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SINTESIS Y CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE
4-NITROIMIDAZOLES (SUSTITUIDOS EN POSICION UNO)

Se sintetizdé el 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido, el cual fue reducido
electroquimicamente sobre un electrodo de mercurio, en medio mixto y aprotico, con el
fin de estudiar su comportamiento electroquimico, ademas de la generacién del anion
radical nitro formado (RNO,"). Las técnicas utilizadas fueron polarografia de pulso

diferencial (PPD), polarografia TAST y voltametria ciclica (VC).

En medio mixto, fueron observados dos picos voltamétricos, el primero
correspondiente a la reduccion irreversible via cuatro electrones, cuatro protones del
grupo nitro al derivado hidroxilaminico (Ec.1). El segundo pico se debe a la reduccion
irreversible via dos electrones, dos protones del grupo aldehido para generar el

derivado alcohol (Ec.2).

R—NO,+4H* + 4e- — R— NHOH + H,0
Ec.1

R—CHO +2H* +2e~ > R — CH,0H

Ec.2

Solo a velocidades de barrido superiores a 5 V/s fue posible observar un
desdoblamiento de la primera sefal en dos nuevas sefales, la primera,
correspondiente a la reduccién de un electron para formar el aniéon radical nitro (Ec.3) y
la segunda, a la reduccion via tres electrones, cuatro protones del anion radical nitro a
derivado hidroxilaminico (Ec.4). Ademas, fue posible observar una cuarta sefial,
correspondiente a la reduccion de un electron para formar el aniéon radical nitro, pero

esta vez, es la especie hidratada (Ec.5).

CHO —R—-NO,+e” SCHO—-R—-NO;
Ec.3

CHO —R—-NO; +3e™ + AH* - CHO — R — NHOH + H,0
Ec.4
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CH(OH), —R—NO, +e~ —» CH(OH), —R — NOj5
Ec.5
Todas las sefales estudiadas sufren desplazamiento a potenciales mas catédicos
a medida que el medio se alcaliniza y a pH superiores a 9, tanto los E, y E4, como la
Iim se independizan con respecto al pH del medio. Ademas, los valores de potenciales
de reduccion para el 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido en estos medios, son
menores comparados con el resto de los derivados nitroimidazdlicos estudiados en el

laboratorio.

Por otro lado, en medio aprético solo una sefial cuasi reversible es observada,
correspondiente a la reduccion el grupo nitro a anion radical nitro (Ec.3). La cuasi
reversibilidad fue confirmada, usando la teoria desarrollada por Nicholson y un estudio

cinético posterior permitié medir la constante de velocidad Heterogénea (k°).
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Synthesis and electrochemical characterization of
4-Nitroimidazoles (REPLACED IN ONE POSITION)

1-methyl-4-nitroimidazole-2-carboxaldehide = was  synthesized and its
electrochemical behavior, at mercury electrode, in mixed and aprotic media was studied
empathizing the generation of the nitro radical anion (RNO,"). The techniques used
were differential pulse polarography (DPP), TAST polarography and cyclic voltammetry
(CV).

In mixed medium, two voltammetric peaks were observed, the first one
correspond to the irreversible reduction, via four electrons four protons, of the nitro
group to generate the corresponding hydroxylamine derivative (Ec.1). The second peak
is due to the irreversible reduction via two electrons, two protons of the aldehyde group

to produce the alcohol derivative (Ec.2).

R—NO, +4H" +4e~ — R — NHOH + H,0
Ec.1
R—CHO +2H* + 2¢e~ > R— CH,0H

Ec.2

By cyclic voltammetry, only at scan rates higher than 5 V/s was possible to

observe a splitting of the first signal into two new ones corresponding to the one

electron reduction of nitro to form the nitro radical anion (Ec.3) and the second due to

the reduction via three electrons, four protons of the nitro radical anion to form the

hydroxylamine derivative (Ec.4). Furthermore, it was possible to observe a fourth signal

corresponding to a one electron reduction, of the hydrated nitro species to form the nitro
radical anion (Ec.5).

CHO—R—NO,+e~ SCHO—R—NO5
Ec.3
CHO—-R—-NO; +3e”+4H" - CHO — R — NHOH + H,0
Ec.4
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CH(OH), —R—NO, +e~ - CH(OH), —R—NO35
Ec.5
All the signals studied are pH dependent, shifting to more cathodic potential as
the medium is more alkaline. Above pH 9 the signals are pH-independent. Moreover,
the reduction potentials for 1-methyl-4-nitroimidazole-2-carboxialdehide in this media

are lower than other nitroimidazoles derivatives studied in the laboratory.

Furthermore, in aprotic medium a quasi-reversible process was observed,
corresponding to the nitro group reduction to the nitro radical anion (Ec.3). The quasi-
reversibility was confirmed using the theory developed by Nicholson. The kinetic study

was performed an the heterogeneous rate constant (k°) was determined.



Introduccién

1. INTRODUCCION

A través de la historia los nitroimidazoles han sido utilizados con fines
farmacoldgicos, por sus propiedades antiparasitarias’, fungicidas?, antimicrobianas® y
antiprotozoaria.* Su actividad biolégica radica fundamentalmente en el grupo nitro, el
cual, al reducirse a través de un sistema enzimatico, perteneciente al microorganismo,
genera especies intermediarias activas, capaces de dafar el ADN microbiano

estructuralmente, y asi, impedir su reproduccion.

La reduccion de los compuestos nitroimidazélicos, de acuerdo a las condiciones
del medio, puede ser lograda en forma anaerdbica o aerébica®®, requiriéndose para
ambas condiciones, que la primera etapa de reduccién sea mono electronica,

formandose asi un anion radical nitro.
RNO, + e~ - RNO5

Bajo condiciones anaerdbicas, el anidon radical nitro, mediante reducciones
sucesivas, es capaz de formar derivados nitrosos, hidroxilaminicos y aminos
respectivamente.

RNO; +e~ 4+ 2H* - RNO + H,0
RNO + 2e~ + 2H" - RNHOH

RNHOH + 2e~ + 2H* — RNH, + H,0

Por otro lado, bajo condiciones aerébicas, el anion radical nitro es oxidado,
regenerando el compuesto nitro inicial y formando, ademas, superéxido en el

denominado “ciclo futil”.

RNOs + 0, - RNO, + 05
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Introduccién

Otro estudio, sobre la actividad microbiana de nitroimidazoles contra
triclomonas vaginalis,” revelé que la potencia para esta actividad decrece para los 4
nitro-sustituidos. Sin embargo, la descripcion de las propiedades cancerigenas y
mutagénicas son elevadas para los 2- y 5- nitro-sustituidos. Esto desperté nuestro
interés en ahondar en la investigacién de los 4 nitroimidazoles,®® con el fin de estudiar
la electroquimica de estos compuestos y el efecto de los sustituyentes en el anillo

nitroimidazolico.
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Obijetivos de la Memoria

2. OBJETIVOS DE LA MEMORIA

2.1 Objetivo General

Sintesis y caracterizaciéon electroquimica del 4-nitro-imidazol-2-carboxaldehido.
Ademas, determinar su comportamiento catédico, estudiando especificamente el efecto
que poseen ciertos sustituyentes sobre la reduccién del grupo nitro, asi como estudiar

el comportamiento de las especies radicalarias formadas.

2.2 Objetivos Especificos

1.2.1 Sintesis de Compuestos

El compuesto sera sintetizado y caracterizado por punto de fusion,
espectroscopia infrarroja (FT-IR), resonancia nuclear magnética (‘*H-NMR, *C-NMR) y

por analisis elemental.

1.2.2 Dilucidar el Comportamiento Electrédico en Medio Acuoso a
Distintos pH

Se utilizaran las técnicas de polarografia (tast y de pulso diferencial) y voltametria

ciclica sobre electrodo de gota colgante de mercurio.

Se determinaran las respuestas electroquimicas, estudiando sefiales, ondas, etc.
en distintos medios (acuoso mixto, no acuoso), para luego aplicar criterios matematicos

y de calculo. Sélo para el primer medio se estudiaran estas respuestas frente al pH.

Se estudiaran las especies radicalarias del grupo nitro mediante voltametria

ciclica, estudiando los efectos que tiene el medio de reaccioén y la velocidad de barrido

13



Obijetivos de la Memoria

sobre la cupla redox, para asi poder calcular parametros cuantitativos, como la

constante de transferencia heterogénea (k°).

1.2.3 Quimica en Solucién

Mediante espectroscopia UV-visible estudiaremos la respuesta espectroscopica
de los derivados frente al pH en medio acuoso. Se analizara el comportamiento de las
bandas de absorcidon respecto a los cambios de pH, realizandose curvas de

absorbancia v/s pH, con el fin de determinar equilibrios acido - base y valores de pKa.

