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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra la sintesis y caracterizacion de catalizadores
ditépicos con fragmentos de guanidinio y fenol. Asi también los estudios de actividad
catalitica de los compuestos en la reaccion de ruptura de un sustrato modelo de
pesticida, difenil p-nitrofenil fosfato (NPDPP). Los experimentos se hicieron en dos
medios, en una mezcla de 80% DMSO-agua en volumen y en agua pura a 37°C.
Para evaluar el efecto sobre la reaccion se hicieron perfiles de la variacion de la
constante de rapidez observada con la concentracion total del catalizador (a las
proporciones de neutralizacion de 1, 1.5y 2) y el grado de neutralizacion (con
concentracion constante de 5 mmol L?). A partir del perfil de concentracién se
confirmd la actividad catalitica por parte de los compuestos, SAG y MEG, en la
ruptura del NPDPP. Se observé una dependencia lineal de las kobs con la
concentracion del catalizador. En el perfil de neutralizacion observamos que
conforme aumenta el grado de neutralizacién de las moléculas aumenta el valor de
Kobs, 10 que nos indica que las especies desprotonadas son las mas activas. Se
obtuvo la siguiente ecuacion de ajuste de la catalisis en funcién de las especies
presentes en cada valor de pH: Kobs = k1 [H2A"] + k2 [HA] + ks [A~]. A partir de este
ajuste se presume que en la catalisis por SAG la ruta que predomina es la que
involucra la especie totalmente desprotonada (ks = 0.727(0.045) L mol s™1) y que
para MEG involucra una competencia entre las especies quimicas [HA] y [A7],
ambas cataliticamente activas (k2 y ks de 1.18 (0.31) x 102 L mol~* st y 9.10(0.30)
x 1073 L mol~* s™1). En ambos compuestos, el nucledfilo podria ser el oxigeno del
fenol que al estar desprotonado aumentaria su nucleofllia, lo que conlleva a una
catalisis basica general. Es posible que este mecanismo pueda estar ocurriendo ya
gue en ambos tipos de perfiles se encontrd que existia la participacion de la especie
con el fenol desprotonado. También la mejora catalitica al estar presente la especie
[A7], implicaria que la guanidina podria estar fungiendo como un posible nucledfilo.
SAG y MEG resultaron ser muy buenos catalizadores en agua ya que su eficiencia
catalitica sube al menos 2 y 16 veces respectivamente, con respecto a la ruptura

con iones hidroxido.
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1. INTRODUCCION

Las enzimas son moléculas notablemente sofisticadas que catalizan reacciones
esenciales para la vida, que de otro modo no podrian ocurrir. Después de la
elucidacion estructural, se ha podido entender como es que operan a un nivel
molecular. La mayoria no se han caracterizado y sus mecanismos quimicos siguen
siendo un enigma. Lo que todos tienen en comun es un complejo sitio de unién que
se adecua a huéspedes moleculares y transformarlos en valiosos productos
quimicos (Cragg, 2010).

La quimica supramolecular, enfocada al desarrollo de sistemas
supramoleculares puede ser considerada como nueva herramienta en el estudio de
procesos cataliticos. Utilizar sistemas supramoleculares modelos pueden ayudar a
explicar las mejoras observadas en las velocidades de reaccion en términos de
estructura y mecanismo (Van Leeuwen y cols, 2008). En ciertos casos, los sistemas
modelos pueden proveer una simulacion simplificada de la accion de una enzima y
lograr una mayor comprension de los distintos mecanismos por los cuales las
enzimas son capaces de conseguir grandes aceleraciones de velocidad de reaccion
y numeros de recambio. Cuando se cuenta con informacion estructural, es posible
entonces imitar la actividad de la enzima mediante el disefio de un analogo artificial
(Raynay col, 2014).

Una de las caracteristicas mas notables de la quimica de los organismos
vivos es el desarrollo evolutivo de los ésteres de fosfato, por un lado, para
proporcionar el esqueleto extremadamente estable para los biopolimeros que
codifican la informacion genética, el ARN y luego el ADN. Por otra parte, para la
regulacion temporal de proteinas que esta en gran parte bajo el control de quinasas
y fosfatasas, y una vez mas para la generacion y distribucién de energia libre a
través de la célula mediante la manipulacion de anhidridos de acido fosférico y sus
ésteres (Bowler y col., 2010).

La solucibn a la paradoja entre la notable estabilidad quimica de
monoésteres, diésteres y triésteres de fosfato y su facil manipulacién se encuentra

en el poder catalitico de las enzimas que se encargan romper los enlaces P-O-Cy
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P-O-P rapidamente. Esto da algunas de los mayores incrementos de velocidad
enzimatica registradas en la literatura. La base quimica de esa catalisis esta en el
corazén de la seleccion natural de ésteres y anhidridos de fosfato para funciones
centrales ubicuas en biologia (Bowler y col., 2010).

Los triésteres de fosfato son en su mayoria toxicos y se han utilizado en la
elaboracion de pesticidas y armas quimicas a lo largo de la historia, por lo que existe
un especial interés ambiental en el tratamiento y desactivacion de estos compuestos
mediante su hidrdlisis, para eliminar grandes cantidades almacenadas de ellos en
aguasy suelosy evitar que se formen subproductos téxicos (Shneider y Yatsimirsky,
2003).

Existen dos caminos principales por los cuales la hidrélisis de los ésteres de
fosfato se lleva a cabo. Uno es mediante el uso de iones metalicos como cofactores
en el interior de las enzimas y el otro mediante una catdlisis del tipo &cido-base
general (kamerlin y wilkie, 2007). Ambas rutas proveen una estabilizacion de tipo
electrostatica del estado de transicion aniénico (Yatsimirsky, 2005). La relevancia
en la comprension del mecanismo de hidrdlisis de los ésteres de fosfato radica en
que proveera una base solida para el disefio racional de fosfodiesterasas artificiales
mas eficientes que puedan funcionar como agentes terapéuticos, agentes
desactivadores de armas quimicas, antivirales y agentes de remediacion en suelos
contaminados con pesticidas organofosforados (Medeiros y col., 2008).

La sintesis de catalizadores que sean capaces de imitar a las enzimas
involucra un disefo racional a partir del mecanismo de la reaccion y las principales
interacciones gque se presentan en el sitio activo de la enzima. La catalisis puede
verse desde el punto de vista de un reconocimiento molecular del complejo activado
en el estado de transicion por el catalizador (Yatsimirsky, 2005). Se conocen
informes del uso de compuestos de tipo amino y guanidinio que han sido utilizados
como catalizadores en la ruptura de diésteres de fosfato debido a las interacciones
de tipo electrostatico entre el grupo fosfato y el cation amonio o guanidinio, donde
el dltimo resulta ser mejor debido a la complementariedad y geometria (Salvio y
cols, 2013).
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Debido a lo anterior a continuacion, en el presente proyecto de investigacién se
muestra la sintesis y caracterizacion de un sistema catalitico basado en compuestos
ditépicos con un fragmento guanidinio y otro fendlico. Asi también los estudios de
actividad catalitica de los compuestos en la reaccion de hidrélisis de un éster de
fosfato sustrato modelo de pesticida, difenil, p-nitrofenil fosfato (NPDPP), en agua y
en mezclas de DMSO:H:z0.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Quimica supramolecular

La quimica supramolecular se define como la quimica mas alla de la molécula. Este
campo de investigacion fue iniciado en el siglo pasado por muchos investigadores
en campos de investigacion combinados, incluidos los ganadores del Premio Nobel
Lehn, Cram y Pedersen (Ariga y Kunitake, 2006). Esta parte relativamente nueva
de la quimica se ocupa de los ensambles moleculares que resultan de la asociacion
de dos 0 mas especies quimicas que se mantienen juntas mediante interacciones
intermoleculares. EI campo se desarrollé a partir de los primeros estudios de
receptores sintéticos para cationes a mediados de los afios sesenta. La quimica
supramolecular se establecio firmemente y crecié exponencialmente después de
gue el Premio Nobel de Quimica 1987 se otorgara a tres de los pioneros, Charles
Pedersen, Jean-Marie Lehn y Donald Cram (Lehn, 1988). Las estructuras
supramoleculares son el resultado de varias interacciones no covalentes que abarca
una enorme gama de efectos atractivos y repulsivos, que incluyen la interaccién de
van der Waals, la interaccion electrostatica, el enlace de hidrégeno, la interacciéon
hidrofébica, la coordinacién, entre otras. Algunas de las cuales a menudo funcionan
de manera cooperativa en un complejo supramolecular (Steed y Atwood, 2009).
Dado que los complejos supramoleculares se basan en diversas
interacciones, los tamafos de las supermoléculas difieren ampliamente de tamafio
molecular a tamafio macroscopico (figura 1). La categoria mas pequefia de
supermoléculas es el llamado complejo anfitrion-huésped. Los complejos anfitrion-
huésped son pares de moléculas y/o iones que estan especificamente asociados a
través del reconocimiento molecular. El reconocimiento molecular se descubrié en
cierta medida a mediados del siglo XIX. Un claro hito para el origen del
reconocimiento molecular se considera la propuesta de llave-cerradura de Emil
Fischer en 1894. Del mismo modo, en la década de 1950 se sabia que los productos

naturales pueden reconocer moléculas particulares, incluida la capacidad de
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reconocimiento del oligosacéarido ciclico ciclodextrina y oligopéptido ciclico
valinomicina. Charles Pedersen descubrio que el éter corona era la primera
molécula huésped artificial capaz de reconocimiento molecular en 1967. Donald
Cram establecié un nuevo campo de la quimica, la quimica anfitrion-huésped, a
través del desarrollo de este concepto para una amplia gama de sistemas
moleculares. Finalmente, en 1978, Jean-Marie Lehn combiné campos quimicos
relacionados, incluida la quimica huésped-huésped y la quimica del ensamblaje

molecular en la quimica supramolecular (Reinhoudt, 2013).

Supermolecula
pequeia

Aumento de tamafio

Supermolecula
grande

Figura 1. Esquema de varios sistemas supramoleculares, desde pequefios
complejos anfitrion-huésped hasta grandes ensamblajes moleculares.
Fuente: Ariga, 2016.
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La base de la sintesis de grandes estructuras supramoleculares es el
autoensamblaje. Al contrario de la sintesis organica clasica en la que se forman
fuertes enlaces covalentes permanentes, el autoensamblaje es una sintesis no
covalente en la que se forman "supramoléculas" por la asociacion de bloques de
construccion en solucioén a través de interacciones especificas y en condiciones de
equilibrio. Las "supramoléculas"” resultantes tienen una integridad estructural Unica
en la solucion y propiedades que difieren de los componentes individuales. Los
puentes de hidrégeno, las interacciones ionicas, efecto hidrofébico y enlaces de
coordinacion proporcionan las fuerzas que gobiernan este tipo de estructuras (Ariga,
2016).

