincleno Q0,2 0,7 5,18 EL b

&) [TES-HC1J = 3xi0 - M pH &,

[8DE] =
LGFF
ENFF

i

Portills.

-y

e

=t

0
i

Aoxin T
11x10
14210

M

Moy EMnI.

Moy

LMn~©

lat Lad

40x10_7 M

2E»i0

M

2+

154



Productos de hidr6lisis de los complejos con Mg<'

TABLA 24

de geranil y neril diFosFatDa) i
BFF — Mg*" NFF - Mg“
H=0 =3 b H-0 SDS
ROH 37 95 93 s
HC > o I is
LUOH et 7 ol P 10,4 11
TOH 5 3.8 B2.&6 74
NOH - - - -
HOH 18 T8 & = =
Mirceno 1,9 3 - -
U i menos 1 & 2 - -
Limoneno | - & = i
Terpinolenc o = 2 =
a)  L[TESE-HC11 = 310 M pH 7
L8DE] = 30x10 - M B i
[GPP] = 1ix10 My (M5, 3 = 40x10__ M
CMEFT = 14210 Moy EMQT 3 = 40x1i0 T M
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3.2 BIOSINTESIS DE HIDROCARBURDS MONOTERPENICOS

6. ar EN, [ Utilizacién de LPP por el sistema enzimatico

proveniente de C. limonum.

El sistema enzimético obtenido de un extracto
parcialmente purificado de C. limonum cataliza la formaciodn
de o—pinenc, B(B-pineno., X -terpineno y limoneno a partir de
t1—3H3 LPF. La mezcla de hidrocarburos es cualitativamente la
misma que la que se obtienpe con los sustratos OGFF o NPFF
(Figura 35. tabla 25).

Resultados similares se han obtenido con sistemas

enzimaticos provenientes de Mentha spicata. en gue se forma «—

TOH vy carvona (Suga 1980), de Salvia gfficinalis. en que se

forma canfeno, limoneno o v @ —pineno (Gambliel y Croteau 1982
y 1984), de Artemisia annua, con formacidén de isotuyona, 1,8-

cineol y % —pinenc (Banthorpe y col. 1987 vy de Salvia

pfficinalis Y Tanacetum vulgare. que dan oriagen a
bornildifosfato (Croteau vy col. 1985).

Dado gque Jjunto con el estudio de biosintesis de
hidrocarburos se estudié'la reactividad de LFF en presencia de
2+t 2% . = .
Mn vy de Mg (seccidn 3.1), se pudo cobservar qgue bajo
determinadas condiciones experimentales se presenta una seria
dificultad en la interpretacidén de los datos si la reactividad

de este compuesto no se considera en forma apropiada: la

figura 36 muestra la relacidén entre la concentracidn de LFF vy
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la velocidad de formacién de hidrocarburos en 1la reaccidén
catalizada por la ciclasa, ¥ en su ausencia. Se puede ver gue
a medida que la concentracidn de sustrato aumenta, 1a
velocidad de reaccidn enzimdtica aumenta hasta llegar a un
valor tipico de saturacidén., en tanto que la velocidad de
reaccidn no enzimdtica continda aumentando. Esto lleva a que
la composicién de los hidrocarburos gue provienen de 1a
reaccién enzimatica varie en forma aparente, dependiendo de la

importancia relativa gue adoguiera la hidrélisis no enzimatica

de LFP; asi por ejemplo, a concentracidn de LFPP = O,ERIO—éM
{(figura I7A) se obtienen o v B pineno, limonenc v —terpineno,
en tanto gue a concentracidn de 32x10"6M (fFigura I7E), ademsas

se encuentran los hidrocarbureos aciclicos mirceno v oCcimenos
provenientes de la reaccidén no enzimdtica. Resalta, ademds. en
eszte experimento. el hecho de gue limoneno es 1 Gnico
hidrocarburc coman gue se forma en ambas reacciones (figura
F7A v C).

La importancia que reviste la contribucidn de la
hidrdlisis de LFF v el pesc gue puede llegsar a tomar en los
experimentos bicsintéticos puede adn ser mayor gue la gue agui
se¢ ha ilustrado si la reaccidn se prolonoga mas alla de 10
minutos o si la actividad enzimatica ez muy baja. Asi debe de

Raber ocurride con un extracto enzimatico de §. officinalis

(Gambliel vy Croteauw 1982 v 1984) en que se detectd 1la

formacidén de mirceno vy ocimenos, vy en gue los auvtores
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NPP

LPP
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~=-FpPin. Lim. rtern,

Figura 35 Formacién de hidrocarburos a partir de [1—3H3 GPF,

3 —
[1-"H] NPFP y [1 3H'_I LPFP empleando ciclasa de C.
limonum.
El +trazsado infericr corresponde & los picos

de los ezténdares detectados por GLC. Los trazado=z =superiores
(R, (BY v 1T) corresponden & HO radiactivos detectados por el
contador Geiger para fase QasEDSa. Las
experimentales se describen en la seccidn r.7. 4

Radiactividad ESDSCiFiCa: [ie‘H% GFF & 2% % 18,
dpm/nmolif1-"HI NPF= 5,92 % 10 dpm/nmel;l1-"HILFF = 6,75 » 10O
dom/nmol .

condiciones

158



TABLA 25

Distribucidén de hidrocarburos formados por ciclasas de

C. limopum con sustratos diferentes

Froducto 8,4 pM LFF S.4 gt GFF & uM NFF
24 - 24+ e 2+
I mit Mn ; I omM Mn S omM oMn
E-pineno EE0 (14 &Z KT 1% %8
f-pinenc 810 (44) BOS (B&) 130 (79)
. B - b i | )
mircens 100 () 0 ! 0
| L
Limonenc 450 (25 31 (D j 14 ()
F-terpinena 160 (%) 33 () § 7 14)
GClmEHQEb) &4 D, ' e 13 ‘ O
i
Aotividad 1
esp. total 1834 . 540 I 164
i

a Fortilla v col., 1982.

lLaz concentraciones de sustratos v Mng+ se ajustaron para
obhterner velocidades iniciales mésimas de reasccidn.

Los wvalores entre paréntesis representan porcentajes de
HC respecto al total ¢ cuperg?m. Le actividad especifica ecta
expresadas en nM . omin . mo

by HO provenientes de hidrdlisis no enzimatics.

&
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Figura 36 Efecte de 1la concentracidén de LPF sobre 1la

velocidad de reaccidén catalizada por 1la ciclasa

(6-5) y sobre la velocidad de hidrélisis de LFF

{0-0).

El extracto enzimatico purificado por
cromateografia en DEAE-Sephadex se incubd a 20° dgiante 2.5 min
en aemortiguador TES-HC1 S0 mM, pH 7. con Mn™ 0,7 mM v
concentraciones variables de [1-"H] LFP.
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Figura 37 Formacién de HC a partir de [i1-"Hl LFF

2

empleando ciclasa de C. limonum y por hidrélisis

no enzimatica.

Los trezados supericores indican la respuesta &
radiactividad detectada por el contador Geiger para fase

zzessa. mientras gue el trarsado inferior indica la respuessta

e

s=tandares coinyectados. detectados por GLC. &
{f) Reaccién de ciclasa a [LFFI = 0,5 = lg |
iR) Reaccidén de ciclasa & [LFPFI= 30 x 14 M s
{C) Hidrélisis neo enzimadtica.a [LFFI = 20 x 10 4 ™
Radiactividad especifica [1-"HI LPF = &,79 » 10 dpm/nmol
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atribuyen su presencia a productos de biosintesis anormales
puesto que no se forman al utilizar GPF o NFF.

3.2.2. Parametros cinéticos

Fara obtener informacion sobre la especificidad y
eficiencia del sistema enzimatico se compararon las constantes
cinéticas Kg v VYpaxy con los tres sustratos. LFF resulté ser
mejor sustrato gque NFF o GPFF (tabla 26) aungue la actividad
relativa wvarié de una a otra preparacidén enzimdtica. Se
utilizaron concentraciones mayores que 13 Ky sin  obtener un
efecto inhibider., comprobando que el sistema sigue un
comportamiento michasliano.

Como se ha mostrado anteriormente (seccién 3.1.3.) por
una parte Mn2+ o Mg2+ ze unen a lops difosfatos alilicos LPP,
NFF v GFF, Fformando un compleio bismetdlicc que e=s mas
reactivo que el difostato libre., y por otra parte, nuestro
grupo demostrd gue el verdadero sustrato de la GFF ciclasa es
este complejo bismetdalico (Rojas y  col. 1983): por ésto se
compard la velocidad de reaccidén con la concentracidn de LFPM
y LFPPM2 calculadas., wutilizando Higr Y Kg;’. a diferentes
caoncentraciones de LPF vy M2+. FPuede verse en las figs. 38 y 39
gue la velocidad de reaccidn aumenta junto con la
concentracidén del complejo bismetédlico; se ve tambien gue la
velocidad sigue aumentando adn en aguellas zonas de la curva

en las cuales la concentracidn del compleic monometélico ha
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FPardmetros cinéticos de las

TABLA 26

2 a
ciclasas

R

Sustrato

(b

L et

(uM min mg )

LFE

(0, 25-44,0)

NFF

(0, 25—T0)

GFF

(0, 5-8,0)

1,10

Oyl

8]

b T2

- g
™ .'f\_'
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Figura 38 Relacidén entre la concentracién de los compleijos
LFPFPMn y LPPMnz y 1la velocidad de reaccion de la

ciclasa.

[LFFI = 0,77 = i@ 2 M: wvelocidad de reaccion
enzimidtica (O ~0): L[LPPMR] (A =~ & )y [LPPHnpl(a -~ A.).

En 1le insercidn @ velocidad de reaccitn en  funcidn
de la concentracién calculads del compleic bismetalico LPFMNz.
Estédn incluides los datos de velpcided & concentracidn de LFF

-

variable vy a concentracién de Mn® = 3 mM.
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Figura 39 Relacidén entre la concentracién de los complejos
de LPPMg vy LPPMg» y la velocidad de vreaccién
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[(LFFI = 10« 10_6 M: wvelocidad de reaccion

en:imédtica (O -0 ): [LFFMal (& -8 ); [LFPMg=] (& -8 ),

Ern la insercidén : velooidad de reaccitn en
funcian de las concentracién calculada del complejo biesmet&lice
LFEFMg-.
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alcanzado un nivel maximo. De estos experimentos se puede
concluir gue el compuesto que es utilizade por la ciclasa es
el complejo bismetalico, para el cual la enzima sigue

un

comportamiento hiperbélico.

Luego, mediante el método de resolucién gréfica de
Eisenthal y Cornish-Bowden (1974), se calcularon K ¥ Vgayx
para LPPM2+, obteniendo los valores de la tabla 27. De ella se
desprende que la mayor eficiencia de la enzima (Vgau/Kp) es
para el complejo LPFMnz, v que LPPMgp es utilizado con mucha
menor eficiencia.

Llama la atencidn el valor de 2,75x10'9n para la kK, de la
enzima con LFPMn2+. Este valor es uno de los mé&s bajos de la
literatura enzimologica e implica una union tan Ffuerte que
podria explicar el gue no se haya encontrado LFF libre como
intermediario en la transformacidn enzimatica de OGFF en
hidrocarburos, o al uvutilizar precursores més lejanos como MVA
o IFP: en todos los experimentos hay metal presente, y por 1lo
tanto, 21 LFF gue pudiese existir libre formaria el complejo vy
se ligaria fuertemente a la enzima generando productos. Es
dable mencionar al respecto gue los pardmetros gue aguwi se
informan podrian aun modificarse ya gue, por una parte, & ha
usado un sistema enzimadtico que todavia contiene foufatasacs
gue hidrolizan los sustratos, restando asi sustrato disponible
para la ciclasa, y por otra parte, =se empled una mezcla de (R)

y (8) LPF, v seria de esperar gque uno de ellos fuera utilizado
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Parametros cinéticos para

catalizada por las ciclasasa)

TABLA 27

1a

reaccidn

SUSTRATO

(min

Yk g
mg )

LFPMHE

11,800

I -
LFFMgo | 4.8 - Tk 160

| T
NFFMrio 1,08 . 1,3 120
GFFMn- 1.4 Tz o
. mas R o — .
LPFegr (M7 ) 0, 4 D20 81
NFF4op (MR ) i 133 : P
— i e = of ”
BFF et (Mn iy 7 F 2.4

a) Portilla y col., 1987.
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preferencialmente por sobre el de guiralidad opuesta.

Es interesante destacar gue la conclusidén a la gque se
llega, en cuanto a la utilizacidn del complejo RPPMp, tiene
caracter general para las monoterpeno ciclasas, vy muy
probablemente para las sesquiterpeno ciclasas. Asi por
ejiempleo, con los dateos gue agui se han obtenido se puede
demostrar gue la velocidad de formacién de hidrocarburos
catalizada por la ciclasa de C. limonum se correlaciona con la
concentracién de NPPMns (figura 40R) y que la bornildifosfato

sintetasa (figura 40B) v la ciclasa que cataliza la formacidn

de R-pineno., obtenida de 8. officinalis (figura 40C) utilizan

GPFM> (Croteau y Karp 197%a; Gambliel y Croteau 1984).
De estos resultados se puede obtener la kK de la ciclasa
para NFFMn- (tabla 27) que tiene un valor 100 veces menor que

para el NFF total.

FPara el caso de la ciclasa de §. officinalis gue cataliza

la formacidn de w-pineno a partir de GPP se puede calcular un

valor de Hm=0,45x10—éﬂ lo gue indica gue la unidén del compleio

bismetdlico a enzimas provenientes de distintas especies es
cuantitativamente semejante.
También en la bioczintesis de los sesguiterpencs ciclicos
humuleno, tricedieno vy cariofileno, sintetizados a partir de
: i : s g o
Frr, esta descrito el reguerimiento por Mg o Mn {(Croteau vy
Gundy 1984: Cane v col. 1981). &i bien los autores no entregan

informacion gue permita elaborar sus resultados. se puede
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Figura

40

A)

B)

C)
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Velocidad de reaccién de la ciclasa de C.

liggnum en funcidén de la concentracién de
Mn™ .

Datos obtenidos de experimentos realizadgs
por M.C. Rojas y L. Chayet con [MR© 3
variable manteniendo [NPFI=Z4 uM.

Velocidad de reaccion de bornildifosfato
sintetasa de 5. pfficinalis. sn funcién
de la concentracién de Mg© .

Dato= obtenidos de Croteauw v Karp., 197%=.

Velocidad de reaccitén de ciclasa de S.
officinalis que cataliza '1a biosintesis

de f-pineno en 2funciﬁn de la
concentracidén de Mn™ . :

Datos obtenidos de Gambliel y Croteau 1784,



170

W g0l x[Lun-ddN]

w ~r ™~
s A A
() 0L X [ul-daN]
“ 8 e
A A A i
x
- o~ s
= -—
b= cMu w 0
™
' o~
& [
4 o)

g & & o
(Bw  ww wi)a

(W)gOLX [¥61 dd 9]

-

[Mg*2]x10% i)

(W) 0L % [ xundd9]

L]
A

L4

R 3

M,

=
-

( .mEr.._... Jowu )

06

[Mn?)x 104 (™)



presumir que el papel gue cumpliria el metal seria similar al
que cumple en la biosintesis de monoterpenos, va gue la
reaccidn también implica la eliminacidén del grupo difosfato
con rotura C-0.