De esta forma se pretende contribuir al conocimiento de la quimica en solucién,
de este tipo de compuestos y su proyeccion hacia la farmacologia. Ciertamente, un
estudio de esta naturaleza, representaria un avance significativo en el campo de la
electroquimica, con vista a caracterizar nuevas moléculas y predecir su potencial

efecto farmacologico.

14



Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y Equipos

a) Reactivos de Sintesis

- Acetato de etilo, Equilab.

- Acetona, Merck.

- Acido clorhidrico, Merck.

- Acido sulfarico, Merck.

- Bencilimidazol, Sigma-Aldrich.
- Bicarbonato de sodio, Equilab.
- Cloruro de amonio, Scharlau.
- Cloruro de sodio, Merck.

- Dicromato de potasio, Merck.
- Etanol absoluto, Merck.

- Etanol p.a., Merck.

- Eter etilico, Merck.

- Hidréxido de potasio, Merck.

- Nitrato de potasio, Merck.

- Metanol, Merck.
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Materiales y Métodos

- Sodio metalico, Merck.

- Solucién formalina 37% solucion acuosa, Sigma-Aldrich.
- Solucién hidroxido de amonio 25%, Merck.

- Sulfato de sodio, Merck.

- Percarbonato de Sédio (NaCO3*1,5H,0,) 30%, Aldrich.
- Cloruro Cianurico (C3CI3N3), Aldrich.

- Cloruro de Cromo Piridino (PCC) 98 %, Aldrich.

b) Reactivos Utilizados en Electroquimica

- Acido boérico (99%) p.a. Merck.

- Acido acético glacial p.a. Mallinckrodit.

- Acido clorhidrico (36%) p.a. Merck.

- Agua desionizada pureza milli-Q.

- Hidréxido de sodio (pellets) p.a Merck.

- N, N - dimetilformamida (DMF) p.a. Merck.

- Perclorato de tetrabutil amonio (PTBA) Fluka Chemica.
- Nitrogeno extra puro AGA Chile S.A.

- Mercurio, Merck.

16



Materiales y Métodos

c) Otros Materiales

Material de vidrio

- Todo el material utilizado fue clase A.

Micropipetas
- Transferpette 10 -50, 50-250 y 100-1000 pL.

- Socorex 1-10 mL.

d) Equipos para Analisis de Compuestos en Sintesis

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Block-Monoscop Werk-
NRZA.

Los espectros FT-IR se realizaron en un instrumento Bruker FT-IR Paragon 100

PC, con pastilla de KBr para los compuestos sélidos.

Los espectros 1H-RMN y 13C-RMN se realizaron en un espectrometro Bruker
WM 300.

Los desplazamientos quimicos se informan en partes por milléon (ppm) relativo al
TMS como estandar interno. Todos los espectros son consistentes con las estructuras

asignadas.

Los analisis elemental (C, H, N) se realizaron en un instrumento Perkin Elmer

2400 y estan dentro de los limites de + 0,5 % con respecto a los valores teoricos.

17



Materiales y Métodos

e) Equipos para Analisis Electroquimico

- Analizador voltamétrico BAS 100W.
Electrodos

- Trabajo: gota de mercurio.

- Referencia: Ag/AgCl, NaCl .

- Auxiliar: platino.

f) Espectrofotometria UV-Visible

- Celda de cuarzo 1 cm de paso optico.
- Espectrofotometro UV-vis UNICAM modelo UV-2.

- Software VISION 2.1, para control del instrumento.

g) Equipos de Uso General
- Agitador magnético Heidolph MR 3002.

- Balanza analitica Precisa 40 SM - 200 A sensibilidad 0,01 mg.
- Bafio ultrasonido Branson 2210.

- Medidor de pH WTW modelo pMx 3000.

- Rotavapor modelo HEIDOPH WB2000.

- Lampara UV- Visible para placas cromatograficas.

18



Materiales y Métodos

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacién de Soluciones.

a) Soluciones Stock Nitrocompuestos.

Se prepararon soluciones stock de 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido (4N-
1MelmzCHO) (5 mL) de una concentracion de 10 mM en EtOH y DMF, dependiendo
del medio de trabajo de la solucién. Luego las soluciones se conservaron refrigeradas y

aisladas de la luz para evitar su descomposicion.

3.2.2 Medio Acuoso

a) Soluciones Tampon.

- Buffer Britton Robinson 0,1 M:

En un matraz de 1000 mL se agrego 6,74 mL de H3POQOy; 5,72 mL de CH3;COOH y

6,183 g de H3BO,. Posteriormente se aforé con agua tipo Milli-Q.

- Buffer Citrato 0,015 M + KCI 0,3 M:

En un matraz de 1000 mL se agrego 7,215 g de &acido citrico, 1,167 gr de Hz;BO, y
55,913 g de KCI. Luego se aforé con agua tipo Milli-Q.

- Medio Britton Robinson/EtOH : 70/30

Se tomé una alicuota de la solucion madre preparada con EtOH, ésta se adiciond
a un matraz de 10 mL, posteriormente se agregé EtOH para completar un volumen de

3 mL, luego se aforé con Buffer Britton Robinson.

19



Materiales y Métodos

- Medio DMF/Citrato : 60/40

Se tomo una alicuota de la solucion madre preparada con DMF y se agrego a un
matraz de 10 mL, se agregaron 4 mL del Buffer Citrato 0,015 M + KCI 0,3 M, luego se

aforé con DMF.

3.2.3 Medio no Acuoso

a) Preparacion de Soluciones de Trabajo.

- Medio DMF 100% + 0,1 M PTBA

En un matraz de 25 mL se agregaron 0,8722 gr de perclorato de tretabutilamonio
(PTBA). Posteriormente se afor6 con DMF 100 %. A continuacion, en un matraz de 10
mL se agregd una alicuota de la solucién madre preparada con DMF, para luego aforar
con la solucion de DMF + PTBA 0,1M.

Las mediciones de Polarografia tast (tast.), Polarografia de pulso diferencial
(PPD) y voltametria ciclica (VC) se realizaron en las mismas condiciones anteriormente

descritas para ambos medios.
- Para VC las soluciones de trabajo fueron de 1 mM.
- Para PPD y tast, las soluciones de trabajo preparadas fueron de 0,1 mM.

- Para espectroscopia UV-vis, las soluciones de trabajo preparadas fueron de
0,05 mM.

20



Materiales y Métodos

3.2.3 Técnicas Voltamétricas

a) Polarografia de Pulso Diferencial (PPD) y Polarografia TAST (Tast).

Para estos estudios se utilizaron soluciones de trabajo con una concentracion
0,1 mM, las cuales fueron transferidas a una celda voltamétrica de 10 mL. Estas fueron
burbujeadas con nitrégeno por 10 minutos. Se utilizé un electrodo de gota de mercurio
como electrodo de trabajo, un alambre de platino como contra electrodo y un electrodo
de Ag/AgCl, CI', (3M) como referencia.

Se realizé el estudio electroquimico entre un rango predeterminado de pH, desde
2,0 a 11,0, incrementando en 0,5 unidades de pH, mediante la adicion de gotas de una
solucion de NaOH para ajustar al pH requerido. Solo para medios proéticos se estudio el

comportamiento Ep, E4p, Ip ¥ lim con respecto a la variacion del pH.

b) Voltametria Ciclica

El estudio voltamétrico se realizé con soluciones de 4N-1MelmzCHO, de
concentracion 1 mM en soluciones tampén Britton-Robinson/Etanol (70/30) vy
DMF/Citrato (60/40), estas fueron transferidas a celdas de 10 mL y fueron burbujeadas
con nitrégeno por 10 minutos antes de cada medicion. Se utilizé un electrodo de gota
de mercurio como electrodo de trabajo, un alambre de platino como contra electrodo y
un electrodo de Ag/AgCl, CI, (3M) como referencia. Se realiz6 el estudio de
reversibilidad de la sefial voltamétrica, para todos los medios, a tres pH
predeterminados (3, 7 y 10) variando la velocidad de barrido en el rango de 0,1 a 10
Vls.
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Materiales y Métodos

c) Criterio de reversibilidad

Consideraremos a una cupla reversible si cumple con los siguientes criterios:

- Poseer una diferencia de -56/n mV entre el potencial de pico anddico (Ep,) vy el
potencial de pico catédico (E,), donde n es el numero de electrones

transferidos en la etapa electroquimica.

- Que los potenciales de pico (Ep) no varien con la velocidad de barrido.

dE, o
d(LogV))
- Y poseer una razon de intensidades de pico (lps/lpc) igual a 1, para todas las

velocidades de barrido.