Desde el principio, la quimica supramolecular se ha asociado con posibles
aplicaciones y nuevas tecnologias. Las primeras areas donde se reconocid el
potencial fueron las tecnologias de separacién y deteccién. Es relativamente
sencillo traducir un evento de reconocimiento molecular en separacion o
concentracion de sales y convertir este evento en una sefial eléctrica u dptica
medible. También surgi6 la aplicacion de la quimica supramolecular en el disefio de
catalizadores supramoleculares, donde las moléculas desarrolladas cuentan con
una actividad catalitica que puede mimetizar la accién catalitica de las enzimas.
Estos sistemas pueden disefiarse con caracteristicas particulares definidas, que les
permitan estabilizar el estado de transicion de una reaccién y favorecer el curso de
esta (Motherwell y col, 2001).

2.2. Catdlisis supramolecular

El disefio de sistemas de catélisis supramolecular se ha inspirado en la observacion
y entendimiento de la catalisis enzimatica. Sin embargo, los modelos usualmente
contienen solo una o algunas de las caracteristicas que estan presentes en las
enzimas en los sistemas bioldgicos (Raynal y col, 2014). En cambio, sistemas
modelos de enzimas son mas pequefios y simples estructuralmente comparados

con las enzimas. El hecho de que los sistemas sintéticos son mas simples que los
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biolégicos no limitan la informacion que puede ser obtenida, en cambio, usar
sistemas mas simples hace posible estimar la importancia relativa de diferentes
paradmetros que contribuyen a la catalisis (Kirby, 1996). Una ventaja adicional del
uso de modelos supramoleculares para estudiar catalisis es que los compuestos
pueden manipularse sintéticamente para estudiar una propiedad especifica. En el
ambito biolégico de la catalisis, el discernir un factor en particular responsable de la
eficiencia catalitica de la enzima es una tarea muy compleja (Motherwell y col,
2001).

Los sistemas supramoleculares pueden ser considerados como nuevas
herramientas de la fisicoquimica organica moderna. El estudio de procesos
cataliticos utilizando sistemas supramoleculares modelos pueden ayudar a explicar
las mejoras observadas en las velocidades de reaccion en términos de estructura y
mecanismo (Van Leeuwen y col, 2008). En ciertos casos, los sistemas modelos
pueden proveer una simulacion simplificada de la accion de una enzima y lograr una
mayor comprension de los distintos mecanismos por los cuales las enzimas son
capaces de conseguir grandes aceleraciones de velocidad de reaccion y numeros
de recambio (Rayna y col, 2014).

La obtencién de sistemas supramoleculares capaces de imitar la capacidad
catalitica de las enzimas es uno de los objetivos finales de la investigacién en
sistemas de autoensamblaje. Los profesionales de la materia han abordado estos
desafiantes esfuerzos desde diferentes perspectivas (Reek y Meeuwissen, 2010).
Por otro lado, muchos sistemas modelo han sido disefiados de modo tal que logren
un aprovechamiento de su energia de enlace para llevar a cabo la catalisis. Se han
diferenciado dos tipos de sistemas que se basan en este principio: los primeros son
receptores moleculares donde un sitio catalitico esta ubicado cerca de un sitio de
unién que ha sido disefiado para unirse selectivamente al reactivo, los segundos
son receptores moleculares que promueven la reaccidbn de dos reactivos
acomplejados simultaneamente, formando un complejo multimolecular que se
mantiene unido por interacciones débiles y reversibles (Van Leeuwen y col, 2008).

Los primeros ejemplos de catalisis supramolecular de dos sustratos surgieron

del trabajo de Bender et al., ellos estudiaron las hidrélisis del acetato de m-tertbutil
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fenilo en presencia de acido 2-bencimidazol acético con a-ciclodextrina (Komiyama
y col, 1977). Otros grupos de investigacion como Breslow y Knowles ampliaron el
uso de ciclodextrinas para el desarrollo de sistemas modelo de enzimas. Breslow
sintetizd una B-ciclodextrina que contaba con dos grupos imidazol como sistema

modelo de la ribonucleasa A, como se muestra en la figura 2 (Breslow y col, 1978).
OH
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Figura 2. Estructura de la - ciclodextrinilbisimidazol.

Fuente: Breslow y col, 1978.

En la actualidad se han generado diversos sistemas supramoleculares con fines
cataliticos. La obtencion de micelas con nucleos de Au que funcionan como
metaloenzimas artificiales se ha disefado para su uso en reacciones
intramoleculares de carboxilacion de alquinos. Obteniéndose catalizadores
altamente activos y con una selectividad no observada en los catalizadores de oro
convencionales (Lee y Zhao, 2014).

Sistemas supramoleculares funcionalizados con motivos que cuentan con
una actividad catalitica es otra estrategia, y esta estrechamente relacionada con el
area que comprende el disefio de enzimas artificiales. Un grupo de investigacion
sintetiz6 un imizadol-pilar[5]areno como agente catalitico en la hidrdlisis de
diésteres de fosfato, que mostrdé buena actividad como fosfodiesterasa (Wanderlind
y col, 2018).

El desarrollo de fotocatalizadores supramoleculares ha sido un objetivo
importante en el campo de la fotosintesis artificial debido a su eficiente reduccion

de CO2 y oxidaciéon y reduccion de agua, especialmente para materiales sélidos,
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como particulas semiconductoras, fotoelectrodos y materiales mesoporosos para la
recoleccion de Iluz. Recientemente se obtuvo el primer fotocatalizador
supramolecular con un complejo Rh como unidad catalizadora para la reduccion de

COz2, que podemos ver en la figura 3 (Ghosh y col, 2019).

Figura 3. Estructura del fotocatalizador supramolecular con un complejo Rh como
unidad catalizadora para la reduccion de CO2. Fuente: Ghosh y col, 2019.

2.3. Biomimética enzimética

La biomimética estudia los modelos, sistemas y elementos de la naturaleza con el
fin de imitarlos en sistemas sintéticos. Los estudios biomiméticos han tomado gran
relevancia los ultimos afos, en especial los modelos enzimaticos para la
comprension y generacion de enzimas artificiales. Uno de los objetivos de este
campo es el desarrollar catalizadores que puedan ser activados y modulados
durante el proceso catalitico (Dong y col., 2012; Kirby 1996). Lo anterior no
solamente ayudaria a que las reacciones se llevaran a cabo en sistemas artificiales,
sino que también bajo condiciones mas seguras y controladas. En el caso de las
enzimas, las interacciones no covalentes juegan un papel fundamental en particular
en el confinamiento del sustrato en el sitio activo, en la creacién de un sitio
hidrofébico interno en agua, en las propiedades de autoreplicacion y también en los
sitios alostéricos (Raynal y col., 2014).

El disefio de catalizadores artificiales capaces de competir con algunas
enzimas es un tema de intensa investigacion. Entre algunas de las funciones

caracteristicas de un modelo enzimatico estan las siguientes: tener actividad
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catalitica que se asemeje a la actividad de la enzima o que muestre actividad sobre
los sustratos de la enzima en cuestion y/o mostrar un alto grado de reconocimiento
estructural y quiral de los sustratos. Un sistema artificial debe contar con estabilidad
ante la manipulaciéon en temperaturas elevadas, solubilidad en una gama de
disolventes entre otras cualidades (Salvio y col., 2010; Raynal y col., 2014).

La habilidad que tienen las enzimas para acelerar las reacciones se puede
entender en términos de interacciones mas fuertes entre el estado de transicién con
el sitio activo de la enzima. Dichas interacciones son del tipo electrostaticas o de
enlaces de hidrégeno y ademas contribuyen a la liberacion de moléculas de agua
del centro activo de la enzima al medio (Abe y col., 2012; Gomez-Tagle, 2006, Hong
y Suh, 2000). El cambio de solvatacion del sustrato al entrar al sitio activo de la
enzima repercute del mismo modo que la variacion de la permitividad dieléctrica del
medio al aumentar la rapidez de las reacciones. Es por ello, que una forma de
mimetizar la accion enzimatica puede ser variar la proporcion de disolventes
organicos acuosos con el fin de cambiar la permitividad dieléctrica del medio (Bruice
y Benkovic, 2000).

2.4. Aplicaciones de compuestos tipo Guanilhidrazonas

Una caracteristica comun de las guanilhidrazonas, asi como de las biguanidas, es
la presencia de grupos amidina unidos a las estructuras alifaticas o aromaticas
(figura 4). Ya que las guanilhidrazonas prometen un potencial quimico y biologico
interesante han sido ampliamente estudiadas (Mitchell,1998). Se ha informado una
diversidad de propiedades biol6gicas deseables para las guanilhidrazonas, han sido
usados exitosamente como antipertensivos, tripanocidal, antineoplasicos vy
antibacterianos (Borges y col, 2004). Una guanilhidrazona con una actividad muy
atractiva farmacolégicamente es la guanabenz, un receptor az-adrenérgico utilizado

como agente antihipertensivo (Holmes, 1983).
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Figura 4. Esquema general de las guanilhidrazonas.

Dado que la sintesis de guanilhidrazonas es muy facil y los costos de produccion
son relativamente bajos, la investigacion y el desarrollo de agentes terapéuticos a
base de guanilhidrazona son altamente atractivos (Martins y col, 2004). Ademas,
estas sustancias desempefian un papel importante como intermedios en la sintesis
de compuestos heterociclicos polifuncionales que contienen nitrégeno (Gossnitzer
y col, 2002). En las ultimas décadas, se han sintetizado una gran cantidad de
derivados de guanilhidrazonas, y se ha evaluado la relacién estructura-actividad de
los mismos.

Los farmacos que contienen el grupo guanidina también han sido objeto de
una evaluacion clinica intensa para la terapia antitumoral debido a su actividad
antiproliferativa. Un ejemplo es la metilglioxal-bis (guanilhidrazona) (MGBG), un
potente inhibidor de la biosintesis de poliaminas espermidina y espermina (Ekelund
y col, 2001). Algunas bisguanilhidrazonas que son utilizadas como antibiéticos
bicationicos, han mostrado actividad contra Trypanosoma cruzi. Su mecanismo de
accion no esta claro aun, pero se ha sugerido que puede existir una interaccion con
el ADN parasitario y/o su membrana celular (Borges y col, 2004). Recientemente se
ha sintetizado un derivado guanilhidrazona con potencial para el tratamiento del
Alzheimer, ya que muestra una alta inhibicién de la acetilcolinesterasa (Ferreira y
col, 2017).