A diferencia de las reacciones recién analizadas. en la
mavyoria de las reacciones de transferencias de grupos
fosforilos, en que hay rotura 0-FP. el metal se une formando un
complejo monometédlico favoreciendo la transferencia desde el
sustrato dador hacia el aceptor. Es el caso de las primeras
etapas de la ruta de isoprenoides en gue el compleio
monomet&alico ATPM se utiliza en la transformacidon de MVA en
IPF (Jabalgquinto y Cardemil 1987). Luego, IPP se isomeriza a
DMAFF ., y en la reaccitn de condensacidén entre éestos,
catalizada por la prenilsintetasa. 2 moles de Hg2+ anclan 1los
dos sustratos permitiendo la condensacidn 1,4 {(Poulter 1978).
£n este caso el grupo difosfato de DMAFPF se elimina con rotura
C—-0 Fformandc un carbocatidn, reaccidén gue en este aspecto
puede considerarse andloga a la de biosintesis de
hidrocarburpe ciclicos (Cori 1983).

Aungue hay descritos complejos bismetdlicos. estos  en
general’ no  participan en las reacciones de bilosintesis,
exceptuande las reacciones gue agui se han analirado. Asi  por
ejiemplo., en la reaccién Hexosa + ATPMg ——--2HexoszaF + QDPNQ+H+
catalizada por la hexoquinasa de levadura, la formacidén del

compleijo ATPMg, produce una disminucidn de la velocidad por
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secuestro del sustrato como un complejo inactivo (Noat y col.
1970); probablemente algo similar puede estar ocurriendo en la
hidrdlisis de los fosfatos GFF, NFF, FPF v ATF. catalizada por
fosfatasas de C. sinensis (Pérez vy col. 1980), en la cual se
suprime la actividad enzimdtica a concentracién de Mn2+ en gue

los sustratos estarian en el medio de reaccidén como complejos

hizmetalicos.
S 2.5 Estudios de inhibicidn.

GFF o NFF no radiactivos disminuven la formacidén de

[1—3HJ LFP. La efectividad de estos inhibidores. medida como

} .
Igoa‘,(Figura 41, tabla 28), es inferior a la capacidad de

unién por LPFP (KplPP = 0,4 uM) y comparable a la unidén que
éstos compuestos tienen cuando son empleados como sustratos.
Aungue eésto podria sugerir gue una sola enzima uwniria los
sustratos primarios o terciario en el mismo sitio catalitico,
la evidencia gue se ha acumulado (seccidn 3.2.5) indica gue el
sistema enzimético contiene varias monoterpeno ciclasas: por
esto la inhibicidn cbservada estaria indicando unicamente gue

la LPP ciclasa es capaz de unir los isdmeros primarios.

a) El término Igg corresponde a la concentracién de inhibidor
necesaria para reducir la velopcidad de reaccién en S0% a una
concentracién determinada de sustrato.
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Figura 41 Inhibicién de la biosintesis de hidrocarburps al

-

utilizar [1-"H] LPP comoc sustrato.

El extracto enzimatico, purificade por
cromatografia en DERE-Sephadex. e incubd a 30° dugante 3.5

min en amortiguador TES-HC1 100 mM, pH 7.0, con [1-"H1 LFF 1

M. MnS0a 2 mM y concentracicones variables de NFF (fig. A) ©
de GFF (fig. H).



Los fosfomonoesteres GF, NF y LF,,que no son sustratos,
inhiben la formacion de hidrocarburos con valores de Igg entre
40 vy 100 uM, demostrando asi que él grupo difosfato, o mas
bien su complejo bismet&lico, es esencial para la interaccidn
enzima~ligando.

Tal como se ha visto en la seccién 3.1, LP vy por
analogia GF y NP, no forman complejos bismetdlicos que serian
fundamentales para la unién; de modo que se puede concluir gue
el compleio bismetalico es requerido en forma absoluta por la
ciclasa para la unién, ademdcs de que este complejo facilita la
salida del agrupo =in carga Po07Mz y estabiliza el catidn
inicialmente formado., es decir cumple un papel destacado en la

uriidn v en la catélisis.

TABLA 28

Inhibicidn de la bicsintesics de hidrocarburos.

Inhibidor Ign M)
MNFP 6

GPF 8.3

NF w100

GF =]

LP 45
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Z3.2:.4 Formacién de LPP durante la transformacién de 6GPF en

hidrocarburos.

Dentro del planteamiento del postulado de biosintesis
de los hidrocarburos ciclicos a través del intermediario LFPF
pueden darse varias alternativas que lo involucren. Una de
ellas es que la reaccidn transcurra en el sitio activo de una
sola enzima gue catalice la secuencia isomerizacion—
ionizacidn—ciclacidn—eliminacidn. Otra, qgue la reaccien
transcurra por medio de la participacidén de dos enzimas
diferentes, una isomerasa, (Ej), y una ciclasa, {(Ez). Dentro
de esta ruta bicsintética es necesarioc considerar gue al
romper las células se liberan fosfatasas, (Ez). gue hidrolizan
los compuestos fosforilados generando los respectivos
alcoholes no reordenados. De los valores relativos de
concentraciones de enzimas Eyj. Ep v Ex vy de sus constantes

cinéticas dependerd gque exista la posibilidad de detectar LPP.

GFF o > LFF = > biosintesis HC
(3 | Ex (3 | Ex Hidrélicis
+ no enz.
(5) | Hidrélisis
no enz. k
ROH LOH ‘ ROM
+HC | +HC
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Asi por ejemblo, si la concentracidn de Ez es muy baja, ky »»
kn vy la concentracién de Ej es suficientemente alta podria
acumularse LPP; en este casoc no se esperaria  observar un
periocdo de latencia.

For otra parte, en caso de gue se formara LFF cabria la
posibilidad de detectarlo a través de la presencia de LOH, el
que provendria de la hidrdlisis catalizada por las fosfatasas
que contiene la preparacidn, © a través de la presencia de TOH
y LOH, productos mayoritarios de su hidrélisics no enzimatica
(via 4) (seccidn Z.1.2.7).

Finalmente, en caso de detectar la presencia de LOH
durante los= experimentos de biosintesis seria preciso
descartar que este no proviniera de la hidrdlisis no
enzimdtica de GFF (via 9).

Se llevaron a cabo numerosos experimentos para determinar
la existencia del intermediario, entre las cuales se
puedsen mencionar los siguientes:
~ La incubacién del extracto con EI—SH] GFF 10 uM vy MnEOgz 3 mM
entre 5 y &0 min {hasta 10% de sustrato tramsformadeo) da
origen a 0.1% LOH + 4,9% GOH + 54X HC. Al incubar el extracto
hervido se forma LOH en igual cantidad, concluyéndose de este
modo que el alcohol proviene de la hidrdlisis no enziméatica de
GFF (via S). Entre los alcoholes no se detectd TOH por le que
ce concluye de este experimento que no hay evidencias de la

secuencia isomerizacion de GFF a LFF (via 1) e hidrdlisis no
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enzimédtica de LFF (via 4).

- La fase acuosa residual en que se encontraban los difosfatos
organicos gue no se transformaron a ROH + HC, se hizo pasar
por una columna de Chelex para eliminar el an
FPosteriormente se hidrolizé con Ffosfatasas tal como se
describe en la seccidn 2.7.7, encaontrando LOH en uwn rango
entre ©0,03% vy 0,074 con respecto al GFF empleado. El
experimento contrel, con GFP que no se habia incubado
previamente con el extracto, forma un porcentaje similar por
lo gue se puede concluir gue en la fase acuosa no se acumula
LFP.

- Se agreqgt HP2073- en concentraciones 1580 v 300 uM vy se

incubd el medioc de reaccidén por periodos variables (hasta 20%

de sustrato transformadeo en alcoholes e hidrocarburos). No
=2  emplearon concentraciones mayores de HP207Q_ para no
producir una inhibicidén de la enzima (Cori vy col. 19801, Se

penst ., en este caso, gue si la reaccidén ocurria en el sitico
T

activo de una sola enzima , el agregado de HF3077 podia

favorecer la liberacidén del intermediaric de acuerdo al

equilibrio:

GPP i G >L+—>HC

El resultadn fue semejante a los antericres. es decir, no
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se encontraron indicios de la presencia de LPF en el medio
de reaccioén .

Es preciso indicar al respecto que 1los experimentos
realizados concuerdan con el hecho de que al  incubar un
extracto parcialmente purificado de C. limonum no se observa
un periodo de latencia ( Roijas 1975 ).y concuerdan también con
loe resultados obtenidos por Croteaw vy col. ( Poulose v
Croteau 1978, Croteau v col. 1980, Gambliel v Croteau 1984 ),
guienes al uvtilizar diferentes preparaciones enzimaticas de T.

vuloaris. F. wvulaare vy 5. officinalis no encontraron

interconversidn de GPF en NPF o en LPP.

Por otra parte. el esguema planteado en el gue participan
dos enzimas. una isomerasa Y una ciclasa tampoco pueds
sustentarse, no sélo por el hecho de gue no fue posible aislar
el probable intermediaric sino porgque algunas preparaciones
enzimaticas de C., limonum utilizan exclusivamente GPP; esto
tltimo se puede interpretar mas bien en términos de la
gexistencia de varias ciclasas, cada una especifica por uno de
los isdmeros GFF, LFF o NFF, como se analiza en 3.2.5.

La hipdtecis de isomerizacidn en el sitio active de la
ciclasa no ha sido hasta la fecha demostrada adn cuando en la
literatura se ha presentado como parte de su mecanismo . Es el
caso de la biosintesis de fenchol ( Croteau vy col. 1784 ) v de
BFF ( Cane v col. 1982 ). En la biosintesis de este dGltimo

N : ; :
se utilizd GIBD “PF, indicandeo los autores gque la ausencia de
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barajamiento de 1la marca en el producto implicaria que ia
etapa de ciclacién seria rdpida comparada con el intercambio
posicional de los isd6topos durante la etapa inicial de
isomerizacidn.

Esta reaccitn es la Gnica conocida en que el grupo
saliente difosfato no se elimina. Puede también interpretarse

el resultado anterior sin 1la +formacidn obligatoria de LFF

52 /0-—M%;0
32
32 eFP o\b,oxpfo
ePP ,
e(-)) 0
‘ (=)
—— i —_— / —_—
* 32
32
GePP 3 @POP

BOPP
si durante la reaccidn se forma un par iénico en gue el agrupo

difosfato gueda ligado & la enzima, a través de uno de los
metales por ejemplo. v luego del cierre de los anillos,
retorna  formando el nuevo enlace con el mismo oxigeno gue
estaba unido al C1 de GFF .

Otro experimento que da un resultado gue igualmente puede
terer més de una interpretacidn es el realizado con 6.7
dihidroltFF ( Wheeler v Croteau 1984 ). el gue al carecer del
doble enlace en posicidn 6,7 no se puede ciclar . El sistema

enzimatico de g. officinalis gue sintetiza « vy - pinenc da

origen con este compuesto a hidrocarburos v alcoholes . La
composicidn de esta mezcla de productos podria provenirv de 6,7
dihidro LFF o de &.7 dihidroGPFF ., va que al comparar la

hidrdlisis de estos derivados (Rittercsdort v Cramer 1967) se
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ve que cualitativamente ambos dan productos similares .

6,7 dihidro derivados
A

A Y
6.7 dihidroGFF "mirceno Z-ocimeno E-ocimeno LOH NOH GOH

10uM 29 10 16 1& o 25

80uM 16 6 9 24 7 S8

E=tos resultados recien comentados han sido empleados en
la biocsintesis de sesquiterpenos ciclicos, en la cual el
intermediario propuesto NdFF se asienta en la analogia con el
papel que cumple el LPP ( Camne y Ha 1988 ). Dado gue
la participacién del NdFP como intermediario no habia sido
demostrada explicitamente., estos autores entregarcn al sistema

enzimatico, que proviene de Trichotecium roseum [2,13~14CI

-

NdFF v [1-"H] FPP durante 60 minutos:; analizaron a
s

irnter valoe la relacién “H / 14C en el producto, la que

inicialmente tenia el mismo valor gue la de los sustratos. v

al término del experimento habia aumentado 1.7 wveces.

A T AR
i (RS OPP
OPP
FPP

A — AT — T

TRICODIENO
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Segun los autores estos resultados constituirian un apoyo

a la participacion de NdPF como intermediaric biosintético,

aurn cuando los resultados también son consistentes con la

participacidén tanto de NdPP como de FPP como sustratos de

enzimas diferentes; el aumento de la relacion QHfiqﬂ en el

producto se deberia a la presencia de una isomeraza

contaminante de la preparacidn.

En SUMA 5 la evidencia aportada por experimentos

hiosintéticos no demuestra gue LPP o NdFF sean intermediarios

obligatorios de la biosintesis de mono y sesguiterpenos.  Sing

oue mas bien demuestra gue son sustratos muy efectivos de  los

diversos sistemas ensayados .

3.2.5 Disociacidén de actividades ciclésicas.

Al exwplorar las actividades enzimadticas de diversas

preparacionses  hemos encontrado mucha fluctuacidén tanto en el

patrdn de composicidén de hidrocarburos como o en el de

ptilizacidn preferencial del GFFP o NPF o LFF. Ac=i por ejiemplno,

al

1]

unas  preparaciones forman sabineno. en tantoc gue otras

carecen de ecta actividaed: otras utilizan esclusivamente GPF,

ge decir LFF vy NFP no son sustratos: v una preparacidn perdid

i
pas

| tapacidad de utilizar NFF (Cori vy cel. 1980, E=sto Ultimo

ornurrid por enveliecimisnto del sistema enzimdtico. gues se

habie guardado al estado de polveo liepfilizado a —20° durante B

meses.
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Todos estos hechos apuntaban a la existencia de varias
ciclasas especificas por sustrato y por producto. por lo gue
se procedid a discriminarlas o a disociarlas. Para elloc =se

abordaron dos metddicas diferentes: filtracidn en Sephadex vy

radioinactivacidén.

3.2.5.1 Filtracidén en Sephadex G-100.

Se cometid una preparacién enzimatica que provenia de una
columna de intercambic de DEAE-Sephadex a Filtracidén en
Sephadex  6-100, obteniendo una ligera dispciacidn entre las
actividades medidas con los sustratos primarios y  terciario;
peEro tanto estas actividades como g1l totzl de las proteinss se
eluyeron &n un pico ancho gue cubriz précticamente tode el
rango  die Filtracidén de la columne, indicando gue la muestra
contenia proteinas gue interaccionaban entre =1. For &zto ce
volvis a someter la muestra a intercambic idmico en DEAE-
Sephader tal comn se describe en la seccidn Z2.7.6. v
Fracoiones nue contenian la actividad cicldsica S
concentraron vy aplicarocon & la columna de Sephades  G-100
{(figura 42)., El patrdn de elucitén musstrs claramente gue la

actividad de LFP ciclasa se disocla de las actividades de NFF

y BFF ciclasas, corrchborardo los resultados preliminares
obtenidos con preparaciones menps purificadas. y aungue los

picos  estan cobrepuestos la  separacidn es: suficientemente
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buena como para que se logre tener fracciones que contienen
solamente la actividad LPF ciclasa.