Asi mismo, consideraremos a una cupla cuasi reversible si cumple con los

siguientes criterios:

- Poseer una diferencia mayor a -56/n mV entre el potencial de pico anddico
(Epa) y el potencial de pico catddico (Epc), donde n es el nimero de electrones

transferidos en la etapa electroquimica.

- Que lo potenciales de pico (E,) varien con la velocidad de barrido.

(L> £0
d(Log V)

- Y poseer una razon de intensidades de pico (I,4/lc) cercana a 1.
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d) Analisis de Proceso Controlado Por Difusién.

A partir de los valores de corriente de pico en funcion de la velocidad de barrido,

es posible distinguir si un determinado proceso es controlado por difusion.

Para procesos controlados por difusion se cumple la relacion:

1
ip, = 2,69x10° n*l2 % A * DO/2 «Cxv/2

Ec. 3.1
Donde:
C = [mol / cm] v = [V / s], velocidad de barrido
A = [cm?], 4rea del electrodo n = numero de electrones
Do = [cm? / s], coeficiente de difusién ip = [A] Intensidad de pico

La ecuacion 3.1 esta descrita para procesos reversibles. Para casos irreversibles,

se tiene la expresion:

1
ip = 2,69x10° * n * (a *na)l/z * A *DO/2 «COxv'/2

Ec. 3.2
Donde:
n = numero de electrones transferidos finales
na = numero de electrones transferidos antes de la etapa determinante.
Se buscd la relacion logaritmica de la Ec. 3.1, obteniéndose:
1
Log I, = Log (k) +§ Log (v)
Ec. 3.3
(d Log (1)) _ 05
(dLog v))
Ec. 3.4
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De esta manera, un valor de pendiente igual a 0,5 de la ecuacioén 3.4, indica que

el proceso esta controlado por difusion.

Para realizar la caracterizacion cinética de la especie radicalaria, se tomaron en

cuenta varios parametros y consideraciones:

a) Para el célculo de las razones de corrientes |, / I, se utilizé la ecuacion 3.5,

descrita por R. Nicholson y I. Shain’,

Ec. 3.5

Considerando las intensidades de (lpa)o, (Ipc)o € (Ips)o desde el cero de corriente,

como se indica en la figura 3.1.

{lo.s)o

Vi l

1 L 1 1 L
200 10 3] =100 -200

Efmv

Figura 3.1. Voltamograma Ciclico que detalla las corrientes con

respecto al cero, descritas por R. Nicholson y I. Shain®®
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b) Para la determinacion de la constante de transferencia heterogénea (k°),
previamente debemos obtener el coeficiente de difusion, correspondiente al 4N-
1MelmzCHO™.

La relacion de corriente limite con la velocidad de rotacion del electrodo, esta

dada por:

Iim = 0,20+ FxAxD/3xv Y6 xRPS"2 x C°

Ec. 3.6

Donde:
N = N° de electrones transferidos ( 4 €) RPS = velocidad angular del electrodo
F = Constante de Faraday = 96486 C° = concentracion en el seno de la solucion = 5,33*107
(A*seg/mol) (moI/cm3)
D =Coeficiente de difusion (cm“/seg) v = Viscosidad cinematica = 0,0091 (cm“/seg)

A = Area del electrodo = 0,0706 (cm?)

Si graficamos I;m v/s RPS' (figura 3.2) podemos observar una relacién directa

entre estas variables, en la cual, la pendiente estaria determinada por:

m = O,ZO*n*F*A*D2/3 v Yo x (O
Ec. 3.7

De la ecuacion 3.7 podemos despejar el coeficiente de difusion D.

3
D= ILim * v_1/6 /2
020 *n * F * A RPS'/2 % C°

Ec. 3.8
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Y = 4,02425*X+1,72602
144 R =0,9969

D. = 1,59*10° (cm®/s)

T T T T T T T 1
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Velocidad de Rotacién del Electrodo / RPS"

Figura 3.2. Dependencia entre la lim y la velocidad de rotacion del
electrodo mediante voltametria de barrido lineal con disco rotario, en
medio DMF 100% + 0,1 M de PTBA.

En sistemas que no presentan un comportamiento reversible o a los cuales puede
sacarse de su condicién de equilibrio aumentando la velocidad de barrido, la cinética
de transferencia electronica se vuelve competitiva con la velocidad de cambio de
potencial, lo cual provoca un aumento de la separacioén de potenciales de pico (AE, =
E,c - Epa). En estos casos es posible obtener datos cinéticos del sistema respecto a la

transferencia electronica.

Por ultimo, la constante de transferencia heterogénea k° de la reaccién electrénica
fue obtenida utilizando la metodologia descrita por Nicholson''. Este método relaciona
la constante de velocidad heterogénea con el AE, mediante un curva de trabajo

teorica y el parametro cinético adimensional W (figura 3.3 A).
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220
200
180 ]
160
140 .

Lineal Fit

Parameter Value Error

A -0,76396
B 2,40588E-4

0,02565
1,68738E-6

R sD N P

0,99973 0,06702 13 <0.0001

1 = ]
AEp 120 \_\ = 4
100 \\. 2 -
80 S '
60 T E— 0+
T — .
10 05 00 0,5 1,0 15 A 0 10000
Log ¥

T T T T T T 1
20000 30000 40000 50000 B

2
(AEp n)

Figura 3.3. (A) Curva de interpolaciéon tedrica correspondiente al comportamiento de AEp v/is W

(referencia 11). (B) Linealizacién de la curva anterior

Posteriormente, la curva tedrica es linealizada (figura 3.3 B), con el fin de facilitar

el calculo de interpolacion, y con ésta ultima, se procedié a interpolar los valores de

NAEp experimentales para el compuesto 4N-1MImzCHO, con el fin de obtener valores

de W interpolados para cada velocidad de barrido (v),

estos valores de WY son

linealizados en funcién de la velocidad de barrido, permitiendo calcular k, mediante:

kO

Donde:

n = numero de electrones transferidos =1 R = constante de los gases

(J/mol*K)
F = Constante de Faraday = 96486

(A*seg/mol) T = temperatura (K°)

Ec. 3.9

D =Coeficiente de difusion

(cmzlseg)
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e) Espectrofotometria de Absorcién UV-Visible

Se prepararon soluciones de trabajo a partir de una solucion madre de una
concentraciéon de 0,1 mM. Se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. Se
ajustd pH por adicién de pequefias alicuotas de NaOH y HCI conc. Se trabajo sélo con
medios acuosos, para obtener una real determinacién de la influencia de la
concentracion de H* en el medio. Se realizd un estudio del comportamiento de las
sefales espectroscépicas de UV-vis, por cada 0,5 unidades de pH, en todo el rango de
pH desde 2,0 — 11,0. Para 4N-1MelmzCHO se realizdé un barrido con longitudes de

onda entre los 200 nm hasta los 600 nm.

La determinacion del pKa aparente se determiné con la ecuaciéon de Henderson
Haselbach modificada segin K. A. Connors' cuyo método de regresién lineal es
descrito mediante la ecuacion 3.10.

A —A
pH = pK, + Logﬁ

min

Ec. 3.10
Donde:

Anmax = Absorbancia que represente un maximo, al graficar las absorbancias, a una misma longitud de
onda, a distintos pHs (la absorbancia de la especie no ionizada).

Anmin = Absorbancia que represente un minimo, al graficar las absorbancias,a una misma longitud de
onda, a distintos pHs (la absorbancia de especie ionizada).

A = Absorbancia a un pH determinado (la absorbancia a distintos pHs).

Con la ecuacién 3.10 obtenemos una relacion entre el pH y la absorbancia, que
nos permite obtener valores de pKa de un compuesto en solucién. Para lograr utilizar
esta expresion, es necesario obtener un comportamiento en las absorbancias de una
forma tal que se distinga una absorbancia minima y otra maxima en algun intervalo de

la escala de pH utilizada.
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3.3 Sintesis de 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido

a) Sintesis de 1-metil-2-hidroximetilimidazol

[ ’< Formalina 37 % [ g
N) -H,0 )\CHon
|

N

CHg CHj;

A 50 ml de 1-metilimidazol 99% (0,63 moles) se adicionan 100 mL (1,23 moles)

de formaldehido 37%. Se calienta a reflujo por 27 horas.

La mezcla se concentra al vacio y posteriormente se lava con etanol. El producto
se deja cristalizar por una semana, y se filtra. Se recristaliza en metanol, obteniéndose
44,04 gr (84,25 %) de cristales blancos.