2.5. Esteres de Fosfato

El &cido fosférico puede esterificarse en una, dos o tres posiciones diferentes, dando

paso a monoeésteres, diésteres y triésteres respectivamente. Los monoésteres y los
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diésteres cuentan con roles bien definidos en los sistemas biolégicos, tales como:
formar parte del material genético (el ADN y el ARN son diésteres de fosfato), fungen
como reservorios de energia (ATP), muchos intermediarios en el metabolismo
existen como monoeésteres de fosfato, y también la fosforilacion de proteinas es un
importante mecanismo de control. Ya que muchas moléculas biolégicas contienen
fosfato, y las reacciones enzimaticas que transfieren estos grupos juegan un papel
importante en el metabolismo (Westherimer, 1992).

Los monoeésteres y diésteres cuentan con una gran estabilidad cinética a la
ruptura de su enlace P-0, el tiempo de vida media estimado para el metilfosfato
monoéster en agua sin efecto de catalizador alguno es de aproximadamente 1.1 x
10'2 afios (k = 2 x 10%° s1) a 25°C (Lad y col, 2003). La intrinseca resistencia a la
hidrdlisis por parte del enlace P—O de los ésteres de fosfato es facilmente resuelto
por las enzimas, éstas pueden alcanzar impresionantes velocidades de reaccion.
Por ejemplo, la serina fosfatasa puede acelerar la ruptura del monoéster de fosfato
alrededor de 102! veces, mientras la nucleasa stafilococcica aumenta la velocidad
de reaccién de la hidrolisis del enlace P—O del ADN alrededor de 107 veces. Estas
mejoras en las velocidades de reaccion se encuentran entre las mas grandes
reportadas y han generado un gran interés en el estudio del mecanismo de accién
de estas enzimas y en el esclarecimiento de los detalles de la escision espontanea
no catalizada de ésteres de fosfato. El conocimiento de los mecanismos de ambas
reacciones es relevante para comprender la fuente de la catalisis enzimatica y para
el disefio de analogos sintéticos (Cleland y Hengge, 2005).

Los triésteres de fosfato no existen de forma natural en los sistemas
biologicos, e histéricamente el interés en su quimica fue principalmente industrial,
luego del descubrimiento de los compuestos organofosforados como el dietil 4-
nitrofenil fosfato, presentan muy buenas propiedades herbicidas e insecticidas.
Mediante el uso de la actividad anticolinérgica de estos compuestos se desarrollaron
agentes nerviosos para su uso como armas quimicas. Lo que generd la necesidad
de generar antidotos contra los compuestos organofosforados. En la naturaleza
existen enzimas capaces de hidrolizar a los triésteres de fosfato en subproductos

menos toxicos, las fosfotriesterasas, éstas se generaron como respuesta de los
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sistemas biologicos al uso masivo de los compuestos organofosforados como
pesticidas agricolas a mediados del siglo XX. Estas enzimas se descubrieron
mediante la resistencia de algunas especies de insectos, respuesta similar a la
aparicién de B-lactamasas desencadenadas por el uso masivo de antibioticos B-
lactamicos. Asi, en la década de 1970, se descubri6 que ciertas bacterias del
suelo hidrolizan una amplia gama de compuestos organofosforados (Raushel y
Holden, 2000). Por ejemplo, la fosfotristerasa de la bacteria Pseudomona diminuta,
gue es un microorganismo presente en el suelo, es capaz de hidrolizar una gran
cantidad de triésteres de fosfato, sin embargo, se ha visto que el mejor sustrato es
el paraoxén (dietil p-nitrofenil fosfato), la reaccion de hidrélisis del paraoxén
catalizada por la fosfotriesterasa bacteriana ocurre a una velocidad
aproximadamente 10'? veces mas rapida comparada con la reaccién no catalizada
(Donarski y col, 1989).

La escisibn hidrolitica de los ésteres de fosfatoy las reacciones de
transferencia de fosfatos en general, se han estudiado durante mas de 70 afios. Los
primeros estudios que se realizaron fueron por parte de Bunton, Kirby y Westheimer,
los cuales se inspiraban en el rol ubicuo de los derivados de los ésteres de fosfato
y reaccion de transferencia de fosfatos en la naturaleza, se centraron en evaluar la
reactividad de este grupo y el mecanismo de las diferentes reacciones (Todd, 1959).
El enfoque de la investigacion para el entendimiento de estos sistemas se baso
fuertemente en el estudio de la catalisis enzimética, con la finalidad de desarrollar
modelos biomiméticos que emulen de manera eficiente tanto al sustrato como al
medio que lo rodea, de manera tal que el conocimiento generado a partir del estudio
de estos sistemas lleve finalmente al disefio de enzimas artificiales. Se sabe que
son varios los pardmetros que influyen sobre el mecanismo y la velocidad de
reaccion. Tales parametros incluyen la naturaleza del sustrato (grado de
esterificaciéon, grupo saliente), su estado de protonacion, la naturaleza del nucledfilo
y la interaccion con el disolvente. Por esta razén, el nUumero de parametros que
deben controlarse para lograr una catalisis eficiente es considerable, lo que ha sido
un reto a la hora del disefo, sintesis y desarrollo de sistemas biomiméticos de

fosfatoesterasas (Diez y col, 2017).
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2.5. Hidrélisis No Enzimatica de Esteres de Fosfato

En las fosfoesterasas la actividad mimética, en su mayoria, se logra utilizando
cationes metdlicos ligados a los sitios activos, se suele utilizar Cu" y Zn" ya que
estos metales responden favorablemente en la reaccion (Salvio, 2015). Sin
embargo, los iones metalicos no son las Unicas unidades activas que pueden jugar
un rol central en el mimetismo de la enzima. Se han sintetizado diversos
compuestos para su uso como catalizadores de distintos ésteres de fosfato como
sustratos, que funcionan mediante catdlisis libre de metales. La Pralidoxima, que es
un antidoto contra el envenenamiento por compuestos organofosforados lleva a
cabo este tipo de catdlisis, fue el primero en ser aprobado para su uso clinico y se
obtuvo en la década de 1950. Desde entonces se ha optado por el desarrollo de
nuevas oximas que pueden ser efectivas en la hidrélisis de una gran gama de
sustratos (Manfredi y col, 2016).

Otros compuestos nitrogenados también se han probado para la hidrdlisis de
estos sustratos toxicos. Desde hace tiempo se tiene conocimiento de la actividad
catalitica del imidazol en la ruptura de estos sustratos en especial (Orth y col, 2015).
El imidazol forma parte del aminoécido esencial histidina, este aminoacido esta
presente en muchos sitios activos enzimaticos donde cuenta con actividad
catalitica, cuya actividad se atribuye a su grupo funcional imidazol. Se han generado
derivados de esta molécula, al igual que funcionalizacién de diferentes materiales y
probado su eficiencia en la ruptura de triésteres de fosfato (Figura 5). Y se han
alcanzado velocidades de reaccién de hasta 10° veces mas rapidas en comparacion

con la hidrdlisis espontanea (Hostert y col, 2017; Ferreira 'y Orth, 2017).
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Figura 5. Peliculas de 6xido de grafeno (material de soporte) funcionalizadas con
imidazol. Fuente: Hostert y col, 2017.

Una serie de sistemas cataliticos basados en guanidinio capaces de promover
eficazmente la escision de ésteres de fosfato se han reportado en los ultimos afios.

La unidad de guanidinio (Figura 6), juega un papel clave en varias enzimas
como la nucleasa staphylococcal. Donde este grupo forma parte del sitio activo
enzimatico e interacciona directamente con el sustrato para llevar a cabo la
reaccion. El grupo guanidinio se ha utilizado ampliamente como un activador y/o
grupo de anclaje en el disefio de catalizadores hidroliticos. Estos catalizadores
contienen uno o0 mas unidades de guanidinio, o una unidad de guanidinio en
conjuncion con otra unidad activa como un centro metalico, un grupo hidroxilo, o

una base libre en solucion (Salvio y col., 2011).

1H* 2H"
Figura 6. Estructura del guanidinio.

Fuente: Salvio y col., 2011.

La habilidad del guanidinio para enlazar el grupo fosfato se puede atribuir a su
estructura rigida y plana y a su complementariedad geométrica con este oxoanién.
Esto permite la formacion de uno de dos puntos patréon de union posible de los

puentes de hidrégeno (Figura 7), ya que hay otros sitios de union de los enlaces de
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hidrogeno que son posibles. Ademas, tiene un alto valor de pKa que asegura la

protonacion sobre un amplio intervalo de valores de pH (Salvio, 2015).

o OH—NH

—

Re \\.P/ /)—NH
o \\ o\

R O H—NH R,

Figura 7. Patron de uniébn mas comun en la interaccion de un grupo guanidinio con

un fosfodiéster. Fuente: Salvio, 2015.

El aducto formado entre fosfato y guanidinio, es resultado de una interaccion
electrostatica y de puentes de hidrégeno. Esta interaccion, particularmente si nos
referimos a su constante de asociacion en agua y otros disolventes polares no es
muy fuerte, pero se presenta. En las proteinas de manera casi general, la
interaccion guanidinio-oxoanion normalmente se lleva a cabo en el interior de
“huecos” hidrofébicos, en donde se favorece y aumenta la fuerza de la interaccién
(Salvio, 2015). Ademas, se han informado de estudios en los que se muestra que la
interaccién del guanidinio con el fosfato mediante puentes de hidrogeno es mas
fuerte en mezclas de DMSO/agua que en agua pura. A continuacion, se muestra en
la tabla 1, un resumen de algunos de los catalizadores reportados para la ruptura
de diversos ésteres de fosfato, y sus constantes de rapidez observadas bajo

diferentes condiciones.
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Tabla 1. Constantes de rapidez observadas para la ruptura de ésteres de fosfato

con diferentes sistemas reportados en la literatura.

Sustrato Catalizador Kobs (s71) pH Referencia
NH,* 9.6x10° 7
)J\ 2.8x10° 9
H,N™ “NH, 1.6x108 9.8
5.7x10°7 7
HpNPP .
(DMSO N H’N\I//NHZ
acuoso \J
80%) N NH,
5.1x10% 9
(Salvioy
r\ col., 2011)
N HN NH;
N +
HO\\\\/N "
1.0x1073 9.8
l/\N HN - NH2
N\\Zr'@*j
<\‘\\\\N \"\\l/|'|2+
HO
H2N NH2+ 1_9)(10_5 93
o I 3.3x105  10.4
HN N NH2 2.0x10° 115
(Baldini y
NH; 4.6x10° 9.3 col., 2012)
N = 6.9x10°  10.4
NH; NH 5.0x10° 115
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1.1x10* 9.9
(Salvioy
col., 2015)
BNPP NH,* NH,* 8.5x10°% 8.8
(DMSO HZNJ( 44x10° 9.5 (Salvio y
acuoso H NH, 42x10 10 col., 2016)
80%) 36x10° 10.5
Paraoxén HN—\ 2.5x10% ND (Orthy
(agua) SN col., 2015)
DEtpNPP 0O 0.43x10° ND (Castroy
(Etanol col., 2011)
acuoso al N
44%) »
N
DEDNPP 1.46 10.5
(agua) _NOH
©\ L (Manfredi y
Metil- N~ X0 col., 2016)
paraoxon H 3.05x102 10.5
(agua)
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Sintetizar diferentes compuestos ditdépicos con los fragmentos guanidinio y fenol
para utilizarlos como catalizadores en la ruptura de un triéster de fosfato modelo de

pesticida, en agua y en mezclas de DMSO acuoso al 80% en volumen.