Al  interpoclar en la curva de calibracién hecha con
proteinas  estédndares se obtuvieron las masas relativas de
735,000, D6.000 y 45,000 para las GPFF., NFF vy LFPF ciclasas
demostrando, de este modo, la existencia de tres proteinas gue
difieren marcadamente en su masa molecular y especificidad por
sustrato. Ann cuando no fue posible determinar la
concentracién de proteinas de cada fraccidn por los métodos
convencionales, se puede apreciar en la tabla 29 que la
preparacidn aplicada a la columna tiemne las actividades de LPFP
v GFF ciclasas dentro del mismo orden de magnitud, en tanto
cue la actividad de LFF gque emerge de la coclumna es  alrededor
de 80 veces mayor gue la de GFF ciclasay es decir, el paso por
el gel atectd en Fforma difsrente =& estas proteinas
recuperandose un 158% de las unidades iniciales de GPF ciclasa

y ZO0Y de las de LFP ciclasa.

3.2.5.2 Radiocinactivacidén de ciclasas

La dinactivacion dellas actividades ciclasicas ocurrid
comp  una funcidn exponehcial de la dosis de radiacidn. ia
figura 47 muestra gue el logaritmo de la actividad residual es
funcidn lineal de la dosis de radiacidny de los valores D=y

para rcada actividad se determinaron las masas moleculares
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Figura 43 Rkadicinactivacién de GPF, NPF y LFF ciclasas como

uns fumeiém de lo doois de irradiaclorn.

Se ernsavaron las actividades GFF (0-0)., NFF (&-28),
y LFF (O -0 & tiempDos variables de exposicion.
' Loe contrples sin  irradiar (eimbolos 1lenns)

mantuviercn la actividad.

11 La Mr ce calculdé de acuerdo a la relacién: Mr =
4 3 1077 /D=7, N QUE Dz7 GFF ciclasa = 11.5 Mrad, D3y NFP
clzss = 11,15 Mrad vy D37 LPF ciclacsa = 11,5 Mrad.



relativas {(seccidn 2.?.5), obterniendo los siguientes valores:
Mr GFF ciclasa = 57.000 ¢ 2.800, Mr NPP ciclasa $6.000 + 1,300
y Mr LPF ciclasa 56.000 + 1.300. Las masas moleculares
encontrados se pueden considerar similares dentro del error
experimental de la determinacidén y no informan sobre la GFF
ciclasa de Mr 75.000 gue se ha detectado por filtracidn., Cabe
indicar gue también se detecta cierta diferencia entre los
valores de Mr de la LPF ciclasa determinados por estos
m&todoss; sin embargo, se estima gue esta diferencia cae dentro
del rango habitual (Fempner vy Schlegel 1979).

Fensando gue es mas probable que una enzima de gran
tamaro molecular sea impactada por la radiacidn ¥ gue una
mas  pequefa, lo gue s podria revelar por la ausencia de  un
producto, se analizaron les productos a diferentes tiemnos  de
gsposicidén & la radiacidén, v hasta ©4 de 1z actividad

remansnte.  La tabla 29 muestrz laz zctividades especific

i8]
fi

t

el porcentaje de productos gue se obtiene & dosis de radiacidn
cero: =e encontrd gue lea relacidén entre los tres hidrocarburos

se mantuvo constante, indicando la misma masa molecular para
las snzimas.

fAdemas, como uns manera de comprobar gue las moléeculss
impactades guedsaban completamente inactivas, es decir, gue  la
actividad residual gue se media correspondia a proteinas gue
no  habian sufrido dano, se determindg la kG de estas enzimas

cuando habian sufrido un 204 de inactivacidn., 5Se encontrd gus
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Actividad especifica de las ciclasas sometidas a filtracién en

TABLA 29

Sephadex 6-100 y a radiocinactivacidén.

a)l

1
Froducto LEF EFF NFF
x=pineno 0,4 (&) 0,27 ; 0,065 (D)
| |
| | -
R-pinenc 0,54 (8) | 3.87 1.04 (80
;
limoneno 5,36 (BO) 0, b i 0,2 (15)
Actividad
ssn, total by S 4,5 1
2a) Portilla v Rojas, 1989
o i ; =1 5
La actividad especifica esta expresada en pM. min ~. mg
Entre parénteszis e encuentra gl porcentaje de cada producto.
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la enzima residual tenia los mismos valores de K, que la
enzima control.

Estos dos resultados, igual relacién entre hidrocarburos
e iguales valores de Km antes Y después de la
radicinactivacidén, permiten concluir gue durante la exposicidn
a la radiacidén no bhubo dafios parciales y qgue la uanica
actividad residual detectada se debe a unidades gue no  han
recibido radiacidén v gue estas unidades estdn completamente
activas.

De este modo. los resultados descritos muestran por una
parte una GFF ciclasa de Mr = 75,000 (determinada por
filtracidn en Sephadex G~100) y por eotra, una GFF ciclasa de
Mr = 96,000 (determinada por radioinactivacidn). Una probable
gexplicacidn para esta discrepancia es proponer gue va gue el
procedimiento de radioinactivacidn permite detectar la unidad
minima catalitica en tanto gue el de Filtracidn pone  en

evidencia la unidad enzimatica completa, la radicinactivacidn

gestaria afectando la subunidad catalitica de Mr= 56.000 vy
gue észta podria tener unida wuna subunidad de Mrz 20,000 sin
actividad de ciclasa v por lo tanto no detectads. .

8 diferencia de egsta ernzima. la LPF ciclasa se datecta
comn una sola unidad gue logra ser completamente separadsa  de
la GFF ciclasa en algunas fracciones de la columna de Sephades

G-100, constituyendo asi la primera demostracidn definitiva de

ve @1 sistema de C. limonum contiene varias enzimas vy ue
g L L131MONLUM
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éstas difieren en suzMr.

La presencia de varias ciclasas permite, de este modo,

explicar la gran variabilidad en cuantoc a utilizacién de

sustratos vy formacidn de productosy sin embargo la existencia

de una enzima gue utiliza exclusivamente LPFP reguiere, =in

duda, una explicacidn con respecto al papel gue cumpliria en

2l metabolismo de los monoterpenos. Teniendo presente gque  se

ha aislado LOH de diversazs variedades de Citrus (Attaway vy

col., 1267} se puede postular la existencia de una enzima

gue
catalizaria la bicsintesis de LFF gue. dependiendo del tejido
o de la especie seria utilizado en la biosintesis de

hidrocarburoczs o de LOH.

GOH
GPP
E ‘
- |
£, HC < LPP
NPP el
NOH

El LFF no ha sido aislado adn de extractos vegetales, lo

+

que poede  atribuiree por 1o menos a dos  causas o

extractos prezentan normalmente valores de pH alrededor de § lo

gue conduciria a su hidrdlisis inmediata. v la rotura de las

celulas libers fosfatzssas gue podrian hidrolirarlo. Resultaria
asi  de especial interes la obtencien de una preparacidn

gue

permitiera enfocar el estudio de la bhipsintesis del LPP.
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El estudio de la hidrdlisis de LPP v LF a diferentes
valores de pH y en presencia o ausencia de M92+ (a] Hn2+ permitd
conocer la reactividad de estos compuestos desde el punto de
vista de la cinética , de la estequiometria de unién de Hn2+ o
Mg2+ Y de la distribucién de productos .

Se encontrd gue tanto el LPP vy el LP como sus complejos
metdlicos se hidrolizan a mayor velocidad gque sus isémeros
primarios el GPF y el NPFP , gque 1los monofosfatos y las
respectivos complejos de estos Gltimos .

FPor inspeccién de la tabla 19 se puede concluir gue todos
los complejos bismetdlicos RPPMy estudiados son varios érdenes
de magnitud menos estables que los respectivos complejos
monometdlicose vy que el efecto de los metales se manifiesta
aumentando la velocidad de hidrdédlisis ;3 resulta asi aque la
gspecie mas reactiva es el complejo RFFM, .Las constantes de
formacién de LPPMn> y LPPMg> encontradas son dos 6rdenes de
magnitud inferiores a las de los complejos del GFP (tabla 18 3,
hecho que atribuimos a impedimento estérico de la unidn del
sequndo metal.

De acuerdo con los valores de constantes de formacidn de

loe complejos mono v bismetdlicos ( tabla 18 ) ., se puede

. 2+ a
sefalar gque aguellos gue contienen Mn® resultan mas estables

2
gue los gue contienen Hg‘+. En términos de 1la teoria de
=3
Feareson (1987 y 1988) el Hn‘+ seria un catidn mas "blando"

que el Mg2+ al contener orbitales d semillenos vy podria



establecer cierto grado de covalencia con RP207°_ . En cambio
el Mg2+ que no contiene estos orbitales , participaria en una

interaccidén fundamentalmente idnica.

A diferencia del difosfato, el LF forma solamente un

. : +
complejo monometédlico y unicamente con an

Por otra parte , de la comparacién de la distribucidén de

productos de la hidrélisis de LPP y LP a pH &cido y neutro

+ +
en presencia de an (] Mg2 . Se desprende gue ésta ocurre a

5 u]

través de intermediarios diferentes , del tipo de los pares
iédnices. Sin embargo , en condiciones de pH ba&sico se detecta
reordenamiento de LPP a GPP y NPF. Sobre esta base es dable
proponer que bGFF pueda a su vez reordenarse a LFF .  adn
cuando en esta tesis tal reordenamiento no se encuentra.

Si bien este Gltimo hecho daria solidez experimental al
planteamiento de gque en las reacciones de biosintesis de
hidrocarburos ciclicos GFF se isomerizaria a LFF y este altimo
seria el precursor de todos los compuestose ciclicos ( Croteau
1987 ) ,también se encuentran argumentos en su contra . Por
una parte las ciclasas utilizan el complejo bismetalico que es
un  buen grupo saliente pero no un buen nucledfilo gue pueda
atacar sobre el centro terciario , por otra el recordenamiento
se encuentra Gnicamente a pH bisico , condicidén en la gue no
se elimina el grupo difosfatoc. Finalmente, las conclusiones

obtenidas en base a cédlculos de energia libre de activacidn

apuntan a gue el reordenamiento de GFF a LFF v la posterior
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ionizacidén de este Gltimo no constituiria una clara ventaja

energética , si se compara con la ionizacién del OGPF vy la
rotacién del carbocatién resultante. Es de destacar que ambas
alternativas implican como primera etapa la rotura del enlace

Cy-0 del GFF , constituyendo en las reacciones de hidrélisis

la etapa limitante ( Rojas y Vial 1988 ).

- 4
P > | 86226 K3
OP,0cM
= Oonst\ =z
GPP LPP

AG'=25,6 keal

LIMONENO
¥
a6 13- 18 K-
¢ i~ ')
‘c‘.\\ ——— -
P207M,
G* N*

El estudio de la reactividad de GPP y NFP en presencia de
Nn2+ u} Mg2+ en micelas de SDS permiti¢ observar un incremento
en la velocidad de hidrolisis de ambos compuestos . Ademas
para el caso del NPF se produce un aumento de la cantidad de
hidrocarburce , hecho gue se atribuye a la conceﬁtracién del
compleio bismetdlico en la superficie micelar.

Por los resultados expuestos . el estudio realizado a pH

I+ 2+

7 en presencia de Mn® o Mg se acerca mas gque la hidrélisis

a pH écido a la reaccién que debe ocurrir en el sitio activo



de las monoterpeno ciclasas , y en particular de las ciclasas
de C. limonum.

FPara el sistema de C. limonum se puede concluir gue un
complejo LFFM; es el sustrato de la biosintesis de los
hidrocarburos « y ff-pineno, limoneno y y terpineno, siendo el
complejo bismetalico con Mn2+ mejor utilizado que el de Hg2+ .

Asimismo la porcién difosfato , o mds precisamente el

compleio bismetdlico, resulta esencial para la unién y 1la

catalisis , ya que el LP por una parte no es sustrato, vy por

otra, es un muy mal inhibidor.El complejo LPPMs podria unirse
al sitio activo de la enzima por medic de uno © de ambos
metales, 1los cuales ademas facilitarian la salida del grupo
difosfato al neutralizar sus cargas.

Hemos presentado antecedentes gue indican gue el conjunto
de enzimas que aprovecharian la alta reactividad del complejo
bismetalico se puedes extender mds alld de las gue forman
hidrocarburos monoterpénicos & incluiria las gue catalizan 1la
biosintesis de mono vy sesqguiterpenos ciclicos a partir de los
respectivos ésteres difosforilados. |

For otra parte. al euplorar una preparacidén parcialmente
purificada encontramos gue no se detecta LPFP én el medio de
reaccidén, ni su producto de hidrélisis enzimdtica LOH, ni los
alcoholes provenientes de hidrélisis no enzimética LOH v TOH,
lo cual en definitiva nos lleva a descartar cque ocurra una

isomerizacidén previa a cargo de una enzima vy que otra
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diferente utilice el produto para formar 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 scola enzima capaz de utilizar
en forma inespecifica 6FF, NFF o LPF: Se ha logrado separar
las unidades responsables de estas actividades por medio de la
filtracién en Sephadex G-100, obteniendo para la GPP ciclasa
una Mr = 73.000, para la NPP ciclasa una Mr = 546.000 vy para
la LPP ciclasa una Mr = 45,000,

Nuestras observaciones apovan la hipdtesis de formacioén
del carbocatidn con rotacidén mas bien que la de la formacidn
de LPF como intermediario: tomamos en cuenta para ello que
hemos aislado dos enzimas que utilizan en forma excluyente GFF
y LPP, gue los estudios de hidrélisis de LPF indican que una
isomerizacién de GPFF a LFPF no constituiria uwuna wventaja
catalitica con respecto a la rotacién del carbocatidén geranilo

Yy que parece probable la participacién del aminoacido
metionina durante la reaccidén ( Cori v col. 1981 ). Se puede
plantear de este modo una nueva version del mecanismo
carbocatiotnico . en el cualgluego de la umion con la enzima

debe ocurrir la fisién Cy4-0 para formar un par 16nico inicialj

a continuacién un nucledfilo, como podria ser la metionina,
estabilizaria la carga del catitn dando origen a un
intermediaric linalile unido covalentemente a la enzima. La

contribucidn de este intermediario facilitaria la rotacidén en
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APENDICE 1

Deduccidn de las ecuaciones para el calculo de las
2+ +
constantes Ky¢ © KH 3.3 K3 O K

X
> ¥ Kg” © KrppHM
RPP RPPH

Los equilibrios y -las constantes de equilibrio

involucradas son:

- [ -
1)  RPPH- &= RPPH® + H

- - . CRFF™T3 CH']
2)  RPPH == RPF" + H Kg' = -
[RPPH 2
- _ [RPFM 1]
3 RPEST o+ M2Y ==  REPM Kif =

[RPP-"1 M3

B 24 CRPPHM]
4) FPFPH + M — RFPHM Kzg = e o
[CRFFPHT JIM™ 1
- 2+ +
2) F’.F’PHE “+ M — RF’PHQM
= +
< i CRPFM 1 L[H 3]
&) RFPHM e RFFM + H kg™ =
[RFPHMI
Y La deduccidn es igualmente valida para el monofosfato RPET y
RFH . Se reserva el término K2' para referirse a la

constante de disociacidn del complejo bismetdlico RFPFM-.

AT ST T e Y g T



La constante de disociacidn de protén de RPPHEH no se
determind porque se detecté hidrélisis de los compuestos; sin
embargo, se puede considerar similar a la de ﬁDPHg_, pk = 2,0
(Fhillips, 1966). Al iniciar la titulacién a pH = 4 la
contribucién de esta especie es muy peguena, por tanto se
pueden eliminar las ecuaciones 1) y 5.