P.F.103-105°C Rf(Bz:MeOH:ACOH =45:4:1): 0,34

"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): 5. 3,60 (s, 3H,CHs); 4,45 (s,2H,CH,); 6,75 (d,1H,C=C-N-
CHs, j = 1,23 Hz); 7,05 (d,1H, C=C-N-CHs, j = 1,23 Hz)

BC-RMN (75,5 MHz, DMSO-de): &. 32,9 (CHs); 56,0 (CH,); 122,52 (NO,-C=C-N); 126,6
(NO,-C=C); 147,9 (N-C=N)

Mecanismo Posible

o 3 - "
yN Cﬁ . (—N — N
/r?\l)\ 5 H 5C+\H 4\%)%710' [{\])\CH;@‘H

Ny a
CH3 CH3 C‘:H?,
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b) 1-Metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol

O,N

(S\CHZOH O %S\CH OH

CHs

o—=

Hs

Se mezcla 44,04(0,393 moles) gramos de 2-hidroximetil-1-metilimidazol y 90,23
(0,892 moles) gramos de nitrato de potasio. Esta mezcla se agrega lentamente sobre

25,03 mL (0,432 moles) de acido sulfurico sin sobrepasar los 50 °C.

Luego, se calienta mediante un bafio de agua por 3 horas y se agita a
temperatura ambiente por 15 hrs. El producto se neutraliza con hidroxido de potasio
hasta pH 7-8. Se extrae con acetato de etilo, se seca con sulfato de sodio anhidro por

24 hrs y posteriormente se concentra al vacio.

El sdlido se recristaliza en etanol, obteniéndose 8,15 gr (13,21 %) de cristales

amarillo claro.
P.F. 180-182 °C Rf( CH,Cl;:AcOEt=9:1):0,1

"HNMR (300 MHz, DMSO-de): 5. 3,81 (s, 3H, CHa); 4,56 (s, 2H, CH,); 5,66 (s, 1H,C-
OH); 8,42 (s, 1H, C=C-H).

BCNMR (75 MHz, DMSO-dg): 8. 32,9 (CHs); 56,0 (CH,); 122,52 (NO,-C=C-N); 148,3
(NO,-C=C); 164,4 (N-C=N)

Mecanismo Posible

KNO; + H,S0, 2 NO} + “HSO,+ K* + H,0

/\ .
Qi BN

N
|

i

CHs CHg

A

z:

o—

Hj
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c) 1-Metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido

O,N ON
N N
)\ PCC/CH,CL, )\
CHOH ————————————= CHO
T 30°C /3Hrs “.'
CH, CH,

Se disuelven 0,706 gr (3,27 mmol) de clorocromato de piridinio (PCC) en la
minima cantidad de CH,CI, (50 ml) a temperatura ambiente, dando origen a la solucién
A.

Posteriormente se disuelven 0,50 gr (3,2 mmol) de 1-metil-2-hidroximetil-4-
nitroimidazol en la minima cantidad de CH,Cl, posible (50 mL, ayudar la disolucién con
gotas de acetonitrilo P.A.), originando la solucién B. Se adiciona la solucién A sobre la
solucion B gota a gota, con agitacién vigorosa, manteniendo la temperatura en 30 °C.
La solucién cambia de un color anaranjado a un rojo negruzco, oscureciéndose mas

con el paso del tiempo.

Después de 3 hrs de reaccion, la solucién es filtrada y concentrada al vacio,
posteriormente es redisuelta en 10 mL de una solucién de hexano/AcOEt (1/1) y

separada mediante cromatografia de columna con gel de silice.

La solucion separada incolora es concentrada al vacio y posteriormente
recristalizada en acetona, obteniéndose 0.13 gr (26 %) de cristales de color blanco

amarillento.
P.F. 140-142 °C Rf ( CH,Cl,:AcOEt = 9:1) : 0,52

I.LR. (KBr) : Vmax., 1367 y 1537 (C-N=0O aromatico, estiramiento), 1508 (C=C,
estiramiento aromatico), 1704,1 (C=0, estiramiento alifatico), 3136 y 3154 (C-H,

estiramiento aromatico).

"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 5. 4,02 (s, 3H, CHs), 8,72 (s, 1H, C=C-H), 9,76 (s, 1H,
CH=0).

31



Materiales y Métodos

BC-RMN (75,5 MHz, DMSO-de): 5. 35,1 (CH3), 126,7 (NO,-C=C-N), 139,9 (NO,-C=C),
145,5 (N-C=N), 181,7 (CH=0).

Analisis Elemental Calculado para CsHsO3N3 : C: 38,72 % ; H: 3,25 % ; N: 27,09 %

Encontrado: C: 38,21 +0.98 % ; H: 3,33+ 0.6 % ; N: 26,14 £ 0.6 %

Mecanismo Posible

CH,CI, X
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio de estabilidad

El estudio de estabilidad se realizé para determinar si el compuesto sufre
degradaciéon con el tiempo. Este estudios se llevaron a cabo en un medio tampodn
Britton Robinson / Etanol (70/30), mediante polarografia de pulso diferencial (PPD) con
un barrido catédico entre 0 y —1800 mV, realizando mediciones en intervalos de 20 min
por un periodo total de aproximadamente 2 horas. En las figura 4.1 se muestran los
resultados para 4N-1MelmzCHO en una soluciéon tampén Britton-Robinson 0,1 M a

pHs 2,0 ; 7,0 ; 11,0 respectivamente.

&5 T I %' ] 1 10 *
. e, ) R
A ol 06 | ' ", 1 L N
o N ea [rem - .
\ @ 09 o 08 S
| ) o i ol [T
03_ [0 | e L L R R L
<3—Q2— t/nin <(103_ nmﬂm.wmm
~ - 4 t/min
—_ 1 - @l
014 1
_ o
00 o ~
T T T T "1 A TTT T T T T TTT B C
0 40D 4D 6D €0 -0 20 4D 6D 8D -100-10-40
Env Env

Figura 4.1. PPD de 4N-1MelmzCHO en tampén Britton Robinsén 0,1M / Etanol (70/30) a pHs (A)

2,(B)7,(C)11. Laflecha indica el paso del tiempo entre una repeticién y otra.
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Fueron detectadas dos sefales principales en toda la escala de pH, ademas

podemos observar que la reduccion es fuertemente afectada por los cambios de pH.

El compuesto estudiado evidencié una disminucion de su |, de un 5% por hora
en todos los medios estudiados, pese a lo anterior, no se observd variacion de los

potenciales de reduccidn para cada una de las sefiales a similares pHs.
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4.2 Caracterizacion Electroquimica en Medio Acuoso Mixto

4.2.1 Britton Robinson — Etanol (70/30)

a) Polarografia de Pulso Diferencial (PPD) y Polarografia Tast

Las mediciones de PPD y Tast fueron realizadas con una solucion de 4N-
1MelmzCHO 0,1 mM a distintos pH entre 2 y 11. Como podemos ver en la figura 4.2 se
puede apreciar, mediante PPD, que existe un desplazamiento de las sefiales hacia
potenciales mas catddicos a medida que aumenta el pH, es decir, al aumentar éste, se
hace mas dificil la reduccion del 4N-1MelmzCHO . El desplazamiento de la senal de

reduccion también es observado en polarografia Tast para este compuesto.

T T T T T T T T T T T T T
— 7T T T
0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600 -1800 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600

E/mV E/mV

Figura 4.2. Polarogramas de pulso diferencial (A) y tast. (B) de 4N-1MelmzCHO (0,1 mM) en buffer Britton
Robinsén / Etanol (70/30) a diferentes pHs
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De acuerdo a los graficos de potencial de pico (Ep) versus pH, y potencial de
media onda (E.;) versus pH (figura 4.3 A y C), la reduccién del 4N-1MelmzCHO es

fuertemente afectada por los cambios de pH, apareciendo dos senales principales por

sobre pH 2 (figura 4.2.), de las cuales, las sefales son pH dependientes hasta pH 8,5y

por sobre éste pH las sefiales se vuelven pH independientes, lo que demuestra un

cambio en el mecanismo de la reaccion™, debido a la ausencia de protones

involucrados antes de la etapa determinante de la velocidad.
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Figura 4.3. Dependencia del potencial de pico (A) y corriente de pico (B) con respecto al pH. Ademas,

dependencia del potencial de media onda (C) y corriente limite (D) con respecto al pH de 4N-
1MelmzCHO (1 mM), en medio Buffer Britton Robinson (0,1M) / Etanol (70/30).
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Ademas, las corrientes limites obtenidas por polarografia Tast (lin/pH) son pH
independientes para la sefal |, mostrando que la transferencia electronica es constante
para esta sefal. Para la segunda sefial se observa un aumento de la intensidad de
corriente a partir de pH 3,5 , estabilizandose a pH 9,5 , para luego permanecer

practicamente constante hasta pH 11,5. (Figura 4.3. D).