3.2. Especificos

1) Sintetizar compuestos ditépicos de tipo fenol-guanidinio, mediante
reacciones de formacién de iminas.

2) Determinar la estructura de los compuestos sintetizados mediante
técnicas de caracterizacion convencionales como analisis elemental,
infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y masas.

3) Evaluar la actividad catalitica de los compuestos sintetizados con el
éster de fosfato difenil p-nitrofenil fosfato en agua y en DMSO acuoso

al 80% en volumen.

30



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos

En la Tabla 2 se muestran los reactivos que se utilizaron en la parte experimental
del presente proyecto. El agua desionizada se obtuvo del equipo Millipore modelo
Advantage A10 marca Thermo Fisher Scientific. Para las cromatografias en placa
fina se utiliz6 una mezcla de disolventes: metanol (Fermot, M = 32.04 gmol?, grado
ACS, p = 0.7918 g/cm3), diclorometano (Fermot, M = 84.93 gmol?, grado ACS, p =
1.33 g/cm?) y acetona (Sigma, M = 58.08 gmol%, grado reactivo, p = 0.791 g/cm?3).

Tabla 2. Estructura y caracteristicas principales de los reactivos utilizados

Reactivo Caracteristicas principales

Cloruro de tetrametilamonio

CHs)4NCI
(CHs)e Sigma Aldrich, pureza >99%

Masa molar = 109.6 gmol*

Hidréxido de tetrametilmonio pentahidratado
(CH3)4NOH* 5H,0 Sigma Aldrich, pureza > 97%

Masa molar = 181.23 gmol*

Q Difenil p-nitrofenil fosfato
(0] _ -
o-b_o Masa molar = 371.28 gmol*
s
NO,
(NPDPP)
O Dimetilsulfoxido
S Sigma Aldrich, pureza > 99%
TN Masa molar = 78.13 gmol, p = 1.10 g/cm3, grado
GC.
H2N\N|_| Cloruro de aminoguanidinio
Py cr Sigma Aldrich, pureza = 98%
HoN~ SNH,* Masa molar = 110.54 gmol*
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OH Salicilaldehido
@/ Sigma Aldrich, pureza 98%
0 Masa molar = 122.12 gmol?, p =1.146 g/cm?3

2-hidroxi-5-metoxibenzaldehido

H3CO OH Sigma Aldrich, pureza > 98%
0 Masa molar = 152.15 gmol?, p = 1.219 g/cm?®
2-hidroxi-5-nitrobenzaldehido
O2N OH Sigma Aldrich, pureza > 98%
5 Masa molar = 167.12 gmol*

4.2. Programas

El analisis de los datos obtenidos de los experimentos cinéticos para determinar las
constantes de rapidez en los diferentes experimentos se hizo con el programa
OriginPro™ version 9.0 de 64 bits. Para el analisis de los espectros
correspondientes de RMN de 'H y 13C se utiliz6 el programa MestReNova 12.0. Los
datos arrojados por las titulaciones potenciométricas se analizaron con ayuda del

programa HYPERQUAD 2008, para la obtencién de los pKa de cada compuesto.

4.3. Equipos

Las mediciones espectrofotométricas se hicieron en un espectrofotometro
Ultravioleta-Visible marca Agilent 8435 (Agilent Technologies) de arreglo de diodos
equipado con multicelda. Durante los experimentos se mantuvo constante la
temperatura a 37 °C utilizando un bafio de recirculacion de agua modelo HAAKE
A25 marca Thermo Scientific.

Para medir los valores de pKa de los compuestos, los valores de pH de las
titulaciones se midieron con un electrodo de vidrio Metrohm (aquatrode plus, con
medidor de temperatura integrado) conectado a un medidor de pH Metrohm 780.
Durante las titulaciones se mantuvo constante la temperatura a 37°C con ayuda del
recirculador de Julabo FP45-HL.
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4.4. Técnicas de caracterizacion y equipos empleados

Se determiné el punto de fusion de los compuestos utilizando el equipo Buchi
Melting point B-540 de 220W de potencia y termometro electrénico.

Como parte de la caracterizacion por medio de técnicas espectroscopicas,
se utilizé el equipo de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier,
Frontier marca Perkin Elmer. Los datos obtenidos se procesaron con el programa
integrado al equipo. Las muestras fueron analizadas mediante preparacion de
pastillas de KBr. También se utilizo la técnica de Resonancia Magnética Nuclear
como parte de la caracterizacion de los compuestos. Se utilizd6 un espectrometro
Bruker Avance 400 que opera a una frecuencia de 400 MHz. Las lecturas para 'H
fueron tomadas a una frecuencia de 400 MHz y para *3C se sintoniz6 el equipo a
100 MHz. Todos los espectros obtenidos mediante esta técnica se realizaron en
DMSO-ds como disolvente. Se realizd analisis elemental, donde se obtuvo
informacion sobre los porcentajes de carbono, hidrogeno y nitrégeno de las
moléculas. Se empled la técnica de espectroscopia de masas, se obtuvieron los
espectros de masas de los compuestos con un espectrémetro de masas Agilent
6100 series LC/MS single quad, las mediciones se realizaron en modo positivo en
un intervalo de relacion m/z de 40-400 con un detector de tipo ESI-MS. Los datos
cristalograficos fueron colectados a temperatura ambiente en un equipo Bruker D8
Quest equipado con un detector APEX Il CCD utilizando radiacién de Cu-Kg, (A =
1.54178 A). Las intensidades fueron medidas utilizando ¢ + o scans. Se realizé una
correccion por absorcion utilizando el método Multi-Scan (Becker y Coppens, 1974).
La resolucion de la estructura molecular se realiz6 utilizando métodos directos con
SHELXS, el refinamiento con SHELXL-2008 (Sheldrick, 2008), ambos
procedimientos se realizaron en el programa OLEX2 (Dolomanov y col., 2009).
Todos los atomos no hidrogenoides fueron refinados anisotropicamente. Todos los
hidrégenos fueron colocados geométricamente. Los analisis elementales se

determinaron en un analizador elemental FLASH 2000.
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4.5. Técnicas de sintesis

Se sintetiz6 una serie de compuestos del tipo guanilhidrazona, se hizo variar el
grupo R unido al anillo aromético en posicion para respecto al fenol cambiandose el
sustituyente por un grupo electroactractor y uno electrodonador.

Los compuestos sintetizados derivados del salicilaldehido y el diaminoguanidinio,
son la sacililguanilhidrazona (R = H), la 5—metoxisalicilguanilhidrazona (R = OCH3)
y la 5-nitrosalicililguanilhidrazona (R = NO2) y se hara referencia a ellos con las
siguientes etiquetas: SAG, MEG y NOG respectivamente. En la figura siguiente se

muestran los compuestos pertenecientes a esta serie.

NH2+
/N\NJL

NH
H 2

OH

R1= H, R2= OCH3, R3= N02

Figura 8. Esquema general de los compuestos ditopicos y nomenclatura usada en
este trabajo.

4.5.1. Sintesis de SAG

La reaccion se llevd mediante la adicion de 1.05 g (9.54 mmol) de cloruro de
aminoguanidinio (el cual se disolvi6 en agua mediante agitacién), después se
afadieron lentamente 10.36 mmol. Al finalizar la adicion se dejé en agitacion por 24
horas y a temperatura ambiente. En la figura 9 se muestra el esquema de la sintesis
para el compuesto SAG.

Una vez finalizada la reaccion se hicieron lavados con CH2Cl.. Se adicion6
la solucion acuosa de la reaccion en un embudo de separacion, y posteriormente

se agregaron 15 mL de CH2Clz, esto se hizo tres veces consecutivas, descartdndose
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la fase orgéanica al final de cada lavado. La fase acuosa se recupero, se filtro y se

evaporo, obteniéndose un sélido blanco.

HoN
Z/I\i_l
.
HoN" NH, oH )
o SR
~ - N\
H,0 Z "N~ "NH,
OH H

Figura 9. Esquema de la sintesis de SAG.

4.5.2. Sintesis de MEG

La sintesis parti6 de la adicion de 1.055 g (9.54 mmol) de cloruro de
aminoguanidinio, el cual se disolvié completamente en 5 mL de agua deionizada
mediante agitacion, posteriormente se afiaden 1.3 mL (10.41 mmol) de 2-hidroxi-5-
metoxibenzaldehido poco a poco. La reaccion se dejé en agitacion por 24 horas a
temperatura ambiente. En la figura 10 se muestra el esquema de la sintesis para el
compuesto MEG.

Como parte del proceso de purificacion, se hizo una extraccion liquido-liquido
con CH2Cl2y agua, tal como se describié con el compuesto SAG. La fase acuosa

se recupero, se filtr6 y se evaporo, y en este caso se obtuvo un sélido amarillo

palido.
HoN .

OCHj, NH

A O Ny
- N.
_0 > H3CO Z "N~ "NH,

H,0 H

OH

Figura 10. Esquema de la sintesis de MEG.
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4.5.3. Sintesis de NOG

La reaccion se llevo a cabo en un matraz pera, con la adicion de 1.055 g (9.54 mmol)
de cloruro de aminoguanidinio en 5 mL etanol y se disolvié completamente mediante
agitacion, posteriormente se agregaron 1.73 g (10.36 mmol) de 2-hidroxi-5-
nitrobenzaldehido (previamente disueltos en CH2Cl2) poco a poco al matraz. Se dej6é
en agitacion por 24 horas a temperatura ambiente.

El producto se purific6 mediante lavados con acetona para retirar el exceso
de 2-hidroxi-5-nitrobenzaldehido que no reaccion6. Se filtr6 y se evaporo,
obteniéndose un sélido amarillo brillante. En la figura 11 se muestra el esquema de
la sintesis para el compuesto NOG.

HoN
2 >NH

A

HaN" SNH,* /@;OH NH,"
0 > N.
Z O,N Z J\NHQ

MeOH

NO,

OH

Figura 11. Esquema de la sintesis de NOG.