Para los efectos de la deduccidén se define:

a) Ty = [M°T1 + [RPPHMI + [RPPM 1
en gue [M2+] corresponde a [M2+J libre

bY Ta = [RPPH° 1 + [RFPS 1 + [RPFHMI + [RPFM ]

En el sistema RPP/M = 1:1 T = Ta v la concentracién de
protones titulables es:
ey WY1 = [RPPTTI + [RPPM 1 -aTy + [OH 3

"a" representa 1los moles de base agrecada por mol  de

ligante presente.

-

Se ewxpresan las concentraciones de RPP™ , RFPM vy T en

funcidén de las constantes de eguilibrio:

A partir de las ecuaciones &) vy a) vy considerandoc que

Ty = Tp se obtiene RFPM @

Ty - M3

d) [RFFM 1 = %
Kg® + [H 1
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A partir de las ecuaciones &)

e) [RPPHM]1 = [HT1

Ta - EM=T2

Kq” + [H'3

y d)

Estos términos se incorporan en la ecuacién b)

~
tHY 3T, - THYIIM®YY + Ka" Ty - Ka7IM2Ha

se obtiene [RPFPHMI

-+
< |H
£) Ta = [RPP™ J{— +1{+
Ks?
tHa
Se define I = +
- Ka
[RPP™ 1:
. M2t
) [(RPF™ 1 =
y4

Se incorpora

EMZ* 1

+ aTp -
+  aTyg =
* E(Tﬁ =
~
kig [MZT22

[OH 3

[OH 3

LOH 3

este término

il

kg”

-+

[H 3

se& reemplaza en ) y se

en la ecuacidn c) vy se

i
i<t

&

[RPPM 1

Kyfg [M

2

obtiene

despeja

4 rRPP” ¥
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oy, "1+ 1 4 4K (D) JEH*J + aTp - [OH 1
7) [M°71 =

Ky

Se dan diferentes valores de KkKiy para obtener los
correspondientes valores de [M2+3. El resto de los términos se

miden experimentalmente.

FPara obtener la expresidn que define kKzf se emplean las

ecuaciones 7), 4) y g) y se despeja [RFFHMI.

Ky T 1
[RPPHMI = Tp - [M°71 -

Z

La [RPPHZ 1 se despeja de la ecuaci6n 2), y se introduce

en la ecuacidén 4) guedando asi:

2+ 2% 2
8) Kgg = =T [ZTQ - IIM ) - Ky TN ] ]

Los valores de [ﬁ2

+] se sustituyen en la ecuacidén 8),
obteniendo asi los valores correspondientes de Kzg.

Se grafican los valores de Kzg vs Kig. Se obtiene una
linea para cada punto de la curva de titulacidn. La
interseccidn en un sé6lo punto curresponde a la solucidn udnica

de las ecuaciones.

Ademas se puede obtener kg4’ a partir de las ecuaciones 2)
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Ko’ [RPPMI Ka’ (Kyig)
Ke® [M2Y3 [RPPT 3 Ka®

i

Ka® (Kyg)

Kzf
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APENDICE 2
Deduccidén de la constante de unién aparente Kjg':

Ki¢® aparente representa la constante de unidén a metal
de todas las especies ligantes presentes:
2~ 3 Bk, AT

[RPPH“ 1 + [RPP 1 + IM° ] == [RFPM 1 + [RPPHM]

Las concentraciones de RFFM y RPPHM se expresan como

funciones de Kig VY Kzg segun las ecuaciones 3) vy 4) del

Apéndice 1. De este modo:

. e 2% . i 2+
Kzg [RPPH™ JIM™ 3 + Kyg (RPPT 1IM™ ]
Kif "aparente =

[ERPF‘J“J i [RPPH""J'J M=t

Al expresar [RPF™"1 en términos de su constante de

disociacién segln la ecuacion 2) del Apéndice 1, se obtiene:

Kig + Kz [HTD 7 Ky

l1 + £H+3J / Ky’

10) KI.F." =

En los cdlculos cinéticos se emplet Ky’ gue representa la

constante de discciacidén aparente del complejo monometalico

RFPM.
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(Ta - [81)
e)  [BMyl = Ky’

Ko+ [M2'3

Utilizando las ecuaciones c) y d), se obtiene [SM-1:

(Ta = [8D

) [SMp] = [M° ]

Se introducen los términos correspondientes a [BMy1 vy
[SM-1, de las ecuaciones e) vy f) respectivamente, en la

expresidn general de velocidad de la ecuacion 13).

(Tp - £81) (ki Kp® + kp [M° 1)

Ko® + [M2T]

Viotal = kolS81 +

si tM°Y3 es 33 Ki"s 1a [Sd1ipre =* 0. va que

Ky® [SMy)

tm<ts )

sl =

por lo tanto, la expresidn de velocidad se reduce a:
i) ~t
0 (Tp - Eﬁdﬁ (kiKo® + ko MDD
Vtotal = Hg??'*
o S

| 4 fa

Se obtiene finalmente la constante experimental va gue:

Veotal = KyTa.
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APENDICE 3

Deduccidén de 1la expresidén cinética de la constante de

hidrélisis k , en funcidén de la concentracién de metal.

FPara los efectos de la deduccidén, se define:
al § = ligante libre total.
b) 8M; = especie monometalica total.
c) 8M> = especie bismetalica total.
d) Ta = concentracidn total de ligante = [5] + [8M;] + [SM53]

vy se consideran los siguientes eguilibrios:

2+

(51 M<t3

[SMy 3

[8My1 + [M°1 &= [8Mn]

[SMy1 [M-T)

[SMz]

La expresidn de velocidad es:

H
A
e

Viotal = KkolB53 + kyI8SM33 + koISMz]
Utilizando las ecuaciones b) y d), se obtiene [SEMyJ:

P4
LM
Ta = [81 + [8My3 | 1 +

Ka?



kikp' + kp [M2T3
14) Ky = e
Y Ko® + [M“71
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Esta ecuacidn se puede transformar en la ecuacion de una

hipérbola de acuerdo al siguiente procedimiento:

Sea q) kq,= A+ ki y por tanto A= k‘}‘" ki

Al reemplazar en la ecuacidén 14, se obtiene:

2+
kiko® + k?_[f’r ]

Ko® + [M2T)

Pg+k1=“-

que se puede reordenar v simplificars

b
kiKo® + ko [MZT3 — kg (Ko® + [MZT D)
A = 2+
}'.;2‘ + M E
~y
ki WA - BE - T+ kg T
i e . 2+
K" + [M™ ]
(kp ~ k) [M2T2
fa —

gue en definitiva corresponde segin la ecuacidn g) a:
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Linearizacidén de la hipérbola:

La ecuacion 15 se puede linearizar utilizando diferentes

procedimientos:

- Segun Hanes y Wool+ (1932)

=
I3 Ko’ tM<ta
= ' +
“‘J\r“ kq) (ko - ky) (ko - ki)

en que al graficar [M°T3 / (kg = ki) en funcién de M1,  1a

interseccidén = K" / (ko - ki) y la pendiente = 1 / (kp - kyp).

e Segun Eisenthal vy Cornish-Bowden (1274), =se puede obtener

una solucidn grafica de la ecuacidn 15) si se reordena en la

forma:
ko = kil kom?
- = 1
=
(ky = kp M3
En el espacio (kp - ki), Ko, la ecuacien corresponde a
una recta. En la préctica, para cada punto experimental

g
(Eﬂn‘+], {k Y - ky)) se traza una recta; la coordenada del



punto, ¢ la mediana de los puntos., donde las lineas se
cortan entrega el valor de (ko - kj) y K2" gue satisface la

ecuacidn.

k!{‘_kl

(ko = ki)
<

/

NOTA: Los puntos representan las intersecciones entre las rec-
tas vy no corresponden a valores experimentales.
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APENDICE 4

Deduccidén de las ecuaciones para el cédlculo de las

concentraciones de las especies mono y bismetédlicas.

Para el eguilibrio:

g + M2t iii;- sMy  + Mot ;ii; Shio
en gue [M2+J = concentracidn del metal libre
[(EM;1 = cancentracidn_del complejo monometalico‘
[6M21 = concentracién del complejo bismetalico
[S] = concentracidn del ligante libre
T = concentracidén de metal total
Ta = concentracidén de ligante total = § + BMy + SBMo

El sistema se puede describir por medic de las siguientes

ecuaciones:

[SMy1]
B Mg B e
[51 tmMets
[SMo3
b} K.’Z'F =

7
[SMy3 [M°7 3

€y  EIM“T3 = TM - [SMy1 - 2[SM3]
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d) [8] = Tg - [SMy] - [SMo]

Incorporando b) en la ecuacién c), se tiene:

+
tM“*1 = Ty - [SMy 31— ZKop  [SMyI1IMZT3

Ty = £SMy3
e) iM%ty =

1 + 2koe”I8My1]

Incorporando b) en la ecuacion d), se tiene:
(S1 = Tp - [8My] — Kog® [SM;3IMZTa

y (81 se introduce en la ecuacidn a)

2 T ¥ 2+ 2+ i
a’) T = [8M1d ~ Kog" TBMIEM™ ] M1 =
Kif’
2+ . :
vy [M™ 1 (&) se introduce en ecuacidn a’)
Ty — [SMy3] Tm — [SMy] (SMy 13
a'l Ta—ISMy1-Kog”I[EMy1 =
142kne” [EMy ] 14227 [8My ] Kig’

Al desarrollar esta expresidn, se cobtiene la siguiente

ecuacidén cubica:s

J. ; . 2
4(&2;') - 4({Kog™) ~
17) ——ee— = Ka et FEEMIT 4+ 1 2TpKog” 4 ———— = 1 | [8My 17
K1 Kif’
L
+ T + Ko™ (T)© + Tp + —— = 2Tpknge Ty [[SMy]1 = TyTp = O
L K1’
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Con esta ecuacidén se determina el valor de [SMyl. Luego

se reemplaza el valor de 8Mjy obtenido vy [M2+] (e} en la

ecuacion b), obteniendo asi [SMp]

TM — [SMy3

i) [E8M2]1 = Kog”’(BMy]
1 + 2K’ [BMy1

v finalmente se determina [81:

[S] = Tp - [8M1] - [SMp]
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COMMUNICATION

Synthesis of Monoterpene Hydrocarbons from [1-*H] Linalyl Pyrophosphate by
Carbocyclase from Citrus Limonum’

GLORIA PORTILLA, M. CECILIA ROJAS, LILIANA CHAYET,
AND OSVALDO CORP?

Departamentos de Quimica y Bioguimica, Facultad de Ciencias Bdsicas y Farmocéuticas, Universidad de
Chile, Casilla 288, Santiago 1, Chile

Received April 26, 1982

A partially purified enzyme preparation from the flavedo of Citrus limonum utilized
[1-*H]linaly]l pyrophosphate as a substrate for cyclic terpene hydrocarbon formation
more efficiently than the pyrophosphates of nerol and geraniol. The products formed
from all three substrates are a-pinene, f-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 eyclic terpene hydrocarbons from geranyl pyrophosphate. Mn** catalyzes the non-
enzymatic solvolysis of linalyl pyrophosphate, forming myrcene and ocymenes and no
bicyclic hydrocarbons. Linalyl pyrophosphate is a sterically plausible precursor of evclic
hydrocarbons, but the present data support only its role as an alternative substrate
and not as an obligatory free intermediate in terpene biosynthesis.

Higher plants synthesize cyclic hydrocarbons like
a-pinene, f-pinene, and limonene, from noncyclic
precursors. Chemical considerations led to the pro-
posal that NPP ! the Z isomer of GPP, could be the
sole precursor of cyclic monoterpenes since it exhib-
its the adequate Z conformation required for a 1-6
cyclization (1, 2). This was confirmed in Pinus and
Salvia (8, 4). In other species GPP could be a better
substrate than NPP for the hydrocarbon-forming
enzymes (carbocyclases)® in the absence of E-Z isom-
erization (5-8).

! This work was supported by Grant B-1127 from
Servicio de Desarrollo Cientifico, Artistico y de Co-
operacién Internacional, Universidad de Chile, by
PNUD-UNESCO Programa RLA-78-024, and by NSF-
CONICYT (Chile) in a cooperative program with the
University of California, Santa Barbara.

2 To whom all correspondence should be addressed.

% Abbreviations used: GPP, gerany! pyrophosphate
(Cio, 2E); NPP, neryl pyrophosphate’ (G, 2Z); LPP,
linalyl pyrophosphate (C,,, tertiary); GLC, gas-liguid
chromsatography; Tes, N-tris(hydroxymethyl)methyl-
2-aminoethanesulfonic acid.

¢ The enzyme activity which forms cyclic monoter-
pene hydrocarbons from noncyelic allylic pyrophos-

Rearranged pyrophosphate esters, different from
the primary products formed by prenyltransferases
are intermedisates in the biosynthesis of eyclic mono-
and sesquiterpencids (6, 8, 10).

LPP, the tertiary isomer of GPP, has been pro-
posed as a stereochemically plausible precursor of
cyclic monoterpenes (5, 8, 11, 12) (Fig. 1). However,
this proposal must account for conflicting evidence
Linalool or a phosphorylated derivative appeared as
a product in the formation of G, terpenoids from
[4-"*CJisopenteny! pyrophosphate by extracts of or-
ange flavedo (5) but the detected linalool could be
well the product of nonenzymatic solvolvsis (13-15)
estalyzed by Mn* or Mg of the newly formed GPP.
Linaloo! has also been reported to form eyelic prencls

phate esters through the formation of C-C bonds (C-
C intramolecular ligase) will be referred to as “ear-
bocyclase” in order to differentiate it from cyclase
activities which form C-0-C bonds or generate cyclic
prenole (i.e., cineole or a-terpineol). Since no unigoe
relationship between substrates and products has
been established, we consider it premature to propose
& formal name for the enzyme. Unless explicitly dis-
cussed, no assumption is made as to the existence of
one or more enzymes in this activity.

0003-9861 /82/000000-00%02.00/0
Copyright € 1982 by Academic Press, Inc
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F1G. 1. Participation of allylic substrates in the
biosynthesis of cyclic monoterpene hydrocarbons.

in orange vesicles (11). While LPP has been described
as & poor substrate for the formation of cineole in
Salvia (16) it was found to be effective in the for-
mastion of a-terpinecl and carvone by enzymes from
Mentha (17) or a- and f-pinenes by an extract from
Salvia leaves (18). There is no clear-cut evidence as
to its role as an intermediate in the biosynthesis of
cyclic monoterpenes.

An enzyme preparation from Citrus imonum forms
cyelic hydrocarbons from GPP and NPP (19). Linalyl
monophosphate is not a substrate, but it inhibits this
enzyme system (12).

In view of the various reported evidence, we con-
sidered it of interest to compare the eflectiveness of
LPP, GPP, and NPP as substrates of a 55-fold pu-
rified carbocyclase from C. Wimonum. This prepars-
tion is the most active eyclase described so far (6,
12), and it would enable us to establish kinetic pa-
rameters and inhibition patterns.

Since GPP and NPP are sclvolyzed in the presence
of Mn®** (12, 18, 15) and tertiary compounds are
known to be more reactive than their primary iso-
mers, it was necess:ary to explore the Mn?" eatalyzed
solvolysis of LPP. A preliminary sccount of these
resylts has been presented (20).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

[1-*H]NPP and GPP (sp act, 5.9 X 10 and 2.5 X 10*
dpm/nmol, respectively) were prepared as described
previously (18).