Observando el grafico E,/JpH podemos diferenciar dos quiebres distintos, el
primero a pH 8,5 podria deberse al cambio de mecanismo en la reduccion del

1418 un cambio de mecanismo es observado debido a

compuesto. De acuerdo a Laviron
la ausencia de protones en el medio, en particular, bajo pH 8,5 el mecanismo de
reduccion del 4N-1MelmzCHO requeriria la presencia de protones en le medio para
poder concretarse. El quiebre observado a pH 3,5-4,0 podria deberse a la formacién de
un pKa correspondiente al equilibrio acido - base entre la forma protonada y

desprotonada del derivado hidroxilaminico.

En la tabla 4.1 se presentan valores de E, para cuatro derivados nitroimidazolicos,
a dos distintos pHs, en donde el sustituyente en la posicion dos del anillo imidazdlico
es el unico grupo variante. De la tabla, apreciamos diferencias en los potenciales de
reduccion, influenciadas principalmente por el sustituyente. Ademas, observamos, que
a pH 10, el compuesto 4N-1MelmzCHO es el mas favorecido debido a su facil
reduccion con respecto a los otros. Este comportamiento es atribuido al grupo
aldehido, localizado en la posicion dos del anillo imidazélico, por ser un grupo atractor,

haciendo disminuir la densidad electronica alrededor del grupo nitro.
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pH/-Ep(mV) | 4NIm 4MNImOH 1M-4NIm-2-COOH 4N-1MelmzCHO

7 728 676 702 682

10 850 760 766 734

Tabla 4.1. Tabla de comparacién de los potenciales de pico, correspondiente a la reduccion de

cuatro derivados nitroimidazélicos a dos distintos pH. Estos son 4-nitroimimidazol (4-NIm), 1-metil-
2-hidroximetil-4-nitroimidazol (4MNImOH), &acido 1-Metil-4-Nitro-Imidazil-2-Carboxilico (1M-4NIm-
2-COOH) y 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido (4N-1MelmzCHO).

b) Espectrofotometria de Absorcidon UV-Visible

Al estudiar el compuesto, podemos observar una Unica seial a un Ayax de 298 nm,
la cual es dependiente a los cambios del medio. La variacion de la absorbancia en

funcion del pH se aprecia en la figura 4.4.

0,8 — 0,52 5 - =
] ——pH 2 J . !
o3 | P e 0,50 - .
06 || —pH 8 4 .
054 || pH 10 0,48 | .
.g ] \ ) L
e C 0,46
© 8 1 N
E S 044 . A =298 nm
1) [%2]
e} o 1 .
< < 424
4 a "
. 0404 = " B
0,2 A —————————r—r—————1 —— T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
X/ nm pH

Figura. 4.4. (A) Espectro UV de 4N-1MelmzCHO 0,01 mM en un medio Buffer Britton Robinson/Etanol
(70/30), a diferentes pH. (B) Dependencia de la absorbancia con respecto al pH, a Anax de 298 nm de 4N-
1MelmzCHO.
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A pH 2 la absorbancia, a un A,s de 298 nm, es minima, posteriormente ésta
aumenta su valor hasta estabilizarse entre pH 7, para luego ésta sefial, aumentar

nuevamente su absorbancia y alcanzar su maximo a pH 9.

Con los datos obtenidos en UV-Visible es posible determinar la dependencia de
la absorbancia con respecto al pH para el compuesto estudiado, permitiendo calcular

un valor de pKa aparente (figura 4.5), el cual fue obtenido utilizando la ecuacion 3.10.

Parameter Value Error
12 4 N

I 1 a 5,52475 0,0352
Q B -2,00916 0,07961

R SD N P

-0,99687 0,08198 6 <0.0001

. .
04 0,2 0,0 0.2 0,4
Log((A,,,-AV(AA,,)

Figura 4.5. pKa calculado de acuerdo al método de regresion lineal.

Se obtuvo un valor de pKa aparente para 4N-1MelmzCHO de 5,52. Este valor
coinciden con el pKa polarografico’™ que se observa en la figura 4.3.(A y C). Debido a
lo anterior, podemos postular, que el valor de pKa podria corresponder a un cambio en
el mecanismo de reduccién''®, debido al equilibrio de protonacién — desprotonacion
del derivado hidroxilaminico. Indicando que el 4N-1MelmzCHO es reducido al derivado
hidroxilaminico desprotonado sobre pH 5 y a la forma protonada bajo éste pH, de

acuerdo a:

pH <5 RNO, + 5H* + 4e~ — RNHOH;} + H,0
Ec 4.1

pH >5 RNO, +4H* + 4e~ - RNHOH + H,0
Ec4.2
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¢) Voltametria Ciclica

Las mediciones se realizaron en una solucion de trabajo 1 mM de 4N-
1MelmzCHO, donde se observé la reduccion del compuesto a pHs 3, 7 y 10, utilizando

un electrodo de gota colgante de mercurio. Los voltamogramas ciclicos a distintos pHs

para este compuesto se observan en las figuras 4.6.
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Figura 4.6. (A) VCs de 4N-1MelmzCHO en medio Buffer Britton Robinson 0,1
M / Etanol (70/30) a diferentes valores de pH, velocidad de barrido de 1 V/s
(La flecha indica la direccién del barrido).

A velocidades de barrido bajas este compuesto presenta dos sefales principales
de tipo irreversible (I y lll) en todo el rango de pH. Asimismo, a pHs basicos se
observa un desplazamiento a potenciales mas negativos para este compuesto,
produciéndose una separacion de los picos y un aumento considerable de la intensidad
de corriente para ambas sefales. Junto con lo anterior surge una senal en el barrido
anddico (IV,) a potenciales cercanos a los -200 mV.
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A pH 10 la principal senal irreversible (Ic) corresponde basicamente a la reduccion
del grupo nitro via 4 electrones 4 protones para dar el derivado hidroxilaminico

correspondiente (Ec. 4.3).

R—NO, + 4H* + 4e~ » R — NHOH + H,0
Ec. 4.3
La sefal lll. es generada por la reduccion irreversible del grupo aldehido,
localizado en la posicién dos del anillo imidazélico, via dos electrones dos protones,

formando el alcohol primario correspondiente (Ec. 4.4).

R—CHO + 2H* + 2¢~ > R — CH,0H
Ec. 4.4
Aplicando velocidades por sobre 5 V/s, a pH 10, se observa un desdoblamiento
de la sefal |, originando dos nuevas sefales l.1 y I La primera, podria corresponder a
la reduccion del grupo nitro a anién radical nitro (Ec. 4.5) y la segunda, a la reduccion
del grupo nitro a anién radical nitro (Ec. 4.6), pero en este caso el aldehido se

encuentra en forma hidratada’ (Figura 4.7).

CHO—R—NO, +e~ 2 CHO —R— NOjy
Ec. 4.5

CH(OH);, —R—NO, +e~ - CH(OH); —R — NO35
Ec. 4.6
Ademas del desdoblamiento anterior, aparece una nueva sefal (llc) a -1180 mV,
la cual podria corresponder a la reduccién irreversible del aniéon radical nitro via 3
electrones - 4 protones para dar el derivado hidroxilaminico. Este proceso podria ser

descrito por:

CHO — R —NO35 +3e” +4H* - CHO — RNHOH + H,0
Ec. 4.7
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30 4 I,

25 4 Velocidad de barrido
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Figura 4.7 VCs de 4N-1MelmzCHO en medio Buffer Britton Robinson (0,1 M) / Etanol
(70/30) a pH 10 aplicando diferentes velocidad de barrido (La flecha indica la direccion del

barrido).