4.6. Estudios cinéticos

Los estudios cinéticos se realizaron en condiciones de pseudoprimer orden
(INPDPP] = 1-5 pmol/L), con temperatura constante de 37 °C y fuerza ionica de
0.01 mol/L de cloruro de tetrametilamonio. Se probé la reaccion en dos medios
diferentes, una prueba en agua y la otra en una mezcla de DMSO:H20 80:20 v/v.
Las mediciones se llevaron a cabo en celdas de cuarzo de 1 cm de longitud, donde
el volumen total en la celda fue de 2.5 mL. Se evalud el efecto del catalizador y el
disolvente sobre la constante de rapidez de la reaccidn de transesterificacion de un
sustrato modelo de paroaxon, el NPDPP (Figura 12). Las reacciones se iniciaron
mediante la adicion de una alicuota de 25 uL de la disolucion 1 mmol/L del sustrato
en DMSO. Para seguir el transcurso de la reaccién, los experimentos se

monitorearon a diferentes longitudes de onda segun el grado de neutralizacion de
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los catalizadores (porcentaje de neutralizacion 1:1 a 440 nm y 460 nm; 1:1.5 a 440
nm, 470 nmy 600 nm, 1:2 a 470 nm), siguiendo la formacién del 4—nitrofenolato que

se forma como producto de la reaccion.

R
0
~ N\N/H ) \\P/ON O
Ar ok \
o-P-0 OH , & o
| H2N NH2 R +
Ar” - =N NH, "
B N—{
NO, H NH., NO,
B
R
Ar, O
/N\N/H + O_(I'D);O\Ar
OH  +
HZN)\NH2

Figura 12. Esquema general de la ruptura del NPDPP a 37°C en agua o

DMSO:agua al 80% en volumen con los catalizadores usados en el trabajo.

Para las cinéticas que completaron totalmente la reaccion, las constantes de
rapidez observadas se mantuvieron mediante el ajuste no lineal de la ecuacion

siguiente para la reaccion de transesterificacion del NPDPP:

A=AA (1-e=")+ A, .

La ecuacion corresponde a la formacion del producto mediante una cinética
de primer orden. A es la absorbancia en cualquier momento, AA« es la diferencia
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entre la absorbancia inicial y la infinita, Ao es la absorbancia al inicio, kops €S la
constante de rapidez observada y t es el tiempo.

Cuando las reacciones eran lentas se usO el método de las rapideces
iniciales. El ajuste se realiz6 con la ecuacion 2, la rapidez inicial se obtuvo de la
pendiente de la grafica de absorbancia del producto contra el tiempo. La
absorbancia en el infinito se midié experimentalmente, las soluciones reaccion se
dejaron por un tiempo prolongado y posteriormente se hicieron mediciones para

obtener la absorbancia en el infinito.

Ve {d'z‘t”FLO =K. £ [NPDPP] = k. A, Ec. 2

Para conocer el efecto que tiene la concentracion del catalizador sobre la
hidrolisis del sustrato, se elaboraron perfiles donde se hizo variar la concentracion
del catalizador en un intervalo desde 1 a 5 mmol/L, a una determinada proporcion
de neutralizacion del catalizador (equivalentes de compuesto: equivalentes de OH-
;1:1,1:1.5, 1:2.) para ambos medios. Con la finalidad de conocer si existe la catalisis
0 no por parte de los compuestos sintetizados.

Para conocer las especies del compuesto que participan en el mecanismo de
reaccion de la hidrdlisis del sustrato, se realizaron perfiles de neutralizacién tanto
en la mezcla de DMSO-agua 80:20 como en agua pura. Se mantuvo constante la
concentracion total del catalizador ([Cat] =5 mmol L), se hizo variar la fraccién de
neutralizacion desde 0 hasta 3 equivalentes con incrementos de 0.25. Para el
andlisis de los datos se hizo la grafica de kobs en funcion del pH de fraccion de

neutralizacion.

4.7. Titulaciones potenciométricas

Las titulaciones se realizaron en una mezcla de DMSO:H20 4:1 en volumen y en
agua pura a 37°C en una celda de vidrio, cerrada y de 30.0 mL; el volumen inicial
de las disoluciones a titular fue de 25.0 mL. Las titulaciones se mantuvieron en
atmaosfera de nitrégeno para evitar la presencia de CO2 en disolucién ya que la

presencia de carbonatos dificulta que se alcance el equilibrio en el electrodo
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después de cada adicibn de titulante. El potenciometro se calibr6 usando
amortiguadores de referencia a 25°C, pH 4.00, 7.00, 9.00.

Para determinar los valores de pKw, en una celda de vidrio se valoraron 20
mL de acido clorhidrico 0.01 mol/L con hidroxido de tetrametilamonio 0.1 mol/L. La
solucién de la celda, al igual que la del titulante, se encontraba en las mismas
condiciones de disolvente. El valor de pKw se obtiene mediante el ajuste no lineal
con la ecuacion 3, de la gréfica de volumen de base afiadido contra pH, obtenida

experimentalmente.

V,(C, +1007 P _ £107PH) Ec. 3
 Cy+ fLOPH 100

Donde, V es el volumen afadido de base, Vo el volumen inicial, Ca la
concentracion del acido clorhidrico a titular, Cs la concentracion de la base usada
como valorante, f es un factor de correccion que es una funcion de los coeficientes
de actividad y de la diferencia en el potencial de la interfase del electrodo (potencial
de unidén), pKw el cologaritmo de la constante de ionizaciéon del medio, y pH el
logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrégeno.

Para todas las titulaciones realizadas se conocia la concentracion de la base
afadida, el volumen inicial, los volimenes adicionados, la concentracion exacta del
acido fuerte a titular y los valores de pH, lo que hizo posible calcular Kw y el valor
de f. Al obtener el valor de f para la titulacion se corrigié el valor de pH, restando el
logaritmo del valor de f al valor de pH observado (pHcorr = pHobs — logf) y con esto se
recalculo el valor de pKw, con los datos del valor del pH corregido.

Una vez determinado el pKw, se determind el valor de pKa del sistema
amortiguador, donde se utilizé como electrolito soporte cloruro de tetrametilamonio
para ajustar la fuerza idnica a una concentracion 0.1 mol/L. Se utiliz6 una
concentracion de 0.01 mol/L de cada uno de los compuestos a valorar. Como
titulante se us6 hidroxido de tetrametilamonio cuya concentracion fue de 0.1 mol/L
tanto en agua pura como en la mezcla binaria de DMSO-agua. Después de las
titulaciones potenciométricas, los valores de pKa fueron calculados mediante el

analisis de las curvas de titulacion con el programa Hyperquad 2008.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sintesis y caracterizacion de Guanilhidrazonas.
En el proceso de sintesis de SAG se probaron varias condiciones de sintesis con la
finalidad de optimizar el rendimiento y condiciones de la reaccién. En la tabla 3 se
presentan las condiciones de reaccion evaluadas. En las primeras dos sintesis se
utilizé bicarbonato de aminoguanidinio. Esta reaccion tuvo menor rendimiento y la
solubilizacion del producto de la reaccion es baja. En la segunda reaccién se cambi6
el disolvente, por una mezcla H20/EtOH lo que mejor6 el rendimiento de la reaccion.
En la 3y 4 reaccién se utilizé cloruro de aminoguanidinio. Esto gener6 una mejor

solubilidad de reactivos y productos y mayores rendimientos.

Tabla 3. Resumen de condiciones de las sintesis realizadas para SAG, a patrtir

de salicilaldehido con diferentes aminoguanidinios.

Disolvente Reactivo Rendimiento
H20 Bicarbonato de aminoguanidinio 60%
H2O/EtOH Bicarbonato de aminoguanidinio 76%
MeOH Cloruro de aminoguanidinio 90%
H20 Cloruro de aminoguanidinio 90%

El analisis de los resultados obtenidos en el efecto del anién y del disolvente,
podemos observar que hay diferencia en los rendimientos de reaccion, ademas de
la solubilidad de los productos. El mejor resultado se obtuvo en agua y metanol, por
lo que se decidié utilizar agua como disolvente debido a que es un disolvente mas
amigable con el ambiente. Al igual que para la obtencion de los compuestos con el
grupo metoxi y nitro como sustituyente en posicion para al fenol, etiquetados como
MEG y NOG respectivamente. Se prefirié trabajar con el cloruro de aminoguanidinio

como reactante.
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La sintesis de los compuestos se llevd a cabo como se menciond
anteriormente en la seccion de metodologia. En la tabla siguiente (tabla 4) se
muestran algunas de las caracteristicas fisicas principales obtenidas para SAG,
MEG y NOG. Las masas molares presentadas fueron calculadas con el programa

Chemdraw.

Tabla 4. Principales caracteristicas de los compuestos sintetizados

Compuesto Masa molar Estado Rendimiento Punto de
(g mol?) fisico (%) Fusion (°C)
esperada

SAG 2214.65 Solido, 90 223.6—-224.8

blanco

MEG a244.68 Solido, 51 211.9-213.8

amarillo
palido

NOG 2 259.65 Amarillo 84 * 275.5-277.5

brillante

*Temperatura de descomposicion
@ Las masas molares presentadas fueron calculadas con el programa Chemdraw.

5.1.1. Caracterizacién por RMN *H
De los espectros obtenidos en RMN 'H en DMSO-ds para cada uno de los
compuestos sintetizados, las asignaciones propuestas son las siguientes.

R

NH,*
N
2 5/ NJ\NHZ

OH !

3

6

Figura 13. Esquema general de la numeracion y asignacion de los protones en las
moléculas.
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A partir del analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de
cada compuesto se observd el numero de sefiales esperado acorde con su
estructura, asi como la correcta integracién y multiplicidad. Los protones de la region
aromatica aparecen entre 8 y 7 ppm, los del guanidinio se muestran a 7.7 ppm
aproximadamente, el correspondiente al fenol aparece a 12 ppm y el iminico a 8.4
ppm. La asignacion el espectro de RMN H y los desplazamientos quimicos para el
SAG se muestran en la figura 14 y tabla 5. En la tabla 5 también se muestran las

asignaciones de las sefiales de los espectros obtenidos para MEG y NOG.

Figura 14. Espectro de RMN H en DMSO-d® y estructura quimica de SAG.

Tabla 5. Asignacion de sefiales de RMN 'H (DMSO-de) de los compuestos
sintetizados.