Tritiated linaloo! was prepared by rearrangement
of [1-*H]geraniol (21) in 0.05 N acid, followed by sep-
aration on Adsorbosil columns eluted with a gradient
of ethyl acetste from 1 to 5% (v/v) in hexane.

[1-*H]JLPP (sp act, 6.76 X 10* dpm/nmol) was pre-
pared by phosphorylation of [1-*H]linaloo] (22) and
purified by preparative TLC on silica gel-H plates

_ {propanol-ammonia-water, 6:8:1, v/v). Enzymatic

hydrolysis of synthetic [1-*HJLPP yielded only lin-
slool as product, as assayed by radio GLC (18, 28).
This method would detect contaminants to the extent
of less than 1%. The linalool/phosphorus ratic
was 205.

LPP stored at 4°C in ammonia at pH 10 rearranged
to GPP, NPP, and a-terpinyl pyrophosphate to the
extent of 4, 2, and less than 1% in 50 days. Linalyl
monophosphate did not rearrange under the same
conditions.

Carbocyclase from C. kimonum was purified from

-
L -
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n bm 7-terp
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F1G. 2 Formation of radicactive terpene hydro-
esrbons from different substrates by earbocyelase
from C Emonum. Experimental conditions as de
scribed in text The hexane extract from an enzy-
matic incubation mixture was treated with silicic
acid to remove oxygenated compounds. After addi-
tion of carriers it was injected into & gas chromato-
graph equipped with a thermal conductivity detector
coupled to a Geiger counter for gaseous phase. Col-
wmn: < 250 cm. Support: Chromosorb G AW-
DMCS. Liguid phase: 0.83% polyethylene glyeol adi-
pate. Temperatures: injector, 180°C; column, 50°C;
detector, 200°C; geiger tube, 170°C. Counting eff-
cieney for *H: 15%. Lower tracing: carrier mass
peaks; upper tracings: radioactivity. Substrates as
indicated.
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TABLE ]

DISTRIBUTION OF HYDROCARBONS FORMED BY Citrus CARBOCYCLASE FROM DIFFERENT SUBSTRATES

Hydrocarbons formed (nM min™' mg™)

84 um LPP, 154 uu GPP, 6 uM NPP,
Product® 1 mM Mn* 8 mu Mn** 8 mM Mn*
a-Pinene (0.49) 250 (14%) 62 (T%) 18 (8%)
B-Pinene (0.56) 810 (44%) 805 (86%) 180 (79%)
Myreene® (0.79) 100 (5%) 0 0
Limonene (1.00) 450 (25%) 81 (8%) 14 (9%)
vy-Terpinene  (1.8) 160 (9% ) 33 (3%) 7(4%)
Ocymenes® (L.7) 64 (83%) 9(1%) 0
Tota! hydrocarbons 1834 840 164

Note. For assay conditions, see Experimental Procedures. Substrate and Mn®* concentrations were adjusted

to obtain maximum initial rates of reaction.

¢ Figures in parentheses after the products indicate their relative retention volume referred to limonene.
Percentages are indicated as function of total recovered hydrocarbons.

® From nonenzymatic solvolysis.

a polyethylene glycol preparation (19) by chroma-
tography on DEAE-Sephadex (24).

To obtain initial reaction rates, experiments were
carried out for 3.5 min at 30°C in a final volume of
1 ml in 50 mM Tes buffer, pH 7.0, containing 2 mM
2-mercaptoethanol, 1-20 ug protein/ml (sp act, 2-7
nmol/min/mg), variable amounts of substrates (from
0.5 to 80 uM) and Mn™ (0-30 mM). Reaction was
quenched by cooling to 0°C and vigorous stirring with
2 ml hexane. Radiocactivity in the hexane extract
was analyzed for total products and for hydrocar-
bons. (19).

After addition of carriers, the products were iden-
tified by GLC in a gas echromatograph directly cou-
pled to 2 Geiger counter for gaseous sample (radio-
GLC) (5, 19). The concentration of hydrocarbons was
estimated from the area under the radioactivity trac-
ings and comparison with known amounts of radioac-
tive standards. Results were corrected for the non-
enzymatic solvolysis of the substrates (15).

In some experiments, the agueous phase remaining

after extraction of hydroearbons and aleohols was
analyzed for phosphorylated eompounds. It was
treated with Chelex in order to remove bivalent
metal ions and the phosphorylated compounds re-
maining in the aqueous phase were hydrolyzed for
9 min in the presence of 5 mM Mg®* with calf phoe-
phomonoesterase which contains pyrophosphohydro-
lases. After addition of carriers, the resulting aleo-
hols were extracted and analyzed by radio-GLC. Un-
der these conditions the nonenzymatic solvolysis of
GPP was at most 0.2%.

RESULTS

Carbocyclase from C limonum catalyzed the for-
mation from [1-*H]LPP of a mixture of terpenes ten-
tatively identified as a-pinene, A-pinene, y-terpinene
and limonene which was gualitatively the same as
that formed from GPP or NPP (Fig. 2 and Table I).

LPP was a better substrate for total hydrocarbon
formation than NPP and GPP (Table II) although

TABLE II

KINETIC PARAMETERS OF CARBOCYCLASE FROM C limmonum

1 4
Mp? K. (amol/m! V/Ka Ig for LPP
Substrate (uM) (mM) (uM) min mg) (min~! mg™!) (M)
NPP (0.25-3.0) 3 10 01 01 [
GPP (0.9-8.0) 8 29 0.72 0.25 8.5
LPP (025-44.0) 1 04 1.10 275 -—




the relative activity with this substrate varied from
preparation to preparation. Concentrations of LPP
of 18- K, or higher were not inhibitory, in contrast
with GPP and NPP which inhibited carbocylase at
concentrations above 5 and 6- K. respectively (24).

Nonradioactive GPP or NPP diminished the for-
mation of radioactive hydrocarbons from [1-’H]LPP
at saturating concentrations. However, the product
of the total disintegrations per minute in hydrocar-
bons and concentration of unlabeled substrate was
not constant, as could be expected from simple iso-
tope dilution of saturating radioactive substrate (25).

The effectiveness of GPP and NPP as inhibitors
(Table II), with 1, values (12) comparable to their
K, values, suggests that a single carbocyelase may
bind primary or tertiary substrates at the same cat-
alytic site.

Phosphomonoesters of geraniol, nerol, and linalool,
which are not substrates for Citrus carbocyclase (12)
inhibited the formation of hydrocarbons from LPP
with Igx values between 40 and 100 uM. The pyro-
phosphate group is essential for the enzyme-ligand
interaction, since NPP and GPP were more effective
inhibitors of LPP cyclase than the monophosphates.

With LPP as substrate, carbocyclase exhibited an
absolute requirement for Mn?*. Reaction rate reached
2 maximum at 0.9 mM Mn** without inhibitory effect
at metal concentrations up to 30 mM. This differs
from the effect observed with GPP or NPP (19).

Limonene and vy-terpinene were an important frac-
tion of the hydrocarbons formed from LPP, while the
fraction of f-pinene formed was smaller than with
the primary substrates (Table I).

As reported for NPP and GPP (12, 15), nonenzy-
matic solvolysis of LPP at pH 7.0 was catalyzed by
Mn* with a rate constant of 5 X 10~ s~ at 830°C, i.e.,
about 40 times the rate for GPP or NPP (15). With
0.9 mM Mn* the rate increased as a linear function
of substrate concentration, whereas the rate of the
enzyme-catalyzed reaction exhibited Michaelis-Men-
ten kineties.

The hydrocarbone formed in this nonenzymatic
reaction were myrcene (51% ), ocymenes (44% ), and
limonene (5% ). No bicyclic hydrocarbons were de-
tected. Whereas the total amount of hydrocarbons
formed nonenzymatieally increased with LPP and
Mnp** concentration, product distribution was inde-
pendent of these variables. As a consequence of this
ponenzymatic process, substrate and metal concen-
trations as well as enzyme specific aetivity, become
crucial variables in any study of the participation of
LPP in terpene biosynthesis.

The amount of noncyclic terpenes formed in the
presence 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 eontrols, exceeding the bicyclic products
formed by carbocyclase. This distortion was partic-

ularly apparent when the enzyme had a low activity.
The acyclic terpenes formed by Salvia carbocyclase
(18) could be attributed to metal catalyzed solvolysis
of the substrate, even in the presence of enzyme.

In order to detect the formation of LPP as an in-
termediate in hydrocarbon biosynthesis from GPP,
carbocyclase (12-40 ug) was incubated with 15 uM
GFP for intervals of 8 to 40 min. After quenching
the reaction and extracting alecohols and hydrocar-
bons, the aqueous phase was analyzed for phosphor-
viated compounds. This analysis showed that the
amount of radioactivity cochromatographing with
linalool (70-100 cpm) was 0.07-0.2% of the radioac-
tivity found in geraniol and was the same as that
found when GPP incubated with boiled carbocyclase
was analyzed. This result demonstrates that no free
LPP was formed during the enzymatic conversion of
GPP to cyclic hydrocarbons.

‘The results presented show that LPP is an effective
substrate for eyclic terpene hydrocarbon biosyn-
thesis by carbocyclase from C. limonum. The varying
effectiveness of LPP with various enzyme prepara-
tions suggests the existence of several carbocyclases
whose substrate specificities are not very stringent.

The formation of LPP as an obligate precursor,
either free or enzyme bound, of eyclic monoterpenes
from GPP is a chemically attractive hypothesis. The
facile rotation around its 1-2 single bond (Fig. 1) may
bypass some rate-limiting step in the biosynthesis
of cyclic hydrocarbons from GPP (12). Nevertheless,
LPP has not been detected as a free intermediate in
the formation of pinenes by Salvia extracts (18) nor
in the present report, and its effectiveness as a sub-
strate is not dramatically better than GPP in both
eases. Based on existing evidence it can only be eon-
sidered as a good substrate analog.

The role of tertiary intermedistes in terpene bio-
synthesis may differ according to the origin of the
enzrymes and to the type of product formed. Nerolidyl
pyrophosphste has been reported as a free inter-
mediate in the biosynthesis of cyclonerodiol (9). The
present and other dats (18) do not support the role
of its C,; anzlog, LPP as a free intermediate in the
biosynthesis of monoterpenes although it may quite
possibly act as an enzyme-bound species.

It is worth pointing out that there is no satisfac-
tory rationale for the lower effectivity of NPP, which
is the chemically more plausible substrate for the
formation of the C,-G; ring (12, 21) and which has
been identified as & product of prenyltransferase in
plant tissues (5, 23). Further studies on the substrate
specificity of Citrus carbocyclase are in progress.
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Metabolitos secundarios en vegetales y mecanismos de biosintesis
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Monoterpene hydrocarbons (C; ;) are among the simplest secondary metabolites formed by
higher plants. Carbocyclases transform open chain allylic pyrophosphate esters into cyclic
hydrocarbons with elimination of pyrophosphate. This process is assisted by bivalent
cations.

The most reactive molecular species is the substrate —(M 2")2 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 linalylpyrophosphate, but it does
not seem to be an obligatory intermediate in the cyclization of geranylpyrophosphate
(Cy0. 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 hemlock 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 embarrasing
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 1000 per year (3).

Secondary products, like terpenoids,
alkaloids, tannins, flavonoids, etc., 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 com-
pounds have half lives of days or even
hours (Table 1).

TABLE]

Half lives of secondary metabolites in different plants *®

Compound

Species Half life
(h)

Menthone Mentha piperita 5
Marrubiin Marrubium vulgare 24
Tomatin Lycopersicum esculentum 144
Nicotine Nicorwzne tebaccum 22
Ricinine Ricinus communis {Young plant) 4
Ricinine Ricinus communis (old plant) 365

* (Adapted from ref 4)

* 13 distancia entre nuestra disciplina y la Neurofisiologia no permitid que Joaguin Luco fuese nuestro maestro en la
ciencia. Pero hemos siempre admirado su integridad y coraje como Hombre Universitario. Podria decirse de él: ““In
peace there's nothing so becomes a man as modest stillness and humility. But when the blast of war biows in our
ears, then imitate the action of a tiger™. (Henry V, Act Il sc. 1).
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The presence of a secondary product in a
taxon defines as validly as a morphologic
character (6,7), and this is the basis of
chemosystematics. Chemical composition
of a plant is genetically conditioned (6,7)
but there are examples of habitat influences
(5.MN.

The pattern of volatile products of a
graft does not change to the pattern of the
rootstock 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
loci in the cell, resistance to biological
effects of the secondary product and other
factors (6). The biochemist should be
aware that the biosynthetic potential of a
plant is often much larger than indicated
by the actual presence of secondary 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 follows that only experiments with cell
free systems or purified enzymes may give
insight into the mechanisms of the biosyn-
thesis of secondary products.

Comparatively simple secondary pro-
ducts are found in the essential oils formed
by higher plants. These are mixtures of
volatile compounds, which in contrast with
the fatty oils, may be recovered by steam
distillation. The most important compo-
nents are mono and sesquiterpene hydro-
carbons and alcohols. (C,, and C,;).
These compounds belong to the numerous
family of the terpenoids, molecules derived
from isoprene (Cs Hy ).

Except for isoprene itself (12), the sim-
plest terpenoids are the monoterpene
hydrocarbons C,(H, ¢, found most noto-
riously in conifers, and some 50 families of
flowering plants (13). They may be acyclic

S
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(ocymene, myrcene) monocyclic (limone-
ne, y—terpinene) or bycyclic (the pinenes),
camphene, sabinene) (Fig. 1).
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Fig. 1: Biosynthetic routes of monoterpene formation.

Enzyme reactions 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
scarce. 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
acid (MVA)* is transformed into two iso-
meric C; pyrophosphates, IPP and DMAPP
(Fig. 1). The latter looses its POP group
and condenses with IPP generating the iso-
meric C,, pyrophosphates GPP and NPP
in a reaction catalysed by prenyltransfer-
ases (5,21). These allylic C,, pyrophos-
phates or LPP are transformed into cyclic
monoterpene hydrocarbons by carbocy-
clases (5, 14, 15) (Figs. 1 and 2).

* The abbreviations used are: MV A, Mevalonic acid (Cg): IPP, Isopentyl pyrophosphate (C5); DMAPP, Dimethylallyl
pyrophosphate (C5); GPP, Geranyl pyrophosphate (2E,Cyq); NPP, Neryl pyrophosphate (2Z,Cjq); LPP, Linaly]
pyrophosphate (Cy(, tertiary); POP, Inorganic pyrophosphate.
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23N

Nery! Geranyl Linalyl o Terpinyl

X:=0M, H‘-,on.,, p-Nitro benzoste

Fig 2: Structures of Cyq allylic derivatives.

The present account summarizes our
points of view and experimental contribu-
tions to the knowledge of the monoterpene
forming enzymes from Pinus and Citrus.

Phosphorylated Precursors

The biosynthesis of monoterpenes requires
the existence of a C,, precursor, NPP or
GPP (5). They are formed from MVA or
from IPP + DMAPP by enzyme prepara-
tions from Pinus and Gitrus (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 from 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
role as precursor of cyclic products is struc-
turally self evident but the E conformation
of GPP precludes its cyclization to occur
before undergoing some structural changes
i11,17,27,38)

Formation of NPP through direct E-Z
isomerization of GPP has been conclusively
excluded in cell 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
formation of fenchol and bornyl pyro-
phosphate (18.19).