A pesar de trabajar a pH basico y ajustar adecuadamente el potencial de
inversion (Swintching), no logramos aislar la sefal correspondiente al anion radical
nitro para este medio de estudio a velocidades de barrido bajas. Solo sobre 5 V/s es
posible apreciar el par redox RNO,/RNO, "~ para nuestro compuesto nitroimidazdlico a
pH 10 (figura 4.8). De acuerdo a la figura, la cupla redox estaria formada entre los -600
y -850 mV; En esta ventana de potencial, no es posible aislar en forma completa esta
sefal de su par hidratado, de acuerdo a los requerimientos propuestos por Olmstead y

Nicholson'""8?° debido al acoplamiento que existiria entre estas sefiales.

o N

Velocidad de barrido

10000 mV/s
5000 mV/s
1000 mV/s

@

Wy

Lo
2 N ONM A~ O

T T T T T T T T T T 1
-1100 -1000 -900 -800 -700 -600 -500

E/mV

Figura 4.8 Cupla semi reversible correspondiente a la sefial Ic de 4N-1MelmzCHO a pH 10, en

medio tampdn Britton Robinson (0,1 M) / Etanol (70/30) a diferentes velocidades de barrido.
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4.2.2 DMF — Buffer Citrato (60/40)

a) Polarografia de Pulso Diferencial (PPD) vy Polarografia Tast

Las mediciones de PPD y Tast fueron realizadas con una solucion de 4N-
1MelmzCHO (0,1 mM) a distintos pH entre 2 y 11. Como podemos ver en la figura 4.9
se puede apreciar en este medio, un comportamiento diferente al registrado en un
medio Britton Robinson/Etanol. La primera sefal, atribuida al grupo nitro, experimenta
un desdoblamiento (I y I') a pH superiores a 4,5 y posteriormente por sobre pH 9
experimenta un segundo desdoblamiento (II) cuya intensidad de corriente aumenta
ligeramente con al aumento del pH. Por otra parte, la sefal Ill, atribuida al grupo
aldehido, solo es observada en medio acido, alcanzando su maxima intensidad de

corriente a pH 5, para luego decaer en intensidad y desaparecer por sobre pH 7.

| | | | | T . T T T
4D 40 &0 0 @D 0 50 1000 500 20 B
E/nv E/mv

Figura 4.9. Polarogramas de pulso diferencial (A) y tast (B) de 4N-1MelmzCHO ( 0,1 M) en buffer
DMF / Citrato (60/40) a diferentes pHs
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De acuerdo a los graficos de potencial de pico (Ep) versus pH y potencial de

media onda (Ez) versus pH (figura 4.10 A y C), la reduccion del 4N-1MelmzCHO es

afectada por los cambios de pH en este medio, apareciendo hasta cuatro sefales en

la ventana de pH estudiado (figura 4.9.). Estas sefiales de potencial son linealmente

dependientes con respecto al pH de la solucion, hasta pH 9, sobre éste pH se produce

el desdoblamiento de las sefiales | y I, generando la sefal Il e independizando los

potenciales de pico y de media onda con respecto al pH.

-1100 5

-1000 — U

-900 —

-800 —

E /mV
|/ uA

-700 H

-600 —

-500

12
pH

-1000 —H
-900 —
-800 —

-700 —

E,,/mV

-600 —

-500 11111111

0,8 4
0,7 ]
0,6 ]
0,5 ]
0,4 ]
0,3 ]
0,2 ]

0,1 <

0,0

12

Figura 4.10. Dependencia del potenciales de pico (A) y corriente de pico (B) con respecto al pH, ademas

dependencia del potencial de media onda (C) y corriente limite (D) con respecto al pH de 4N-

1MelmzCHO (1 mM), en medio Buffer DMF / Citrato (60/40).
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La figura 4.10 (B) indica la dependencia de la corriente de pico con respecto al
pH, mostrando que el comportamiento para la sefial I, I' y Il son similares a la del 4-
nitro-Imidazol'®. Por otro lado, la sefial Ill, correspondiente al grupo aldehido, solo es

observable en medio acido.

Ademas, las corrientes limites obtenidas por polarografia Tast (l;/pH) muestran
solo dos sefales, La primera debido a la poca separacion entre los picos |, 'y ll; y la
segunda atribuida al grupo aldehido (senal lll). Las intensidades de corriente para
ambas sefiales son independientes respecto al pH, indicando que la transferencia
electronica es constante para estas sefiales. Estos resultados se deben principalmente
a la menor sensibilidad y selectividad que posee esta técnica respecto de PPD (figura
4.10.(D)).

b) Espectrofotometria de Absorcion UV-Visible

Al estudiar el compuesto, podemos observar una Unica sefial a un Anax de 300 nm,
la cual es independiente a los cambios del medio. La variacién de la absorbancia en

funcién del pH se aprecia en la figura 4.11.

0,50 —
0,5 — -
0,48 —

0,3 pH 8 0,46 —

0.2 - 0,44 —| - - .

Absorbancia
Absorbancia
L ]
L ]

0,1 — 0,42 H

0,0 o

——r T 0,40 LA B R B B S B S L N |
260 280 300 320 340 360 380 1
Alnm pH

Figura. 4.11. (A) Espectro UV de 4N-1MelmzCHO (0,01 mM) en un medio DMF / Buffer Citrato (60/40),
a diferentes pH. (B) Dependencia de la absorbancia con respecto al pH, a Anax de 300 nm de 4N-

1MelmzCHO.
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¢) Voltametria Ciclica

Las mediaciones se realizaron en una solucion de trabajo 1 mM de 4N-
1MelmzCHO, donde se observé la reduccion del compuesto a pHs 3, 7 y 10, utilizando
un electrodo de gota colgante de mercurio. Los voltamogramas ciclicos a distintos pHs

para este compuesto se observan en las figuras 4.12.

A oo B 20 I
N oH3 18 ’
16
A — 14
t\/,/ \ 12 SN | Velocidad de Barrido
\ \ 10 10 Vis
8 — 5Vis
< — 1Vis
3 6
-~ 4
- 2
0 ~
-2 e
4
6 I
r I T I T I T I T I T I T I T I 1
T T T T T T T T T -1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 -600 -500
-2000 -1500 -1000 -500 0
E/mV E/mV

Figura 4.12. (A) VCs de 4N-1MelmzCHO en medio DMF / Buffer Citrato (60/40) a diferentes valores de
pH, velocidad de barrido de 1 V/s (La flecha indica la direccion del barrido). (B) VCs de de 4-MNImCHO
a pH 10, en medio DMF / Buffer Citrato (60/40) a diferentes velocidades de barrido.

En base a lo anterior, podemos sefalar que las senales I y Il podria
corresponder a la reduccién del grupo nitro a anion radical nitro de los compuestos
deshidratado e hidratado respectivamente (Ec. 4.5 y Ec. 4.6). La senal Il, observada
sobre pH 9, es podria atribuirse a la reduccién irreversible via tres electrones cuatro
protones para generar el derivado hidroxilaminico (Ec. 4.7) y por ultimo, la sefal llI

podria corresponder a la reduccién del grupo aldehido al derivado alcohol (Ec. 4.4).
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En la tabla 4.2 se presentan valores de potenciales de pico catédicos

correspondientes al 4N-1MelmzCHO registrados en medio mixto, apreciando que en

medio Britton Robinson / etanol es mas facil su reduccion.

pH/-Ep (mV) Britton Robinson /
etanol (70/30)

DMF / buffer
citrato (60/40)

4 528
7 682
10 734

678

706

761

Tabla 4.2. Tabla de comparacién de los potenciales de pico,

reduccion de 4N-1MelmzCHO en medio mixto.

correspondiente a la
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4.3 Caracterizacion Electroquimica en Medio no Acuoso

a) Polarografia de Pulso Diferencial (PPD) y Polarografia TAST

El estudio se realizé en una solucion de 4N-1MelmzCHO de concentracion 0,1
mM en medio no acuoso (100% DMF), utilizando PTBA (0,1 M) como electrolito de
soporte. Este compuesto, en ambas técnicas, presenta solo una sefial electroquimica,

correspondiente a la reduccion del grupo nitro (figura 4.13).

2,00 -
2,5 1,75 -
1,50
2,0 - ]
1,25 -
1,5 ]
' 1,00 -
< ]
< 104 = 0,754
1 0,50 —
0,5 - i
0,25 -
0.0 0,00
T T T T T T T T T T T 1 I T I T I T I T T T T T 1
800 -900 -1000 -1100 -1200 -1300 800 -900 -1000 -1100 -1200 -1300 -1400
E/mV E/mV

Figura 4.13. PPD (A)y tast (B) de 4N-1MelmzCHO (0,1 mM) en DMF 100% + 0,1 M PTBA. ).

Los valores de potencial de media onda (E,), potencial de pico (E;), corriente
limite (lim) y corriente de pico (l,), para este medio en estudio, son presentados en la

siguiente tabla 4.3.
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PPD
Ep (mV)

lp (A)

Tast
-1064 E1/2 (mV) -1088
226 | lim (HA) | -1,11

Tabla 4.3 Potenciales de pico (E,), potenciales de media
onda (E4p), corriente de pico (Ip) y corriente limite (lim) para
4N-1MelmzCHO (0,1 mM) en DMF 100% + 0,1 M PTBA.

b) Voltametria Ciclica

El estudio mediante voltametria ciclica, se realiz6 en medio no acuoso con una

concentracion de 1 mM 4N-1MImzCHO, en
electrolito soporte (figura 4.14.), la sefial estudiada, entre -1022 y -1158 mV,

DMF 100% mas PTBA 0,1 M como

corresponde a la reduccion del grupo nitro en el derivado anién radical nitro (Ec. 4.5).