Compuesto SAG (R =H) MEG (R = OCHz3) NOG (R = NO2)
RMN de IH (5) H1: 7.25 (t,1H) H1: 6.87 (t,2H) H1: 8.14 (dd,2H)
H2: 6.96 (d,1H) H2: 6.87 (s,2H) H2: 8.14 (dd,2H)
H3: 12.08 (s,1H) H3: 12.01 (s,1H) H3: 12.19 (s,1H)
H4: 7.95 (d,1H) H4: 7.51 (s,1H) H4: 7.18 (d,1H)
H5: 8.44 (s,1H) H5: 8.41 (s,1H) H5: 8.44 (s,1H)
H6: 10.18 (s,1H) H6: 9.73 (s,1H) H6: 8.88 (s,1H)
H7: 7.74 (s,4H) H7: 7.76 (s,4H) H7: 7.84 (s,4H)
R: 6.84 (t,1H) R: 3.73 (s,3H)

400 MHz, DMSO-ds: & (ppm).
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5.1.2. Caracterizaciéon por RMN 3C.

En la figura 15 se muestra el espectro de RMN de 3C de SAG. Los espectros de
MEG y NOG se muestran en el apartado de apéndices. Para comprobar la
formacion del enlace iminico es importante identificar la sefial del carbono del enlace
C=N que apareci6 aproximadamente a 143 ppm para las tres moléculas, la cual es
evidencia de la formacion del compuesto ya que indica la condensacion del grupo
aldehido y la amina de los precursores. También se puede observar la presencia de
las sefales de los carbonos arométicos en la zona de 110-130 ppm y el carbono del
grupo guanidinio a 156 ppm. En la figura 15 se muestra la asignacion del espectro

de RMN *3C vy los desplazamientos quimicos para SAG. En la tabla 6 también se

muestran las asignaciones de las sefales de los espectros obtenidos para MEG y
NOG.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 163(6 1?):4 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114
ppm

Figura 15. Espectro de RMN 3C en DMSO-d6 y estructura quimica de SAG.
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Tabla 6. Asignacién de sefiales de RMN 3C (DMSO-ds) de los
compuestos sintetizados.

Compuesto SAG (R=H) MEG (R = NOG (R = NO2)
OCHp3)
RMN de 13C (8) C1:131.79(s) C1:155.72(s) C1:162.67 (s)
C2:119.18(s) C2:152.74(s) C2:155.81(s)
C3:155.32(s) C3:151.37(s) C3:141.65 (s)
C4:116.25(s) C4:143.53(s) C4:140.63 (s)
C5:126.68 (s) C5:120.19(s) C5:127.47 (s)
C6: 119.55(s) C6:119.40(s) C6:122.93(s)
C7:143.43(s) C7:117.69(s) C7:120.88(s)
C8:156.63 (s) C8:110.10(s) C8:117.24(s)
C9: 56.08 (s)

100 MHz, DMSO-ds: & (ppm).

5.1.3. Caracterizacion por IR

En los espectros de IR generados para cada molécula la sefial mas representativa
es la que indica la formacién del enlace iminico alrededor de 1630 cm (estiramiento
enlace C=N). Otras de las sefiales que vale la pena identificar son las
correspondientes al estiramiento del grupo O—H que se observaron alrededor de
3400 cm y la sefial de la flexion N—H alrededor de 1680 cm™. En la figura 16 se
muestra el espectro de SAG. Los espectros de MEG y NOG se muestran en la

seccién de apéndices.

100 -+

80 +

%T

M
(W (526
60 4 Tensién ~OH

'
) .
(3406)
h 785, Flexion =C-H
Flexién N-H

o-sust.
(1685) ( )

40

(1631.5)
—-C=N\

20 1

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm!

Figura 16. Espectro de infrarrojo en pastilla de KBr del SAG.
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5.1.4. Andlisis elemental

Los porcentajes de carbono, hidrégeno y nitrégeno se determinaron efectuando un
analisis elemental de los compuestos sintetizados. En la tabla siguiente (tabla 7),
podemos observar los porcentajes tedricos y experimentales calculados para cada
compuesto. La diferencia observada entre los valores experimentales y tedricos se
encuentra dentro del error aceptable para la esta técnica, en la cual se aceptan
variaciones de aproximadamente 0.5 unidades, considerando también la

contribucion del atomo de cloro presente como contraion.

Tabla 7. Analisis elemental de los compuestos sintetizados

Compuesto Experimental Teorico
N: 23.97 N: 22.90

MEG C: 43.61 C:44.18

H: 5.29 H: 5.36

N: 26.41 N: 26.97

NOG C: 36.85 C:37.01

H: 3.68 H: 3.88

N: 25.61 N: 26.10

SAG C:44.71 C:44.76

H: 4.72 H: 5.17

5.1.5. Difraccion de Rayos X

La caracterizacion por Difraccion de Rayos X de monocristal se realiz6 solamente
para MEG, ya que fue del nico que se obtuvo un cristal. Este se obtuvo a partir de
una solucion metandlica saturada del mismo y por el método de evaporacion lenta.
Los monocristales tienen forma de estrella, de color amarillo y transparentes. Estos
fueron adecuados para su colecta por Difraccion de Rayos X de monocristal. MEG
cristaliza en el grupo espacial monoclinico P21, formando una red que se mantiene
unida por medio de puentes entre los cloruros y los grupos carboxilo (puentes de

hidrogeno) y entre los cloruros y los grupos guanidinio (Van der Waals). a = 5.22450,

45



b =8.1493, ¢ = 12.9917, a = 90°, B = 97.6191°, y = 90°, V = 548.251 A3, Z = 2. En

la figura 17 se puede apreciar la estructura cristalina resuelta para MEG.

Figura 17. Estructura cristalina de MEG. Celda unitaria. Se muestran los puentes
gue se forman entre los carboxilos y los guanidinios, a través de los cloruros.

5.2. Determinacion de los valores de pKa de los compuestos.

Se determinaron los valores de pKa de los diferentes grupos disociables de los
compuestos mediante titulaciones potenciométricas, en las condiciones
mencionadas en el apartado de materiales y métodos. Se utilizo el cloruro de
tetrametilamonio como electrolito de soporte, para facilitar las mediciones de pH del

electrodo en este medio debido a su baja proporcion de agua. Antes de hacer la
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medicion del pKa se determind la constante de ionizacion del agua en la mezcla
DMSO-agua 80% en volumen, que dio un valor de 18.8+0.1.

Las titulaciones se realizaron agregando alicuotas de una solucion 0.1 mol/L
de hidroxido de tetrametilamonio, en 80% de DMSO acuoso. Cada vez que se
afadia una alicuota se registraba el valor de pH medido por el potenciémetro. De la
misma manera los compuestos se valoraron en agua pura y se determinaron los
valores de pKa. En la Figura 18 se muestra la curva de valoracion de SAG obtenida
mediante el procedimiento descrito anteriormente, en la cual se observaron 2 sitios
protonables. Los valores de pH de las titulaciones fueron corregidos como se
mencion6 en materiales y métodos y con los datos obtenidos se hizo un andlisis con
el programa HYPERQUAD 2008 para obtener los valores de pKa. En la tabla 8, se
muestran los valores promedio obtenidos para los valores de pKa de las moléculas
tanto en agua como en la mezcla de DMSO acuoso al 80%, el valor de pKaz es
aproximadamente 13 para todas las moléculas y éste se asocia al grupo guanidinio,
valor que concuerda con lo informado en la literatura (Coronay col, 2012). Y el valor
del pKa: es de 8 y pertenece al fenol para dos de los tres compuestos (SAG y MEG).
A excepcion del compuesto que tiene al grupo nitro como sustituyente en posicion
cuatro al fenol (NOG), los valores pKa del guanidinio y del fenol bajaron
considerablemente. Al comprar los resultados obtenidos en los dos medios se
encontré que los valores son similares y presentan el mismo comportamiento, la
diferencia en los valores se debe al efecto electroatractor por parte del grupo NO2 y

la gran conjugacion existente en la molécula.

47



18
16 4 ....llll
14 S a®

12 u

Q 10 -

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Figura 18. Curva de titulacion de SAG 0.01mol/L con hidroxido de tetrametilamonio
a 37°C en 80% de DMSO, fuerza ionica = 0.1 mol/L de cloruro de tetrametilamonio
(A = equivalentes de base).

Tabla 8. Valores de pKa obtenidos para los diferentes compuestos mediante
titulaciones potenciométricas en agua y mezcla de 80% DMSO-agua a 37°C (pKw=
18.8)

SAG MEG NOG
pKa, 8.0 8.1 5.9
DMSO al 80%
pKa, 13.0 13.2 8.8
pKa1 7.6 7.8 *
Agua pKa_ 12 12.2 *

*No fue posible determinarse por problemas de solubilidad
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5.3. Estudios cinéticos

5.3.1. Perfiles de concentraciéon

Para investigar si los compuestos sintetizados son capaces de efectuar una catalisis
acido-base en la reaccion de ruptura del NPDPP se evalué el efecto de la
concentracion del catalizador. Los experimentos se realizaron de la siguiente
manera, se hizo variar la concentracion del catalizador mientras que se mantenia
fija una proporcion de neutralizacion (pH constante). Las 3 proporciones utilizadas
fueron 1:1, 1:1.5y 1:2, con la finalidad de conocer si habia un efecto sobre la posible
catalisis al tener diferentes especies del catalizador. Los estudios se llevaron a cabo
bajo condiciones de pseudoprimer orden respecto al sustrato ((NPDPP] =1 -5
umol/L). La concentracion total del catalizador se hizo variar desde 1 a 5 mmol/L y
se mantuvo fuerza idnica constante con cloruro de tetrametilamonio a 0.01 mol/L.
Las cinéticas se realizaron en dos medios, en una mezcla de DMSO-agua al 80% y
en agua pura. Se eligié el medio de 80% DMSO-agua, ya que en esta mezcla es
posible evaluar la ruptura catalitica por parte de los compuestos sin contribuciones
de la catalisis basica especifica, pues ésta se ve abatida por la baja concentraciéon
de iones hidréxido en el medio (Ramos, 2017). Los valores de las constantes de
rapidez se obtuvieron mediante un ajuste no lineal, con la ayuda de la ecuaciéon 1
mencionada en la seccion de materiales y métodos, para las reacciones rapidas y
para las lentas mediante el método de rapideces iniciales (ecuacion 2), también

anteriormente mencionado.
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Figura 19. Perfil de concentracion promedio en la ruptura del NPDPP catalizada por
SAG a un valor de pH de 14.7 a 37°C en DMSO-agua al 80% en volumen.