Linalyl Pyrophosphate and Carbocyclases

With these factual limitations, the only
rationale to account for the conversion of
GPP into cyclic products is through inter-
mediates with the steric requirements for
cyclization, i. e. Z conformation or low
hindrance to rotation around the C,-C,
bond (Fig. 3) The tertiary isomer LPP may
adopt the syn conformation adequate to
form a 1—-6 bond. Linalool has been found
in essential oils from Citrus and it is formed
by enzymes from Citrus sinensis from MVA
or IPP as precursors (20,25).

A partially purified preparation of carbo-
cyclase from Citrus limonum forms cyclic
hydrocarbons from [1-*H] allylic pyro-
phosphates (15) and LPP is the most effi-
cently utilized substrate under initial rate
conditions (31). The products a pinene,
limonene, g pinene and ¥ terpinene, are
the same for all three substrates. Similar
results have been obtained in Salvia (32). It
should be stressed that no free LPP could
be detected when monoterpenes were
formed from [1—*H] GPP (31,32). This
differs from the formation of cyclonerodiol
from 2E,6E farnesylpyrophosphate (C, )
in fungi, where the tertiary C, isomer
nerolidylpyrophosphate is a free interme-
diate (22).

Tr—
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LPP
+
OP O (Mn}
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NPP
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B-Pinens ePinene limonene

Fig. 3: Mechanisms of the formation of monoterpene hy-
drocarbons from allylic pyrophosphate esters.



360

Although LPP may be an effective sub-
strate analogue, its role as an obligatory
free intermediate is not demonstrated, nor
is it formed directly from Cs precursors
by partially purified prenyltransferases
(30,33). Finally, some carbocyclase pre-
parations utilize GPP, but not LPP (31).

As a consequence, the only alternative
to explain the formation of a cyclohexa-
noid ring from GPP would be through an
enzyme bound carbocation or ion pair re-
sembling a linaly! cation (Fig. 3). Neutra-
lization of the negative charges of the POP
leaving group would be mediated by bi
valent cations (15,31). Assistance by en-
zyme nucleophiles (34) would delocalize
the positive charge and permit rotation
around the C,—-C, bond (14,15). The
known properties of carbocyclases and of
biomimetic systems (15,19,31,35) are con-
sistent with this view.

Properties of Carbocyclases

Carbocyclases 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/ mg protein in the enzyme from
C. limonum®,

All carbocyclases are inhibited by sulfhy-
dryl group regents (19). The enzyme from
C limonum is reversibly inactivated by
para—chloromercuribenzoate 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 react with benzyl bromide. Their
reaction is not prevented by the presence
of the Mn?* 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 although essential, does not
participate in the catalytic process (34).
Methionine would form with the substrate
a sufficiently labile sulfonium ion to allow
breakdown to hydrocarbons.

* M.C. Rojas, L. Chayet and G. Portilla — Unpublished
results.

CORl et al.

Substrates, Products and Inhibitors

With few exceptions (19,26) carbocycla-
ses utilize two or three isomeric allylic py-
rophosphates as substrates and form several
hydrocarbons. Dissociation patterns of
substrate specificity suggest that more than
one enzyme may be involved. Aged carbo-
cyclases from C 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 rules out a sequential process in which
GPP is converted to NPP to form hydro
carbons.

The use of substrate analogs as inhibitors
of carbocyclase shows that the pyrophos
phate group is paramount for enzyme re-
coghition. 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,, analog
citronellyl pyrophosphate which does not
have an allylic structure is an inhibitor
(I, s=6 x Km). On the contrary, IPP is far
less effective (I, s=600 x Km) than its ally-
lic isomer DMAPP? (I, (=3—13 x Km).

It is unlikely that a single carbocyclase
could form more than one product (15,19,
31), since protons must be eliminated from
very different regions of the molecule
(Fig. 3) Other evidence supports this view:
The pattern of terpene composition of
essential oils is species specific (36,37) and
seasonal and other variations produce
changes in product distribution (6,8). Fur-
thermore carbocyclase preparations from
C.limonun lose their ability to form
a pinene, while retaining their ability to
form limonene and g pinene (14) and
some preparations form exclusively limone-
ne from NPP and all three hydrocarbons
from GPP2). None of these facts can be ex-
plained on the basis of a single enzime.

Bivalent Cations and Mechanism

Carbocyclases require bivalent cations (15,
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19.31). Mg?* or Mn®* being the most
efficicnt. We think that the enzyme would
be taking advantage of the higher reactivity
of the metal—substrate complex. The metal
ion in the enzymic reaction would be
assisting the leaving of the pyrophosphate
group by neutralization of the negative
charge (35).

It has been shown that the substrate
—(M?*), complex is the more reactive
species in the non enzymic 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 a terpineol, plus a
small percentage of limonene and acyclic
hydrocarbons (35). Thus there is C-O
bond fission as in the enzymic reaction,
and the most reactive species is GPP
—(Mn *?), (35). Both the rates of GPP
solvolysis and of the carbocyclase reaction
are function of the concentration of the
GPP—(Mn?*), complex (Fig. 4A, 4B). Esti-
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Fig. 4: Effect of manganese on the enzymic and non
enzymic reactions of geranylpyrophosphate, A: Mn?" ca-
talized solvolysis; B: Carbocyclase reaction; @ — @ : rate
of hydrocarbon formation; & — & : Concentration of the
GPP-Mn?" species; © — © : Concentration of the GPP-
(MNH); species.

mation of the different GPP—Mg?*species? )
from the data of Croteau for borny!l-POP
synthetase (39) shows a good correlation
between reaction rate and the concentra
tion of the GPP—(Mg?*), complex. This
may be a general characteristic of carbocy-
clase reactions.

Allylic monophosphate esters are not
substrates of carbocyclase and their non
enzymic solvolysis is retarded by Mn?*
(14.35). Elimination of the leaving group
requires the presence of the allylic bond:
the 2—3 saturated analog citronellyl pyro-
phosphate is not a substrate (14) and its
solvolysis is only slightly accelerated by
Mn?* (35).

The menthane skeleton is formed by the
regiospecific (and probably stereospecific)
elimination of a proton from the cyclic ter-
pinyl cation. In nonenzimic solvolysis of
linalyl p—nitrobenzoate, protons are pre-
ferentially eliminated from C; to form ter-
pinolene although a smaller amount of
limonene is formed through elimination
from Cy (40). Although both carbon atoms
may loose 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 formation
of bicyclic monoterpene hydrocarbons in
aqueous solution (35,41,42). In the carbo-
cyclase reaction the pinane ring could be
formed directly from a neryl like cation. a
process which is enthalpically favoured
over the formation from a monocyclic mo-
lecule (23,43).

Carbocyclases and Prenyltransferases

The mechanism of carbocyclases may be
considered the intramolecular counterpart
of the 1’—4 alkylation reaction catalized by
vertebrate prenyltransferases (14.21.44.
45). In this reaction. an allylic pyrophos
phate (GPP, DMAPP etc.) and IPP are 1+
gidly bound to the enzyme, The geometry
is buttressed by the binding of two Mg?*
atoms to the enzyme—substrate complex
(21.46). The allylic substrate forms a high-
ly structured carbocation—pyrophosphate
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jon pair. The positive charge on C, 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
C, —C, 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 C, (47).

Stoichiometry of carbocyclase and of
non enzymic solvolysis is of two Mn?*
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 (allylic
substrate plus IPP) through their pyrophos-
phate groups. On the other hand the 2:1
stoichiometry in carbocyclase neutralizes
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 could take different
positions to eliminate a proton from Cog,
from C4 or from Cjg to form limonene,
« pinene or § 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 experiments in non polar or non
nucieophyllic media (48—51) show the for-
mation of up to 70°/cof cyclic products
from E precursors, as opposed to solvolysis

CORIl et. al.
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Fig. 5: Comparison of the mechanisms of prenyltransfe-
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-
bocyclases, which are far less accessible to
mechanistic research than animal prenyl-
transferases.

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.1). 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 enzymologist and the biologist. In more
complicated molecules like the alkaloids
“enzyme work is very scarce” (55). One
may speculate whether enzymic 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
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harness the ingenuity of the most astound-
ing synthetic 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 Quimica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Casilla 653, Santiago, Chile

The allylic diphosphate ester linalyldiphosphate forms mono- and bis-metallic complexes with Mg?* and
Mn?*. Complexes of the trianion of the ligand are 50 to 100 times more stable than those of the dianion.
Mg?* and Mn?* are bound in the monometallic complex 10® and 10* times more strongly than in the
bismetallic species.

The rate constant of the uncatalysed hydrolysis of linalyldiphosphate at pH 7.0is 1.2 x 10%™", which is
higher than reported values for the primary diphosphates. Mg?* and Mn?* 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 a rate proportional to
the concentration of the monometallic complex of Mn?*. 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, «-pinene and B-pinene
are formed in plant tissues from geranyldiphosphate (GPP)+
and neryldiphosphate (NPP) 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.} In view of this steric restriction and as
E-Z isomerization of GPP has been discarded,* the tertiary
isomer. linalyl diphosphate (LPP), has been postulated as a
stereochemically plausible intermediate,* 7 and it has been
found to be an efficient substrate for carbocyclases® !0
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 Mn?* or Mg?* of GPP
newly formed through prenyltransferase activity.!’!* Further-
more, as opposed to the primary diphosphates GPP and NPP
which are formed in plant tissues '*'* the role of LPP as a free k

The electrophile studied in model reactions has been most
frequently the hydronium ion,?"?? but it has also been shown
that bivalent metals catalyse the solvolysis of NPP or GPP at
neutral pH!'"!? to form cyclic and non-cyclic alcohols and
hydrocarbons. It was established that the most reactive complex
is the bismetallic complex RPPM,*, and thus solvolysis may
occur according to Scheme 1.

MZs Mis
RPPM
Ky K,

RPP RPPM;

k k
intermediate in the formation of cyclic hydrocarbons has not 8 : .
been confirmed. When GPP was incubated with carbocyclase
from C. limonum® or with enzymes from Salvia,’® LPP was not v
detected in the reaction media, suggesting that LPP if formed, Products
could be a tightly enzyme-bound intermediate.

The mechanism of these cyclizations has been visualized as an Scheme 1. k,, k, and k, Are kinetic constants for the solvolysis of the

intramolecular alkylation of remote double bonds by allylic

diphosphate esters'’~!? with allylic carbocations or possibly
ion pairs as intermediates.?®

allylic diphosphate RPP and its mono- and bis-metallic complexes
RPPM and RPPM, respectively, K, and K, Are dissociation constants
for the species involved.

L RO Ty Pl

Linalyl Geranyl Neryl Linaico! o - Terpineol Nerol Geraniol s A :
diphosphate diphosphate diphosphate (LOH) (TOH) (NOH) (GOH) Myrcene Z-Ocimene £-Ocimene Limonene
{LPP) (GPP) {NPP)

+ TES = N-Tris(hydroxyethyl)-2-aminoethanesulphonic acid, DMAP = dimethylally] monophosphate; IP = isopentenyl monophosphate;
LP = linanyl monophosphate; FP = farnesyl monophosphate; RPP = free allylic diphosphate (RPPH*" + RPP3"); RPPM = monometallic
complex (RPPHM + RPPM ") of allylic diphosphates;: RPPM, = bismetallic complex of allylic diphosphate (RPPM, *); K|, K, = dissociation
constants of the mono- and bis-metallic complex respectively.

1 E and Z isomers shall be referred to as diastereoisomers differing in ‘conformation’ according to IUPAC specifications (J. Org. Chem., 1970, 38,
2849).
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All carbocyclases require bivalent cations and their true
substrates are also the bis-metallic complexes of NPP and
Gpplu.:d

In several reports enzymic hydrocarbon formation from total
LPP is comparable and often better than from GPP or
NPPB 10

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
also important to study the hydrolysis of the monophosphate
LP, which is not a substrate and inhibits carbocyclase very
ineffectively.'8

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 limonum.

Experimental Procedures

Synthesis of Substrates and Solvolysis—[1-*H]-LPP, [1-*H]-
LP.[1-*H]-NPP, and [1-*'H]-GPP (specific activity 1.7 x 107,
3.5 x 107,125 x 107 and 6.7 x 107 d.p.m./umol respectively)
were prepared by phosphorylation of the corresponding
labelled alcohols as described previously.®?* Unlabelled LPP
was prepared from commercial( 4 )-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 LiCl
and the precipitate was washed 4 times with acetone and diethyl
ether at —20 °C. After this procedure the sparely soluble LPP-
Lisalt was resuspended in water, and the Li* exchanged by Na*
in Chellex column with distilled water elution. LPP Na was
stored at 4 “C in NaOH at pH 10 or as a dried powder at
—20 "C. 60 MHz N.m.r. shows the signals expected for LPP.2¢
The enzymic hydrolysis with E. Coli alkaline phosphatase and
apyrase yielded only linalool as product, as assayed by g.l.c. The
linalool: phosphorus ratio was 2.05. Unlabelled primary
substrates were prepared in a similar fashion.

[1-*H]-LPP and [1-*H]-LP hydrolysis was performed in
glass-stoppered tubes at 30 and 40 °C respectively in a total
volume of 1 ml of 0.1m TES-HCI buffer pH 7.0. Incubations
were carried out in the presence of variable concentrations of
MnSO, or MgSO,. Unless otherwise stated, [*H]-LPP and
[*H]-LP concentrations were 15 x 10°M or 38 x 10-®m
respectively.

The reaction was stopped by cooling the tubes to O °C and
vigorous shaking with light petroleum (b.p. 40—60 “C;.2 ml).
This procedure extracts more than 999, of hydrocarbons and
alcohols.! Radioactivity of this hexane phase was measured by
conventional PB-scintillation spectrometry and the products
were analysed by radio-g.l.c.® '

Determination of Rate and Dissociation Constants.—(a)
Porentiomerric measurements. The pK, of allylic phosphates and
the Kg;,, of the monometallic complexes RPPHM, RPPM ™,
RPHM ", RPM were determined by potentiometric titration at
25 Cin0.1m KCl and under nitrogen. The amount of substrate
hydrolysed was controlled and in the range 3—10% at the end of
the experiment. Ky, 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 concentrations of
metal. A rise of pH above 7.0 in the presence of Mn?* must be
avoided, since hydroxocomplexes interfere with the titration.?”

An apparent K, (K,) for pH 7.0 was calculated with K,
values (Kgppy. Kgppuw) Obtained for the different ionic species of
the complexes, according to equations (1) and (2).
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x _ ([RPPH?7] + [RPP*-J)([M?*])
' [RPPHM] + [RPPM ]

(n

H*]/K, + 1
K, = [H*V/K, - B
K K pprm [H ]
RPPM _‘—k‘—

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] + &,
[LPPM,]. The rate constant k, was determined at metal
concentrations where all substrate was complexed as the
monometallic species.

The kinetic rate constant k, for the bismetallic complexes
LPPM, and the dissociation constant K, were obtained by
computer simulation of the rate data according to equation
(3)** which may be linearized to equation (4).

kK + k, [M21]

L U
K, + [M**] (3)

(ky — ky)-[M?"]

tk K, + [M?*] ()

v_kl)=

The contribution of free LPP to the observed rate can be
neglected due to the low value of K, which makes free LPP
negligible even at low metal concentrations.

Enzymic Assay—LPP carbocyclase was assayed in 0.1m TES
(pH 7.0) at 30 °C, in the presence of variable concentrations of
[1-*H]-LPP and of Mn?* or Mg?*. 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 limonum.*3
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 0 °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.!