50 —H

40 -

30 —

20 —

1/ pA

10 —+

0 -

— 4N-1MImzCHO

Sefial Estudiada

Blanco

-10 —
0

T T LI T
-1500 -2000 -2500 -3000

-500 -1000

T T T T T T 1

E/mV

Figura 4.14. CV correspondientes al Barrido completo de 4N-

1MImzCHO (0,1 M) estudiado a 1V/s, en una solucion DMF 100%

con PTBA 0,1 M.
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Aislamiento del Anion Radical

En la figura 4.15 se puede observar la sefal electroquimica del par redox,
observandose que los potenciales de pico se desplazan, aumentado la diferencia entre
los potenciales de pico anddico y catédico, a medida que aumentamos la velocidad de

barrido, indicando que el proceso no es completamente reversible.

— 100 mV/s

40 —— 500mV/s
35 1000 mV/s ~
30 —— 3000 mV/s /N
6000 mV/s \
25 ——— 10000 mV/s N

1/ uA

I T T T T T T T T
-600 -800 -1000 -1200 -1400

E/mV

Figura 4.15. CV correspondientes al Aislamiento de la cupla cuasi reversible de 4N-1MImzCHO 0,1 M;

estudiado a distintas velocidades de barrido, en una solucion DMF 100% con PTBA 0,1 M.

En la figura 4.16 observamos la dependencia entre la corriente de pico y la
velocidad de barrido, obteniendo pendientes que, segun las ecuaciones 3.1, 3.2y 3.5
nos dan cuenta de procesos controlados por difusién. En el caso del 4N-1MImzCHO, el
valor de pendiente es levemente inferior al valor esperado de 0,5 (para un proceso

difusional)
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Parameter Value Error

1,6 1 A 021162 0,01893
] B 043975 0,00587

1,4 4 R s N P
. 099849 0015418  <0.0001

1,2 4 pe

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Log (V (V/s))

Figura 4.16. Dependencia de el log(l,c) sobre el Log(velocidad
de barrido) para la cupla RNO2/RNO; ", correspondiente a 0,1
mM de 4N-1MImzCHO en medio DMF 100% + 0,1 M de PTBA.

En la figura 4.17 podemos observar la relacién de la velocidad de barrido sobre la
razon de corriente (l,./lpc) y el diferencial entre el pico catédico y anddico (A Ep)
respectivamente. La primera relacion, incrementa con el aumento de la velocidad de
barrido hasta alcanzar valores cercanos a la unidad (figura 4.17 A). Por otro lado, la
segunda relacién, mantiene un comportamiento reversible a velocidades bajo 0,8 V/s,
por sobre esta velocidad de barrido, la sefal cambia a un comportamiento cuasi
reversible (figura 4.17 B).
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Figura 4.17. Dependencia de la razén de corriente sobre la velocidad de barrido (A) y dependencia de A
Ep sobre la velocidad de barrido (B), de 4N-1MImzCHO 0,1 M en DMF 100% + PTBA 0,1 M.

Estos resultados nos llevan a concluir la existencia de una reaccion quimica cuasi

reversible, seguida a la etapa de transferencia de carga reversible, de acuerdo al

criterio de Nicholson.?°

Por ultimo, al linealizar los valores de W interpolados en funcion de la velocidad

de barrido, para el compuesto estudiado, obtenemos un valor de pendiente igual a 1,57

(figura 4.18).
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Figura 4.18. Regresion lineal obtenida a partir de los valores de W y velocidad de barrido para 4N-

1MImzCHO.
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Al igualar la pendiente de la recta anterior (figura 4.18) con k°/(D0-Tc-n(F/RT))”2

y considerando un coeficiente de difusién igual a 1,59*10° (cm?%s), es posible

determinar K°.

4N-1MImzCHO

(k°/cm*s™)

6,92 x 1072

Tabla 4.4 Constante de transferencia heterogenica para 4N-1MImzCHO,
en Medio 100 % DMF
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Conclusién

5. CONCLUSION

Sélo fue posible sintetizar el derivado 1-metil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido.
Para los demas compuestos, 1-H-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido y 1-bencil-4-
nitroimidazol-2-carboxaldehido, no fue posible completar su sintesis, debido a fracasos

en sus rutas de sintesis o infimos rendimientos.

Pese a lo anterior, para este nuevo compuesto sintetizado se estudid su
comportamiento electroquimico tanto en medio acuoso mixto como no acuoso, pero
solo en este ultimo medio es posible generar un anién radical nitro capaz de ser
detectado dentro de la escala de tiempo de la técnica voltamétrica ciclica y aislar la
sefal del anién. En medio mixto fue imposible aislar completamente la sefal

correspondiente al anién radical nitro mediante voltamétria ciclica.

La facilidad de reduccion de este compuesto varia con el medio de estudio,
siendo el medio Britton Robinson / Etanol (70/30) el mas favorecido. Por el contrario,
se encontré que el medio menos favorecido corresponde al medio no acuoso (100%

DMF) al poseer potenciales de reduccién elevados.

Ademas, a pH 10 el potencial de reduccion atribuido al 4N-1MImzCHO fue el mas
pequeno, en comparacion a sus homologos tanto sustituidos como no sustituidos. Este
comportamiento es atribuido al caracter atractor del grupo aldehido, en la posicién dos
del anillo imidazolico Sin embargo, solo a pH cercanos a 7, el potencial de reduccion
del 1-metil-2-hidroximetil- 4-nitroimidazoél fue ligeramente inferior al compuesto en

estudio.
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6. ANEXO SINTESIS.

6.1 Estrategia de sintesis: 1-H—4-nitroimidazol - 2-
carboxaldehido y 1-bencil-4—nitroimidazol - 2-

carboxaldehido.

Hasta el término de esta tesis, solo fue posible sintetizar un compuesto, de los
tres propuestos inicialmente, debidos principalmente a fallidas estrategias sintéticas o

infimos rendimientos de producto final.

Pese a lo anterior y en afan de instruir a la comunidad cientifica sobre estas
rutas, las he incluido en esta tesis, con el fin de que sean usadas como futuras

referencias.

Las siguientes rutas sintéticas buscan elaborar 1-H-4-nitroimidazol-2-

carboxaldehido y 1-benzil-4-nitroimidazol- 2-carboxaldehido.

a) Sintesis de 1-bencil-2-hidroximetilimidazol

[& [&\CHQOH

Se preparé una solucién de 10 gr de 1-bencilimidazol en 90 mL de formaldehido
al 37% calentandose a reflujo por 27 hrs. La solucién resultante se lavé con etanol y se

evaporo al vacio, resultando un liquido viscoso (jarabe) de color amarillo, el cual no

cristaliza.

57



Anexo Sintesis

Rendimiento: Se obtuvieron 20 gr de producto impuro Rf ( BzzMeOH:ACOH) = 45:4:1):
0,55

"HNMR (300 MHz, DMSO-de): & (ppm). 4,75 (s, 2H, CH,-OH); 5,20 (s,1H,C-OH); 5,35
(s, 2H, Bz-CH2-N); 6,40 (d, 1H, -CH=CH-N, j = 1 Hz); 7,25 (d, 1H, -CH=CH-N, j = 1
Hz); 7,4 (m, grupo Bz).

BCNMR (75,5 MHz, DMSO-d): & (ppm). 49 (Bz-CH,-N); 56 (CH,-OH); 121 (N-C=C=N-
CH-CH,-Bz); 126 (N-C=C=N-CH,-Bz); 128-138 (Bz); 158 (N=C-N).

b) Sintesis de 2-hidroximetilimidazol

N

[)\ 1) Na® / NH, liq [&\
CHOH N CH,OH

N 2)NH,Cl ‘
©) |

Se agreg6 20 gr (0,106 moles) de 1-bencil-2-hidroximetilimidazol en una cantidad
suficiente de amoniaco liquido recién preparado (70 mL de amoniaco liquido por cada
10 gr de 2-hidroximetilimidazol), luego se agregaron pequenas piezas de Na° (6,8 gr;
0,29 moles) hasta obtener un color azul permanente. La solucion se neutraliza con 24,4
gr de cloruro de amonio (0,46 moles), en pequenas porciones. La mezcla resultante se
extrajo con 200 mL (40 ml X 5) de alcohol absoluto y se concentrada al vacio hasta
sequedad, apareciendo un jarabe de color café claro. Si aparece un solido (sales) se
agrega etanol absoluto frio, se filtra y nuevamente se evapora hasta sequedad. El

jarabe no cristaliza.
Rendimiento: 70 %  Rf ( BzzMeOH:ACOH = 45:4:1): 0,43

'HNMR (300 MHz, DMSO-dg): & (ppm). 4,50 (s, 2H, CH,-OH); 7,05 (d, 2H, N-CH=CH-
N, j = 1,22 Hz para ambos protones); 7,06-7,2 (m sefal achatada y ancha, presencia

de una grupo alcohol o amina).
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c) Sintesis de 4-nitro-2-hidroximetilimidazol

N 1) KNO, / H,S0,
// \ 2) A (Reflujo 37 Hrs) )\
N CH0H %) KOH (Neutralizacién) CH,OH
|
H

La sintesis de este compuesto es esencial ya que no solo forma parte de la ruta
sintética del 1-H-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido, sino que ademas, constituye un
precursor para la elaboracién de 1-benzil-4-nitroimidazol-2-carboxaldehido al ser

bencilado y posteriormente oxidado a aldehido.