De los valores obtenidas para las constantes de rapidez, se hicieron perfiles
de concentracion. En la figura 19 se muestra el perfil para SAG a un valor de pH
calculado de 14.7, donde esta completamente desprotonado el catalizador. En ella
se muestra que existe una dependencia lineal de las constantes de rapidez con la
concentracion, lo que confirma que el compuesto cataliza la ruptura del NPDPP.
Ademas, podemos observar que la ley de rapidez s6lo depende de una especie, ya
gue la dependencia es lineal, lo que significa que s6lo una molécula del catalizador
participa en la ruptura del sustrato. Este tipo de perfiles se encontré en cada uno de
los grados de neutralizacion del compuesto SAG, por lo que podemos confirmar la
participacion del compuesto como catalizador en la ruptura del NPDPP en DMSO al
80% en volumen. En el caso de MEG, en la figura 20 se muestra un perfil de
concentracion, donde el valor de pH se mantiene constante. Al igual que en el caso
de SAG, el comportamiento es similar, es decir, tenemos una dependencia lineal

entre la constante de rapidez para la ruptura con la concentracion del catalizador,

50



por lo que también se confirma la actividad catalitica del compuesto. En el caso de
los iones hidréxido, como en el perfil se mantiene constante su concentracion,

podemos atribuir inicamente al catalizador la capacidad esterolitica del sustrato.
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Figura 20. Perfil de concentracién promedio en la ruptura del NPDPP catalizada por
MEG a un valor de pH de 10.6 a 37°C en DMSO-agua al 80% en volumen.

En la tabla 10 se muestran valores obtenidos para las constantes de rapidez de los
diferentes perfiles de concentracién correspondiente a SAG y MEG en 80% DMSO-
agua. Es decir, en la tabla 9 se muestra un breve resumen de las contantes
cataliticas aparentes en cada grado de neutralizacion de los catalizadores SAG y
MEG. Los valores de pH para cado grado de neutralizacion resultaron ser muy
similares debido a que los valores de pKa también son similares, por lo que
podemos comparar directamente la actividad de ambos compuestos. En términos
generales, el compuesto SAG presentd mejores valores para la catélisis de la
ruptura del sustrato. En el caso de cuando sélo el fenol esta desprotonado, el valor
de la constante catalitica es muy similar, pero conforme se comienza a desprotonar

el fragmento guanidinio, la relacion entre las constantes cambia notablemente. Para
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poder analizar mejor estos resultados, ademas se probaron los catalizadores en

agua y se evaluaron los perfiles de neutralizacion para la ruptura del NPDPP.

Tabla 9. Dependencia de la constante de catalitica con el valor de pH en 80% en
volumen de DMSO-agua de los compuestos (pKw = 18.8).

SAG (R = H) MEG (R = OCHa)
pH 10%Kcat, L mol-1s1 pH 10%Kcat, L mol-1s—1
10.5 4(0.07) 10.6 4(0.4)
13 222(6) 13.2 13(0.5)
14.7 355(20) 14.8 40(1)

Para las pruebas en agua, se siguié el mismo esquema que en la mezcla de
DMSO acuoso, es decir, se hicieron perfiles de concentracibn a grados de
neutralizacion fijos. En la figura 21 se muestra el perfil de concentracion de SAG en
agua a un valor de pH de 11.2, que corresponde al valor de pH en el que toda la
molécula se encuentra desprotonada. Este perfil se sigue en los demas perfiles para
SAG y en todos hay una dependencia lineal entre las constantes de rapidez y la
concentracion del catalizador, por lo que, al permanecer el pH fijo podemos atribuir
al compuesto SAG el efecto catalitico en la ruptura del NPDPP. En el caso de MEG,
el perfil de la figura 22 muestra un ejemplo de los obtenidos para este compuesto.
En la tabla 10, se enlistan todos los valores obtenidos para la ruptura catalitica del
triéster en agua con los catalizadores. La dependencia de primer orden con los
catalizadores en este tipo de perfil, nos indican que solo participa una especie

guimica en la reaccion.
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Figura 21. Perfil de concentracion promedio en la ruptura del NPDPP catalizada con
SAG a un valor de pH de 11.2 a 37°C en agua.

4.0x10®

3.2x10°

4 2.4x107 A
(7]

obs !

A 4
1.6x10° 1

8.0x10™

0.0 T T T T T T T T T T T
5x10°  6x10°  7x10°  8x10°  9x10°  1x10*

[MEG], mol/L

Figura 22. Perfil de concentracion promedio en la ruptura del NPDPP catalizada con
MEG a un valor de pH de 11.2 a 37°C en agua.
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Tabla 10. Dependencia de la constante catalitica con el valor de pH en agua de

los compuestos (pKw = 13.7).

SAG (R = H) MEG (R = OCHb)

pH 10%Kcat, L mol—ts~t pH Kcat, L mol=ts~t
9.8 52.6(2.1) 10.0 4.11(2.01)
10.9 95.5(1.3) 10.9 7.12(0.46)
11.2 136.0(3.9) 11.2 13.79(1.16)

Al igual que en el comportamiento en la mezcla de DMSO con agua, en el
caso de, agua vemos que hay preferencia por un catalizador, sélo que en este caso
es para el MEG el cual presenta valores superiores en un orden de magnitud hasta
que se desprotona completamente, en donde se alcanzan dos 6rdenes de magnitud
de diferencia entre los compuestos. Esta preferencia de cada catalizador por un
medio puede deberse a efectos electronicos y estéricos que se analizaran en la
siguiente seccion en conjunto con el perfil de neutralizacién para tener un panorama
mas amplio en cuanto a la catdlisis por especies. Finalmente, en el caso del
derivado nitro de los compuestos sintetizados no fueron probados, debido a su baja
solubilidad e interferencia para poder hacer las mediciones cinéticas por

espectrofotometria.

5.3.2. Perfiles de neutralizacion

Debido a la confirmacion de la ruptura catalitica del NPDPP por los compuestos, se
hicieron los perfiles de neutralizacion para conocer que especie 0 especies del
catalizador son las mas activas en la reaccion. El experimento se hizo con una
concentracion constante de los catalizadores (5 mmol/L) mediante la variacién de
los equivalentes de neutralizacion, los cuales se hicieron variar de 0 a 3. En la figura
23 se muestran las especies presentes por cada equivalente de neutralizacion. En
la proporcion de neutralizacion 0:1 se tiene a la especie H2A* (ambos grupos estan

protonados), cuando la neutralizacion es de 1:1 se tendra la especie HA
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(fenolato/guanidina protonada) y en 2:1 la especie A~ donde ambos grupos estan

totalmente desprotonados (fenolato/guanidina neutra).

0 Eq OH" 1 Eq OH"
R R
N. i
4 NH OH N J\NH2
OH H - o H
H2A+ HA
2 Eq OH oH-
R
X
N.
Z 7 >N” NH,
o H
A

Figura 23. Diagrama general de especies de los catalizadores presentes en las

distintas proporciones de desprotonacion.

Los valores para las constantes de rapidez observadas obtenidas para ambos
compuestos en la mezcla de 80% DMSO-agua se muestran en la tabla 11. Donde
podemos observar que conforme aumenta el grado de neutralizacion de las
moléculas aumenta el valor de la constante, lo que nos indica que las especies
desprotonadas de los compuestos son las que son mas efectivas en la ruptura
catalitica. De nuevo el efecto catalitico en los perfiles de neutralizacion en la mezcla
de DMSO con agua resultan ser mas favorecidos hacia SAG. Asi mismo, podemos

ver que a mayor desprotonacion mas efectiva es la ruptura. Esto puede ser
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indicativo que estén operando mas de un tipo de mecanismo en la ruptura del

sustrato.

Tabla 11. Constantes de rapidez en la ruptura del NPDPP con el grado de
desprotonacion de SAG y MEG en 80% DMSO. [Cat] =5 mmol/L.

SAG MEG

Eq OH- 105Kobs, 57 Eq OH- 105Kobs, 72
0 0.02 0 0.01
0.23 0.05 0.23 0.02
0.5 0.2 0.5 0.07
0.75 0.4 0.75 0.27
1 21 1 0.95
1.25 67 1.25 1.2
1.5 129 1.5 2.7
1.75 231 1.75 3.9
2 353 2 4.3
2.25 437 2.25 4.4

En las figuras 24 y 25 se muestran los perfiles de neutralizaciéon de SAG en DMSO-
agua al 80%. La primera muestra el grafico en funcion de los equivalentes de
hidroxido afiadidos para tener las diferentes especies. En la segunda figura el
grafico se muestra en funcion del pH que se genera en cada grado de neutralizacion.
En la primera figura vemos como después del punto 1:1 hay un aumento notable en
los valores de las constantes de rapidez, aparentemente lineal, lo que es indicativo
de una catalisis basica general. En la segunda figura vemos como ocurre un punto
de inflexion cercano al valor de 1:1.5, desplazado un poco hacia 1:1:75 que

corresponden al intervalo de pH de 13 a 14.
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Figura 24. Perfil de variacién de la constante de rapidez en la ruptura del NPDPP
con el grado de neutralizacion en 80% DMSO de SAG, A representa los

equivalentes de base (hidroxido de tetrametilamonio).
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Figura 25. Perfil de variacion de la constante de rapidez en la ruptura del NPDPP
con SAG en funcion del valor de pH en 80% DMSO acuoso a 37°C. Ajuste realizado

con ecuacion 4.
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Para hacer un mejor andlisis del perfil de neutralizacién se ajustaron los perfiles a

la ecuacion:
Kobs = k1 [H2A*] + ka2 [HA] + k3 [A7] Ec. 4
Donde,
+ 2
+ Cat][H
[HA"] = +2[ ]T[+ ] Ec.5
[H'] +Ka1[H ]+ K1 Ka2
Y
. Cat] K, 4[H"
[HA'] = [2 i a:[ ] Ec. 6
[H] +Kaq[H ]+ Ka1Ka2
Ademas
Cat]-K,«K
[A-] [ ]T al1fa2 Ec. 7

= a2 ;
[H'] +Ka1[H 1+ K1 Kaz

En la figura 25 se muestra el ajuste con la ecuacion 4, de la catalisis en funcion de
las especies presentes en cada valor de pH. La ecuacion de ajuste debido a los
valores de constantes obtenidos sélo ajusta con la especie SAG de manera
cuantitativa, ya que el valor de ks fue de 0.727(0.045) L mol~* s, en el caso de los
valores de ki1 y ko no se ajustaron al perfil, debido a su muy baja contribucion en la
ruptura catalitica, comparado con la especie completamente desprotonada. Lo
anterior, lo podemos confirmar con los perfiles de concentracion anteriormente

obtenidos.

En el caso de MEG, el comportamiento es muy similar tal como se muestra en la
figura 26, en ella podemos observar el mismo comportamiento sigmoidal. Sin
embargo, en este compuesto las constantes de rapidez observadas son menores
que a las observadas en SAG, por lo que se puede observar en el perfil de
neutralizacion la contribucion clara de dos especies, la completamente
desprotonada y la que sélo tiene desprotonado el fenol. El ajuste de la curva a la

ecuacioén 4, arroja los valores de las constantes cataliticas para la ruptura, k2 y k3
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de 1.18(0.31)x103 L mol~* s~* y 9.10(0.30) x10~2 L mol s, respectivamente. En
el caso de MEG, a diferencia de SAG, se pudieron detectar las constantes cataliticas
de ambas especies debido a que la ruta que domina la especie totalmente
desprotonada no es tan favorecida como con SAG y compiten entre ellas, por lo que
son detectables, situacion que en SAG no ocurre. Es muy probable que este efecto
pueda ser atribuido al grupo electrodonador metoxi que esta en la posicion para al
fenol y meta al fragmento guanilhidrazona. Estos efectos se discutiran mas adelante

en conjunto con los resultados obtenidos en agua.
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Figura 26. Perfil de variacion de la constante de rapidez en la ruptura del NPDPP
con MEG en funcién del valor de pH en 80% DMSO acuoso a 37°C.