All 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 pK, value of LPPH? ™ as
determined by potentiometric titration in 0.1m KCl was 6.75. It
extrapolated to 6.85 at zero ionic strength. As reported for
adenosine phosphate esters,”® the pK, of LPPH? " levels off to
6.2 at 0.6m ionic strength. The pK, for the primary diphosphates
NPP and GPP were also determined and compared with the
values for other prenyl phosphates (Table 1). The results show
that the organic moiety has little influence on the ionization of
the uncomplexed phosphate and diphosphate groups. Metal
binding increases the acidity of the last ionizable proton and
also introduces marked differences in the pK, values of the
complexes of isomeric diphosphates. Mn?* has a greater affect
than Mg**.

Dissociation Constanis.—Scheme 2 represents the binding of
bivalent cations to differently protonated ligand species. The
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Table 1. Acid dissociation constants (25 °C, 0.1m KCIl) of RPPH?":

RPPH?" =—=RPP*" + H* and RPPHM: RPPHM —= RPPM"

+H”
Pk,
=2 5 N
MEZ* an +
LPP 6.75 5.01 4.7
GPP 6.55 58 4.4
NPP 6.35 46 36
LP 6.75 57
1P 6.8
DMAP* 6.5

“ From B. K. Tidd, J. Chem. Soc. B, 1971, 1168.

Table 2. Dissociation constants for RPPHM, RPPM ™ and RPM

RPPM?* Kpppum * 10°%/M Kaepm™ % 10%/M
LPPMg®” 470 8.5
LPPMn?* 370 a3
GPPMg®" 2000 36
GPPMn?* 570 4.1
NPPMg** 910 17.5
NPPMn?* 1110 19
LPMn?" 9100 910

ppbd” e ppp¥~

Ka \I7
KRPPHM Krepm™
2+ 2+

RPPHM =——————— RPPM~- —— RPPM;’

_-—'_"_T"'_—’ v_—'_"—T-
Kg H* Ky MZ“

Scheme 2.

values of the dissociation constants of RPPHM to the dianion
RPP-H?~ and RPPM ™ to the trianion RPP*~ are presented in
Table 2. As would be expected, binding of metals by the
unprotonated ligands is 50 to 500 times stronger than that of the
protonated species. This is within the range reported for ADP
complexes.?’

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 of the potentiometric or hydroxyquinoline
methods.

In order to compare the dissociation constants K, of the
bismetallic complexes obtained kinetically 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 vig 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 ca. 36%,
of the ligand exists in the form of the dianion RPPH? ", which
binds only weakly to metal. For this reason, the values of K,
shown in Table 3 are higher than the dissociation constants of
RPPM ™ shown in Table 2.

In all cases studied, the dissociation constants of the Mg~
complexes were higher than those of the Mn?~ complexes and

the bismetallic complexes were much more dissociated than the
monometallic complexes.

Uncatalysed Solvolysis of LPP—[1-*H]-LPP hydrolysed
spontaneously at pH 7.0 and 30 °C with a rate constant ky =

Table 3. Apparent dissociation constants at pH 7.0

K, x 10%/m KM
LPPMg?* 13 5
LPPMn?* 5.2 0.25
GPPMg?* 48¢ 1.6 x 10°2®
GPPMn?* 5.5% L5 x 10"
NPPMg?* 21 0.2
NPPMn?* 2.3 09
LPMn?* 1350

“ 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 [ree and complexed allylic
phosphate and diphosphate esters. All the kinetic data were obtained at
40 °C and those corresponding to LPP at 30 °C due to the higher
reactivity of the latter.

I‘\'o,"S“‘
LPPMg?* 125 1074
LPPMn?* 1.2 % 1G* 1.1 x 10 73
GPPMg?* 34 x 1077 55 s 10-7e 26
GPPMn?** 34 % 107
NPPMg?* 1.0 x 10°° 19 x 10°®° 1
NPPMn?* 1.0 x 10°® 1.2 % 10°%* 21
LPMn?* 6.3 x 10°® 1.7 x 10°%

“From refs. 11 and 24
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Figure 1. Relationship between the concentration of Mg?* complexes of
LPP and the rate of hydrolysis: [LPP] = 14.4 x 10°°M; 30 “C; ¢ rate
constant, k, O—O, b [LPPMg] A—A. and ¢ [LPPMg.] A—A
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Figure 2. Relationship between the concentration of Mn?* complexes of
LPP and the rate of hydrolysis: [LPP] = 15 x 107°M; 30 °C; a rate
constant, k, O—Q, # [LPPMn] A—A, and ¢ [LPPMn,] A — A
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.0

20

[LP] or [LPMn] 10%/m

T T
4 8
[MnS0,1-10° (W)

Figure 3. Effect of Mn?* on LP hydrolysis: [LP};or = 38 x 10-®m;
40 °C: rate constant, k, O—O, [LP] A—A.and [LPMn] A—A

1.2 x 10 s7! which exceeded the rate constant for its primary
isomer GPP by a factor of 500.!!

Effect of Mg?* and Mn?* on the Solvolysis of LPP—The
addition of Mg?* or Mn? " modified in different ways the rate of
solvolysis of LPP. This is shown in Figures 1 and 2 (left-hand
ordinates, curves a). The concentration of the mono- and bis-
metallic species LPPM and LPPM, (right-hand ordinates
curves b and ¢), were calculated from the apparent dissociation
constants listed on Table 3. At Mg concentrations close to 4
mM, the LPPMg complex is the predominant species (Figure 1,
curve b). Its solvolysis rate constant k, =4 x 10-° ¢!
corresponded to the minimum value of k, of curve a. Above 10
mm Mg?" the rate increased with the concentration of the
LPPMg, (curve ¢).

The LPPMn complex hydrolysed at the same rate as free
LPP and it was thus not detected kinetically (Figure 2).
Changes in Mn?* concentration between 0 and 5 mM had no
effect on LPP hydrolysis although at the latter concentration all
the substrate is present as the monometallic species. Rising
concentrations of LPPMn, was parallelled by an increase in the
rate of solvolysis.

Kinetic constants for the solvolysis of free LPP, GPP and
NPP and their metallic complexes with Mg?* and Mn?™ are
summarized in Table 4. The constant for the bismetallic
complexes of all three ligands are higher than those for the
monometallic complexes, but LPP differs from the primary
diphosphates since the rate constants for the monometallic
species are lower for LPPM than for the uncomplexed substrate.

Solvolysis 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 Mg?* does not alter the rate of reaction of LP.
This agrees with the lack of interaction between this ligand and
Mg?". Manganese formed a complex 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 calculated from K. Since this constant was obtained
by potentiometric titration at equimolar concentrations of
Mn?* and ligand it reflects the dissociation of LPMn. Thereisno
kinetic evidence for the participation of a bismetallic complex of
LP, whose formation would be structurally 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 alcohols and hydrocarbens at pH 7.0 in both the

J. CHEM. SOC. PERKIN TRANs. 1 1987

presence and absence of added Mg?* or Mn2* ions. (Table 5).
Under uncatalysed conditions, substitution products exceeded
elimination products by a factor of 4, and non-cyclic products
predominated. This differs from the acid-catalysed solvolysis
of these substrates where alcohols exceed hydrocarbons by a
factor of ca. 40 (Table 5).

In the uncatalysed process at pH 7.0 the amount of cyclic
products almost doubled the amount reported for acid
hydrolysis, the Mn?* further increased this proportion (Table
5). The amount of hydrocarbons formed from LPP at pH 7.0
(22.09,) was much higher than the percentage formed from NPP
of GPP which were 7 and 6%, respectively.?*

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 PPMn, leaving group as opposed to H,P,0%~ or P-
Mn . Stabilization of the ion pair due to the different polarity of
the leaving group as well as to interactions of metal with double
bonds would permit the necessary conformational changes to
form cyclic products as well as to prevent water from adding to
the cationic moiety of the ion pair.

The results described in this communication and those
reported for the metal-catalysed solvolysis of GPP and
NPP 2% show a dissociation between the effect of metal on
rate of reaction and product distribution. The effect of Mn?”*
observed on the rate of solvolysis of LPP is smaller than for the
primary substrates. The ratios of k,/k, are 6.0, 44 and 233 for
LPP, GPP and NPP respectively.’'?* On the other hand, the
effect of Mn?"* on products is similar for the three substrates,
and Mn?~ favours the formation of the cyclic hydrocarbon
limonene as compared 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 interaction of the C-6 double
bond with the metal®® leading to a stabilization of
intermediates and to the formation of cyclic hydrocarbons.

Metal Specificity of LPP Carbocyclase—Carbocyclases
catalyse the formation of limonene and x- and B-pinene from
various non-cyclic allylic diphosphates in the presence of
bivalent cations.'-*®

Reaction rate was compared with the concentration of
LPPM and LPPM, calculated from K, and K, at different LPP
and metal concentrations. Figures 4 and 5 show that LPPM, is
the complex utilized by carbocyclase, since the observed
enzymic reaction rate correlates only with the concentration of
this species.

Rate data obtained for variable LPP concentrations at 3 mum
Mn?~ and rate data shown in Figure 4 are plotted as a function of
the calculated bismetallic complex LPPMn,. All the data fit a
single hyperbolic curve from which the K 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 efficiency of carbocyclase (V.. /K,)
was highest for the LPPMn, complex. LPPMg, was utilized
with a much lower catalytic efficiency.

The differences in enzymic efficiency between RPPM,
complexes and total substrate are very large for NPP and LPP
(120/1.3 and 11800/81 respectively). On the other hand, it
differed only by a factor of 2 for GPP (Table 6}. This may be due
to the lower K, value for the latter substrate, which is mainly in
the form of GPPMn, in the assay conditions, whereas the more
dissociated NPPM, and LPPM, are present in a much lower
proportion.

It is worth stressing that whereas catalytic efficiency
(Vmax/Kr) for GPP is larger than for NPP when referred to
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Table 5. Product distribution in LPP and LP hydrolysis

LPP LP
— A ) r 2 N
pH 7.0 pH 7.0
A A
Uncatalysed Mg?* Mn?* pH 04° Uncatalysed Mn?* pH 04°
LOH 371 449 278 59.7 44 4] 63.4
TOH 38 41.2 49 230 28 36 17.7
GOH 1.9 0.6 113 25 24 11.6
NOH 1.8 04 33 57 4.4 39
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 19 1.5
%, Alcohols 79 86 77 97.3 80.2 83.8 96.6
% Hydrocarbons 213 13.8 22 23 19.5 16.7 33
% Cyclic products 39.6 41.2 55 233 29 36 18.3
% From ref, 21.
-.? Table 6. Kinetic parameters for RPPM, and RPP,,; in the carbo-
i cyclase reaction
i 4
E v,
10° ¥, o o
"3"" K.M M min"’n;;é" ki/mm ' mg”
% s -
= LPPMn, 275 x 107° 325 11.800
LPPMg 48 x 1078 16 160
.10 2
LRI e NPPMn, 1.08 x 10°° 13 120
- GPPMn, 14 x 10°° 7.0 5
2 LPPor(Mn?*) 4 x 107 32.5 81
T 4 Los|s = NPP,,((Mn?*) 1 x 106 1.3 13
E £ S GPP1or(Mn2*) 29 x 10°¢ 70 24
» ] 2
u\' = :“‘
2 2 s hosts=
= & a T
= =2 ? 6 z -
- ~ ~
'.E " o © b0 e
; 2 3 P /e » 2 © ':?-'
[MRS0,1-10%/ m = = = =
oy : S S Lo ke &
Figure 4. Relationship between the concentration of Mn? * complexes of 2 - =
LPP and the rate of LPP carbocyclase reaction: [LPP] = 0.77 x 107°M:
enzymic reaction rate O—Q; [LPPMn] A—A: [LPPMn,] A—A.
Insert: reaction rate as a function of the calculated concentration of the
bismetallic complex LPPMn,. Rate data obtained at variable LPP 1 ; 3

concentrations are included.

total substrate, the enzyme is more efficient with the NPPM?*
complexes than with their E isomers. This may have some
relevance as to the physiological role of the two isomers in vivo.*

It is interesting to point out the extremely low value of K,
of carbocyclase for the LPPMn, complex (2.75 x 107%m).
This very high affinity may be an explanation for the lack of
experimental evidence of its formation as a free intermediate
from GPPMn, to cyclic hydrocarbons.

The data presented show that carbocyclase from Cirrus
limonum utilizes LPP in the form of a bismetallic complex. This
stoicheiometry seems to be the rule for the enzymic cyclizations
and non-enzymic solvolysis reactions of allylic diphosphates. It
may also be calculated that bornylpyrophosphate synthetase
and =z-pinenocyclase from Salvia officinalis utilize the same
complex.?* This stoicheiometry probably favours the stabiliza-
tion of an ionic intermediate with an uncharged M,P.O,
leaving group more plausibly than a diphosphate anion. In
addition to this higher reactivity of the bismetallic complex, the
low K, of this species points to a tight binding to the enzyme. It
could be visualized to occur through adequately positioned

[MgS0,1-10%

Figure 5. Relationship between the concentration of Mg? ~ complexes of
LPP and the rate of LPP carbocyclase reaction: [LPP] = 15 x 107®m;
enzymicreaction rate O—O,[LPPMg] A—A.and [LPPMg,] A—4A

electron donor groups like SH or methionine ** co-ordinating
with both metal atoms. These groups of the enzyme could not
efficiently bind the free substrates.

An equivalent interpretation might be that LP-Mn, the
monometallic complex. is not utilized as a substrate by these
enzymes, although it is chemically more reactive than the
uncomplexed 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 prenyl diphosphates.
Its role in monoterpene biosynthesis.

Solvélisis de complejos metdlicos de prenil difosfatos.
Su rol en la biosintesis de monoterpenos.

GLORIA PORTILLA

Laboratorio de Bio-Organica Profesor Osvaldo Cori.
Departamento de Quimica. Facultad de Ciencias Universidad de Chile
Casilla 653 - Santiago - Chile

Solvolysis of [1—>H] GPP and [1—-*H] NPP in sodium dodecyl sulfate is enhanced in the
presence of Mn?*. Elimination products, hydrocarbons, are favoured as compared with

those obtained in water.

In some reactions of the metabolism of terpenes, solvolysis is a competitive 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.

INTRODUCTION

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
C:H;y, are monoterpenes (C,p). It is
possible to find several functional groups
such as hydrocarbons C,,H,., alcohols
C,oH,;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 reactions well before any bio-
chemical studies were available (1). They
would arise through cyclization 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 genetically determined
(3, 4) and that an enzyme is involved, this
enzyme is only catalyzing a chemically
feasible reaction. Thus, a- and f-pinene
(Scheme I) occur in almost all Pinus species
while limonene is the major compound in
Citrus limonum and Citrus sinensis (5). On
the other hand citronellal is predominant in

AR

X=0H GOH X=0H NOH R=0H LOH X=0H TOH

X=HP,G3GPP X:HP, 07 NPP X:-HP,02LPP X-HP,05TPP

O TR

ol Pinens Limonene

¢ LY

Myrcene
Scheme I

P Pinene

Eocimene Zocimene

Eucaliptus citriodora and 1,8 cineole in
Eucaliptus 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 affection for and my indebtedness to Osvaldo Cori I 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-
strate than NPP (14-16). [somerization
between them has been excluded (8,
17-19) and no free intermediates have
been isolated (20, 21). Conversion of
isopentenyl diphosphate, [PP, 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 C,s isomers (24, 25).

The E conformation of GPP around the
C,-C; double bond does not have the
appropriate structure for cyclization. The
formation of the cyclohexanoid ring from
an acyclic precursor requires proximity
between C,-Cy4 to form the new bond.

GPP M; Complex

Scheme I

To rationalize this steric problem, a reac-
tion sequence in which the E isomer must
be transformed to a suitable intermediate
for cyclization was implied (8, 26). A new
version is in Scheme II. It must first react
with the enzyme with concomitant C-O
fission to afford an ionic species or a bound
linaly]l intermediate. An enzyme bound
linalyl structure would permit rotation
around the C,-C; 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).

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—*H] GPP, [1-*H] NPP
and [1-*H] LPP were prepared by phos
phorylation of the corresponding labelled
prenols (33). Sodium dodecyl sulfate, SDS,
was recrystallized three times from ethanol.
The hydrolysis of the substrates in the pre-
sence of Mn?* was performed either in

water or in SDS in glass stoppered tubes in
3x10-* M TES buffer pH 7 or 6.7 at 309,
containing the metal ion at the correspond-
ing pH. The reactions were stopped by
adding NaCl, thus disrupting the micelle
and vigorous stirring with 2 ml hexane
extracted the organic products. The pro-
duct concentration was estimated as has
been described (14, 31).

Carbocyclase was partially purified from
the flavedo of Citrus limonum and assayed
to obtain initial reaction rates for 3.5 min
at 300 in 50x10™* M TES buffer pH 7in a
final volume of '1 ml (sp. act, 2-7 nmol/min/
mg). Hydrocarbons were separated from
prenols by absorbing the latter on silicic
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SOLVOLYSIS OF ALLILYC DIPHOSPHATES 19

acid, and were identified by G.L.C. coupled
to a gas phase Geiger counter on Apiezon L
and BB’ - oxydipropionitrile columns (33).

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical properties of allylic diphosphate: 7

Some of the significant chemical properties
of GPP, NPP and LPP are centered on their
diphosphate groups and on their allylic
character. Allylic esters hydrolyze with C-O
bond cleavage by an apparent acid-catalyz-
ed Sy, mechanism (12, 13). The pKa value
of GPPH?*- 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. Its rate constant, ko =
1,2x107% sec™! at 300 and pH 7, which
means that LPP is 67« hydrolyzed in
90 min.

As has been described for farnesyl
diphosphate and chrysanthemyl diphospha-
te (34, 35) bivalent cations such as Mg?*
and Mn?* 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 RPPM,
(30-32).

From the pKa values of RPPH?" it may
be estimated that at pH 7 ca. 369% of the
esters are in the form of the dianion
RPPH?-, which binds only weakly to the
metal ion. The trianion RPP®*~ makes an
important contribution to the total binding
to form the monometallic species. Scheme
IIT includes the reactive species formed on
adding bivalent metal ions.

The apparent dissociation constant for
GPP-Mn,, Kdiss = 1,5x10-* M, is lower
by two orders of magnitude than the re-
spective constants for NPP and LPP. Thus,
while GPP predominantly exists as a bis-
metallic complex, NPP and LPP exist as
mono and bismetallic species over a wide
range of metal concentration, probably due

Alcohols + Hydrocarbons

RPPHY £—— RPP”

Ry

H*
KRPPHM RPPM™
M2+ M2

Alcohols + Hydrocarbons

Scheme II1

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 RPP*~,
RPPH?- and RPPM~ but could bind the
neutral RPPHM or the bismetallic RPPM,
the solvolysis of these species in SDS was
studied.

The dependence of the rate constant of
solvolysis of NPP on [Mn?*] in water and
in the presence of 30x107* M SDS is
shown in Fig. 1. In the absence of metal
ion the rate constant is the same either in
the presence of SDS or in water, but as
[Mn?*] increases, the rate constant increases

/1
T o T =1/

aos o 015 azs
[Mn*] M

Fig. 1: Mn?* - catglyzed solvolysis of NPP in xgater 0-0
and in SDS 30x10™° M &-4; [NPP]=2.6x10~" M.
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but only reaches a limiting value in the
presence of SDS.

The metallic cation binds very strongly
to micellar SDS 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 Mn?* concentra-
tion saturation is reached in both water and
SDS (Fig. 2). If the micelle is only concen-
trating the components one would expect
to reach the same limiting rate constant at
high [Mn?*]. 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 SDS but the percentage of cyclic
alcohols and hydrocarbons is greater than
from acid catalyzed solvolysis (12-13).

Nevertheless, in SDS for NPP there is a
remarkable enhancement of the cyclic
hydrocarbons limonene and terpinolene, as
compared with reaction in water. From
reported data (30) it is possible to calculate
that at pH 6.7 Kdiss NPPMn = 2.7x10"° M
and Kdiss NPPMn, = 0.9 M. So, in water
and at [Mn?*] = 0.25 M, only 28% of the
substrate is as bismetallic complex, and the
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Fig. 2: Mn*" - catalyzed solvolysis of GPP in water 0-O
and in SDS 30x10™3 M A-2; [GPP] =6x1075 M.

rest is as monometallic complex. 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 SDS 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.

TABLE 1

Solvolysis Products of Geranyl and Neryl Diphosphate*

GPP - Mn** NPP -  Mn?*

water SDS water SDS
Alcohols 96 95.2 94.6 75

 Hydrocarbons 4 4.5 6.3 233

Linalool 72.5 70 16.5 14.3
. Terpineol 34 3.2 65.8 62
Nerol - - 10.3 -
' Geraniol 20 22 2 .
Myrcene 1.8 2.1 : - -
Ocymenes 11 0.7 - -

Limonene 0.8 1.0 4.2 17.7

Terpinolene 0.2 0.7 2:1 5.6

* At 250, Tes 3x10™° M pH 6.7
[GPP]=11x10"° M and [Mn>"] =40x10"° M.
[NPP]=14x10"% M and [Mn**] =25x10"% M.
[sDS]=30x10"3 M.
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Solvolysis of LPP and its role
in the biosynthetic process

The possible intermediacy of linalyl diphos-
phate in the biosynthesis 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-
lool 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 - '*C]
IPP by enzymes from Citrus sinensis (8)
and from [1- ' C, 1 - *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 Ii-
monum, we studied the chemical reactivity
of LPP in the presence of Mn?* (30). LPP
increases its rate of solvolysis 6 fold at 30°©
in the bismetallic complex (KLPPMn, =
7.2x107* 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
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Fig. 3: Effect of the concentration of LPP over the rate of
LPP carbocyclasezjeaction A_Lognd the rate of solvolysis
of LPP 0-0. [Mn*"]=9x107% M.

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] = 0.5x107% M (Fig. 4(A)), «
and f-pinene, limonene and y-terpinene are
obtained whereas, at [LPP] = 31.8x10"¢ M
(Fig. 4(B)) there are, in addition, myrcene
and ocimenes, the latter 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 officinalis (29).

Although the preferential incorporation
sequence LPP>GPP>NPP into some cyclic
monoterpenes in cell-free extracts is an

(A)

e ‘\ xa n
9 % 9 dc 15

ol.- B- E-3- ¥

Pinene Myrcene Pinenc Ocimene Limonene Terpinene

Fig. 4: Hydrocarbon formation from [1~3H} GPP by
carbocyclase from Cirrus limonum and by non enzymatic
solvolysis at 3,5 min and 300. The upper tracings indicate
response of the radioactivity monitored by means of an
attached gas-phase Geiger counter, whereas the smooth
lower tracings indicate response to coinjected standards
detected by GLC.

(A) Carbocyclase reaction at [LPP]=0.5x107° M
(B) Carbocyclase reaction at [LPP}=30x10"% M
(C) Non enzymatic solvolysis at [LPP]:?SOXIO_G 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 Sy 2’ reaction or through a cationic or
ion pair mechanism.

Abbreviations used: (See Scheme I)

GPP  :Geranyl diphosphate C,, 4% E, 2

NPP :Neryl diphosphate C,, 2% Z, 2°

LPP :Linalyl diphosphate C; &' ,&°

RPP  :Free allylic diphosphate

RPPM : Monometallic complex of allylic
diphosphates

RPPM; : Bismetallic complex of allylic
diphosphates

GOH : Geraniol

NOH : Nerol

LOH : Linalool

TOH : o-Terpineol

SDS  :Sodium dodecyl sulfate

TES  :N-tris (hydroxymethyl) methyl-2-

aminoethane sulfonic acid.
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iUMMARY: Three monoterpene carbocyclases differing in their molec-
iITar weights were detected in a Citrus limonum enzymatic prepara-

:ion by gel filtration on Sephadex G-100. Two of them utilize the
irimary substrates geranyl and neryl diphosphates and have molec-
iTar weights of 75,000 and 56,000 respectively. The third 1is 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 catalytic unit of geranyl, neryl and linalyl diphosphate car-
wocyclase activities.

NTRODUCTION

Cyclic monoterpene hydrocarbons are important constituents of

he essential 0ils synthesized by higher plants and it has been
stablished that their biosynthetic precursors are the open chain
eryl and geranyl diphosphates, NPP and GPP, in the form of their
ismetallic complexes (1, 2). The tertiary isomer linalyl diphos-
hate, LPP, is also efficiently 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 <cyclization,
owever the formation of a Tinalyl derivative in the active site
f the enzymes cannot be discarded.

Our enzyme preparation obtained from the flavedo of Citrus T1i-
onum forms B-pinene, and lesser amounts of a-pinene, limonene and

We dedicate this paper to Professor Osvaldo Cori, whose decease
was on April, first, 1987. We express our admiration for his in-
tegrity and courage as a University man. His death is a deep
loss 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. (e bl 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 even with partially purified samples; it 1is 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 lTeast 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 ug of protein at
30°C in 1 ml1 of the following medium: 0.1 M TES-NaOH buffer pH
7.0; 3x10-3 M MnS04 and one of_the tritiated diphosphates: [l -3H] GPP
20 uM, [1-3H]NPP 10 uM or [1-3H]LPP 4 uM. The reaction was quenche
by cooling at 0°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] PP, [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 HC1 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 m1) was applied to a Sephadex
G-100 column (0.8x77 cm) previously equilibrated with 5x10-2 M Tris

HC1 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 uyg of protein coming from DEAE-
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 pg of protein. As control, the enzyme was
maintained under the same «conditions but without irradiation.
Carbocyclase is stable at Teast 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 Comisidn
Chilena de Energia Nuclear wusing 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-kD 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/D37 (rads),
where D37 is dose of absorbed radiation required to vreduce the
enzymatic activity to 37% of that found in the unexposed controls.

RESULTS AND DISCUSSION
Dissociation of LPP and GPP carbocyclases by Sephadex G-100
Filtration

The DEAE-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
I1). 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 fil-
tration range of the column, thus evidencing strong protein-protein
interaction in the sample.

The enzyme was further purified before the filtration proce-
dure in order to reduce these associations and to improve the
separation of tertiary and primary carbocyclase activities. This
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TABLE I

Carbocyclase specific activities (uM/min/mg) with different
substratesa)

Substrate

0POP
GPP NPP Lee( I
Product A~ OPOP ‘ p) SpD

o -pinene E%; 0.27 ( 6%) 0.065 ( 5%) 0.4  ( 6%)
( -pinene E%Q 3.87 (86%) 1.04 (80%) 0.54 ( 8%)
=

Limonene 0.36 ( 8%) 0.2 (15%) 5.36 (80%)

@ It is shown in parentheses the percentage of each product.

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. 1. LPP carbo-
cyclase activity elutes clearly dissociated from NPP and GPP carbo
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 carbo
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 I), 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 Filtratign. Total wenzymatic activity
from GPP (#—m ), NPP (4—a) and LPP (e—e) 1in 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 l-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
Bilgs" 1)

The dissociation and difference in stability indicate the exist-
ance 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 Tinear function of the radiation dose where
he fitted line is from least squares analysis. Molecular weights
f 56,000+3,000; 57,000x2.800 and 56,000+1,300 were determined
rom D, 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 (m—a), NPP (a—a) and LPP (0—0)

activities. Non irradiated controls retained full activity (solid

symbols). The molecular weight was calculated using the estab-

lished relationship M.W. = 6,4x1011/D37. The values obtained from
these data were 56,000+3,000 dalton (D37 = 11.5 Mrad); 57,400+

2,800 datlton (037 = 11.15 Mrad) and 56,000+1,300 dalton (D37 =
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 g-pinene when assayed with GPP
or NPP as substrates, it forms predominantly Timone with LPP as
substrate. Under the assumption that a Targer enzyme is more likely
to be inactivated at lower doses 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 remained
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 ini
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 metabolism. 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 Tower than 8 (17)
makes extremely difficult its isolation from plant extracts that
normally present pH values around 6.

ACKNOWLEDGEMENT

The authors are very indebted to Comision Chilena de Energia
Nuclear where the irradiation of the samples was done; to Dr. B.
Weiss for assistance in computational analysis and to Mr. Gonzalo
Pérez who generously furnished Citrus limonum fruits from selected

trees.

This work was supported by FONDECYT CHILE (Proyecto N° 30)
and Departamento Técnico de Investigacidn, U. de Chile (Proyecto
Q-2818).

179



Vol. 18, No. 1, 1989 BIOCHEMISTRY INTERNATIONAL

REFERENCES

1. 26jas, ®.0.. Chayet, L., Port¥iTa, B.; and Cori~0a1980%
Arch. Biochem. Biophys. 222, 389-396.

2. <Chayet, L. Rojas, M.C., and Cori, 0. (1984). Bioorg. Chem.
12, 329-338.

3. Portilla, G., Rojas, M.C., Chayet, L., and Cori, 0. (1982).
Arch. Biochem. Biophys. 218, 614-618.

4. Gambliel, H., and Croteau, R. (1982). J. Biol. Chem. 257,
2335-2342.

5. Croteau, R., Felton, M., and Ronald, R. (1980). Arch. Biochem.
Biophys. 200, 534-546.

6. Banthorpe, D.V., Christou, P.N., Pink, C.R. and Watson, D.G.
(1983). Phytochem. 22, 2465-2468.

7. Hanover, J.W. (1966). Heredity 21, 73-84.

8. Hefendehl, H.W. (1967). Z. Pflanzenphysiol. b{, 310=316.

. Von Rudloff, E. (1975). Biochem. Syst. Ecol. 131-167.

10. Baradat, P.L., Bernard-Dagan, C., Fillon, C Marpeau, A.,
and Pauly, G. (1972). Ann. Sci. Forest. 29, 307-334.

11. Chayet, L., Rojas, M.C., Cardemil, E., Jabalquinto, A.M., Vi--
cufia, R. and Cori, 0. (1977). Arch. Biochem. Biophys. 180,
318-327.

12. Pollard, E.C. {1953). Adv. Biol. Med. Phys. 3, 153-189.

13. Kempner, E.S., Schlegel, W. (1979). Anal. Biochem. 92, 2-10.

14, Cori, 0., and Rojas, M.C. (1984). Methods in Enzymology Vol.
110A, 406-417.

15. Bradford, M. (1976). Anal. Biochem. 72, 248-254.

16. Fricke, M., and Hart, E.J. (1966). In Radiation Dosimetry
(Attix F.M., and Roesck, W.C. eds.). Vol. 11, 167-239 Academic
Press, New York.

17s  Portilld,; Gss Rbjass M.C.; Chiongs; E.: afid Coris 0¥ (1987},
J. Chem. Soc. Perkin Trans. I, 1479.

18. Tange, K. (1981). Bull. Chem. Soc. dJpn., 54, 2763-2769.

2,
+Ha s

180