Los perfiles de neutralizacion obtenidos para SAG y MEG en agua se muestran en
las figuras 27 y 28, respectivamente. Estos perfiles tienen un comportamiento muy
similar a los obtenidos en DMSO acuoso al 80% en volumen, salvo que, a valores

de pH elevados, en donde termina la capacidad de amortiguamiento del catalizador
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se dispara la constante de rapidez. Esta elevacion en los valores de las constantes
de rapidez observadas fuera de la zona amortiguada se debe a la competencia por
la catdlisis basica especifica que en el caso del agua si es comparable debido a las
constantes de rapidez obtenidas. Sin embargo, dentro de la zona de
amortiguamiento del catalizador la catdlisis basica especifica no contribuye de
manera significativa. En la tabla 12 se muestran los valores de las constantes de
rapidez obtenidos con ambos catalizadores en diferentes grados de neutralizacion.
Ambos perfiles de neutralizacion se ajustaron a la ecuacién 4y los valores para las
constantes cataliticas obtenidas fueron k2 y ks de 0.047(0.012) L mol? st vy
0.712(0.077) L mol* s7%, respectivamente para SAG y ks de 6.19(0.19) L mol~t s,
para MEG. En el caso de MEG, debido a que el valor de la constante catalitica
resultd ser elevada, es posible que esto enmascare la contribucién de la catalisis

por la especie que tiene el fenol desprotonado.
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Figura 27. Perfil de variacion de la constante de rapidez en la ruptura del NPDPP

con SAG 5 mmol/L en funcién del valor de pH en agua a 37°C.
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Tabla 12. Constantes de rapidez en la ruptura del NPDPP con el grado de
desprotonacién de SAG y MEG en agua.

SAG MEG
Eq OH- 10°Kobs, St Eq OH- 10%Kobs, S

0 3.9 0 0.16
0.23 7.3 0.23 4.3
0.5 2.7 0.5 6.5
0.75 9.2 0.75 10
1 15.5 1 13.9
1.25 29.8 1.25 13.4
15 49.4 1.5 38
1.75 67.1 1.75 51
2 93.2 2 78
2.25 117 2.25 236
2.75 238 2.75 374
3 326 3 413
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Figura 28. Perfil de variacion de la constante de rapidez en la ruptura del NPDPP

con MEG 5 mmol/L en funcién del valor de pH en agua a 37°C.

Los resultados encontrados en los perfiles de neutralizacién en cada medio son
interesantes. Ya que en la mezcla de DMSO acuoso utilizada el compuesto SAG
presenta una mejor actividad catalitica en la ruptura del NPDPP, mientras que en
agua MEG es el mas favorecido. Por lo que podemos hablar de la existencia de
efecto de disolvente. En términos generales, el compuesto MEG resultd ser el mejor
catalizador en agua, ya que incluso supera al valor de SAG en DMSO acuoso. En
los perfiles analizados, tanto de concentracion como de neutralizacion se encontro
evidencia de una posible catalisis por la especie con el fenol desprotonado como
por la molécula totalmente desprotonada (con la guanidina). En informes previos
(Ramos, 2017) se ha encontrado que en el caso de los triésteres de fosfato es
necesaria la participacion de una especie que sea nucleofilica para que ocurra la

ruptura.
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En ambos compuestos, SAG y MEG, el nucledfilo podria ser el oxigeno del fenol el
cual al desprotonarse aumentaria la nucleofilia (por lo que tendriamos la presencia
de una catdlisis basica general). Este posible mecanismo podria estar ocurriendo
ya que en ambos tipos de perfiles se encontré que existia la participacion de la
especie con el fenol desprotonado (en el de concentracidén y de neutralizacion). Lo
gue llama la atencién es que la especie completamente desprotonada (con el anién
fenolato y la guanidina) sea mejor cataliticamente, ya que esto implicaria que la
guanidina podria estar fungiendo como un posible nucledfilo. Estudios en el grupo,
sobre efectos cinéticos isotopicos del disolvente y de resonancia magnética nuclear
de 3P (auln sin publicarse), muestran que con el sustrato NPDPP ocurren de manera
simultanea una catdlisis basica general y una catdlisis nucleofilica con guanidina.
Donde por un lado la guanidina puede unirse directamente al fosforo formando un
fosforamidato, pero también puede desprotonar una molécula de agua que actua
como nucledfilo y rompe al triéster. Esto mismo podria estar ocurriendo con los
compuestos SAG y MEG y por eso la actividad catalitica sea considerablemente
mas elevada en la ruta que corresponde a la especie desprotonada. Ya que en ella

podrian actuar de manera simultanea ambos fragmentos.

Para el compuesto SAG, los valores encontrados para la constante catalitica en
ambos medios para la especie totalmente desprotonada es muy similar, sin
embargo, en DMSO acuoso no se detecta en el ajuste a la especie con el guanidinio
protonado y el fenolato (zwiterion), algo que si ocurre en agua. Esto puede deberse
a que en DMSO se ve favorecida la ruta de la catalisis nucleofilica por la guanidina,
mientras que en agua ambas rutas puedan estar operando. Un posible esquema del
mecanismo de reaccidn gue ocurra para la ruta del zwiterion se muestra en la figura

29, el cual corresponde a la ruta de la catalisis basica general.

Para MEG, la ruta del zwiterion compite con la otra mejor en DMSO acuoso, lo que
podria deberse a que como electrénicamente por el efecto del grupo metoxi, una

autoasociacion en el estado de transicién podria ayudar a la ruta catalitica a que
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sea competitiva. Este mismo efecto electrénico, podria ser el responsable de que
en agua, MEG suba casi 3 6rdenes de magnitud en la ruta donde la molécula

totalmente desprotonada rompa el NPDPP.
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Figura 29. Mecanismo propuesto para la catalisis basica general para la ruptura
del DPPNPP.

Estos resultados son alentadores, ya que estas moléculas relativamente sencillas
pudieron romper el sustrato modelo de paraoxén, el NPDPP. Ademas, algo
sorpresivo fue que en agua resulté ser muy buen catalizador ya que sube al menos
2 (SAG) y 16 (MEG) veces la eficiencia catalitica respecto a la ruptura con iones
hidréxido. En el presente trabajo, los objetivos solo fueron probar a las moléculas
como posibles candidatos para romper triésteres de fosfato, por lo que faltarian mas
experimentos para poder proponer un mecanismo. Entre estos experimentos se
podrian probar moléculas con otros sustituyentes para evaluar mejor los efectos
electrénicos, cinéticas en RMN de 3'P, efectos isotdpicos de disolvente y hacer

perfiles de neutralizacion en diferentes concentraciones para observar el efecto.
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5. CONCLUSIONES

Las moléculas sintetizadas y caracterizadas (SAG y MEG) tienen actividad
catalitica para la reaccion de transesterificacion del difenil p-nitrofenil fosfato
(NPDPP) en agua y en DMSO acuoso al 80%. Conforme aumenta la concentracion
de los catalizadores, el valor de las constantes de rapidez obtenidas aumenta.

La especie con mayor actividad catalitica segun lo observado en los perfiles
de neutralizacion es aquella donde ambos motivos (fenol/guanidina) estan
completamente desprotonados.

El compuesto SAG presento una mejor actividad en el medio de 80% DMSO
acuoso y mientras que MEG lo presento en agua, esta preferencia de cada
catalizador por un medio puede deberse a efectos electrénicos y estéricos.

Se obtuvo la siguiente ecuaciéon del ajuste de la catdlisis de la ruptura del
NPDPP a 37°C, en funcién de las especies presentes en cada valor de pH: Kobs = k1
[H2A*] + k2 [HA] + k3 [A7].

A partir del ajuste de los perfiles de neutralizacidon se calcularon los valores
de las constantes cataliticas para la ruptura del NPDPP, kz y ks de 1.18(0.31)x102
L mol~ s~* y 9.10(0.30) x10-2 L mol~ s~* para SAG y MEG respectivamente. Y se
presume que la ruta de catdlisis por SAG predominante es la que involucra la
especie totalmente desprotonada ([A7]) y que para MEG involucra una competencia
entre las especies quimicas [HA] y [A7].

El mejor catalizador fue MEG en agua, puesto que su constante de rapidez
supera incluso al valor de SAG en DMSO acuoso.

La ruptura del NPDPP con los compuestos SAG y MEG es superior a la que
presentan los iones hidroxido (2 y 16 veces respectivamente) debido a la formacién
de carga negativa en el estado de transicion y la cual se ve favorecida por la mejor

solvatacion de un solvente protico polar.
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9. APENDICES

APENDICE A.1
Conjunto de espectros de RMN H adquiridos como parte de la caracterizacion de

los compuestos sintetizados en este proyecto de tesis.

R H1: 6.87 (t,2H)
H2: 6.87 (s,2H)
1 4 + _ H3:12.01(s,1H)

/'l\ﬂ_b CI" H4:7.51 (s,1H)
H5: 8.41 (s,1H)
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A.1.1. Espectro de RMN-H (400 MHz) de MEG en DMSO-ds.
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A.1.2. Espectro de RMN-'H (400 MHz) de NOG en DMSO-db.
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APENDICE A.2
Conjunto de espectros de RMN 3C adquiridos como parte de la caracterizacion

quimica de los compuestos sintetizados.
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A.2.1. Espectro de RMN-3C (100 MHz) de MEG en DMSO-ds.
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A.2.2. Espectro de RMN-3C (100 MHz) de NOG en DMSO-ds.
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APENDICE A.3
Conjunto de espectros HSQC obtenidos, para observar los acoplamientos C-H en
las moléculas como parte de la caracterizacion quimica parcial de los compuestos

sintetizados.
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A.3.1. Espectro HSQC de MEG en DMSO-ds.
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A.3.2. Espectro HSQC de NOG en DMSO-ds.
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APENDICE A .4
Conjunto de espectros de IR obtenidos como parte de la caracterizaciébn quimica

parcial de los compuestos sintetizados.
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A.4.1. Espectro de infrarrojo en pastilla de KBr de MEG.
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A.4.2. Espectro de infrarrojo en pastilla de KBr de NOG.
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