Etapa sintética

A una mezcla formada por 0,5 gr (3,49 mmoles) de 2-hidroximetil-imidazol y 1,02
gramos (10,13 mmoles) de nitrato de potasio, se le agrega lentamente sobre 3 mL

(0,432 moles) de acido sulfurico sin sobrepasar los 50° c.

Manteniéndose en un bafo de agua por 3 horas a una temperatura entre 65 - 75°
C, se agité a temperatura ambiente por 15 hrs. El producto se neutraliza con hidréxido
de potasio hasta pH 7-8. Se extrajo con acetato de etilo (20 ml x 5). Se secd con

sulfato de sodio anhidro por 24 hrs y posteriormente se concentra al vacio.

El sdlido se recristalizd en acetona seca, obteniéndose 66 mg (13,3 %) de

cristales amarillo claro.

Rf ( CH,Cl,:AcOEt = 9:1) : 0,52
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Caracterizacion por *H-NMR
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Figura 6.1 'H-NMR perteneciente al compuesto resultante de la

sintesis de 4-nitro-2-hidroximetilimidazol.

Como podemos observar, en la reaccidbn de nitracion se produce una
deshidroximetilacon, en la posicion dos del anillo imidazdlico, generando 4-
nitroimidazol (reactivo comercial). A pesar de enfriar la reaccién al ocurrir el alza de
temperatura, la reaccion de deshidroximetilacon descompone el 95% del reactivo inicial
(razébn de altura, entre el compuesto hidroximetilado con respecto al
deshidroximetilado), indicando que la presencia del acido sulfurico y nitrato de potasio

oxida al grupo alcohol hasta el acido carboxilico, y éste ultimo, posteriormente se

descarboxila.

En base a lo anterior, fue necesario controlar y suavizar mas la reaccién de
nitracion del 2-hidroximetilimidazol, con el fin de evitar la reaccion de

deshidroximetilacion.
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6.2 Otros ensayos de nitraciéon

a) Sintesis de 4-nitro-2-hidroximetilimidazol #

1) CH,COOH OoN
2) HNO, / CH,COOH

/ &\ 3) A (Reflujo 45 min.) / \
*,9—>
CN CH,OH N CH,OH

| 4) Neutralizacion KOH |
H 5) Extraccion AcOEt H

Se pesan 500 mg (5,09 mmoles) de 2-hidroximetilimidazol, los cuales son
enfriados a -5° C en un bafo de agua/hielo (adicion de NaCl), posteriormente son
agregados 18 mL de CH3COOH glacial. A continuacion de adicionan 9 mL de HNO;
(69%) gota a gota, con agitacién vigorosa, no sobrepasando una T° de -3° C. Por

ultimo, se deja la solucion con agitacion a T° ambiente por 24 Hrs

La solucion se neutralizé con KOH y se extrajo con acetato de etilo (6 X 20 mL).
El extracto se seca con sulfato de sodio anhidro y se concentrdé a presion reducida,
obteniéndose una mezcla de compuestos (final e inicial) con un rendimiento menor al 5

% (23 mg de mezcla)

El reactante al ser liquido fue separado del producto en forma de cristales. Por la
baja produccion fue imposible caracterizarlo por RMN, solo se realizaron
determinaciones por TLC dando una sefal o marca con un rf de 0,3 distinto del
reactante (rf 0,04 (CH.ClI, : AcOEt) (9:1))

La sintesis anterior también se realizdé en caliente, a una temperatura controlada
de 60° C, posterior a la etapa de adicion del HNO;, logrando resultados similares a los

anteriores (42 mg de mezcla).
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b) Sintesis de 4-nitro-2-hidroximetilimidazol®?®

1) Ac,0

2) HNO, / CH, COOH
[f\{ 3) A (Reflujo 4 Hrs)
N CHZ0H )\CHZOH

4) Neutralizacion KOH
|11 5) Extraccion con AcOEt

Se pesan 500 mg de 2-hidroximetilimidazol, los cuales son enfriados a -5° C en un
bano de agua/hielo (adicion de NaCl), posteriormente son agregados 3,8 gr (36,7
mmoles) de Ac,O a la misma temperatura. Por otra parte; 6,12 gr (0,102 moles) de
Ac;COOH son adheridos a 1,19 gr (12,2 mmoles) de HNO; , gota a gota, no

sobrepasando los 10° C (reaccién exotérmica), con agitacién vigorosa constante.

La solucion es puesta a reflujo por 4 Hrs, posteriormente son adheridos 20 gr de
una mezcla agua/hielo (descomposicion de Ac,0) y puesta en un soporte metalico con

agitacion por 24Hrs.

Caracterizacion por TLC mostré que el producto no es nitrado en forma exitosa,
sino que el grupo alcohol es oxidado a acido carboxilico, debido al ambiente oxidante
de la reaccion.

1) Ac,0
2) HNO, / CH,COOH

N
/ )\ 3) A (reflujo por 4 Hr) )\
CN CH,OH C COOH
H

4) Neutralizacion KOH
5) Extraccion con AcOEt

Ademas de lo anterior, otros grupos protectores® como tiocarbonilos y acetatos
fueron usados para proteger al grupo hidroximetilo, ubicado en la posicién dos del

anillo imidazolico. Sin embargo, debido a sus malos rendimientos fueron descartados.
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6.3 Reacciones de desmetilacion

Al no encontrar buenos resultados, fue necesario cambiar la metodologia de
sintesis, tomando como reactivo de partida 1-metil-4-nitro-2-hidroximetilimidazol e
iniciando reacciones de desmetilacion en la posicion uno del anillo imidazélico, con el

fin de sintetizar 4-nitro-2-hidroximetilimidazol.

a) 1° N-Desmetilacion de 1-metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol

N O3N
0z 1) H,0, (30% ww; 11 equiv)
/7\—§ 2) 2 M HCI
N)\ CH,OH )\CHZOH

3) FeSO,*7H,0 (1 5 equiv)
CHs

Se procedié a realizar una N-desmetilacion del compuesto en la posicidon uno,

usando una modificaciéon no clasica de la reaccion de Polonovski.?®?

500 mg (3,2 mmol) de 1-metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol fueron disueltos en 20
mL de metanol P.A. y enfriados en un bafio de agua-hielo. Peréxido de hidrogeno (30
% w.w.; 11 equiv) fueron adheridos lentamente, y la mezcla de reaccion fue agitada a
temperatura ambiente por 18 Hrs. El exceso de perdxido fue desactivado adicionando
MnO, (98 %; 150 mg), la solucion fue filtrada y posteriormente concentrada al vacio al

vacio, obteniéndose un precipitado amarillo claro como crudo.

El crudo de reaccion fue disuelto en 22 ml de metanol P.A.; enfriado sobre hielo y
acidificado a pH 1-2 mediante una solucion de HCI 6 M. Esta solucion fue extraida con
AcOEt (5 X 20 mL). El extracto es secado (MgSO, anhidro), filtrado y concentrada al
vacio lograndose un precipitado amarillo. Este precipitado fue disuelto en 30 mL de
metanol P.A. y enfriado en un bafio de agua-hielo. FeSO,*7H,0 (1,5 equiv)?’ fueron

agregados manteniéndose la agitacion por 6 Hrs. a temperatura ambiente.
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El solvente es evaporado al vacio, una vez que el producto fue secado, es
redisuelto mediante una solucion 0,1 M de EDTA, basificada a pH 10 (NH,"OH, 25%
solucion acuosa). La solucion fue extraida con AcOEt (3 X 20 mL), la fase organica es
secada con MgSQO, anhidro, filtrada y concentrada al vacio obteniéndose un precipitado

amarillo claro.

En virtud del desconocimiento en los cambios de rf, se continlio con la sintesis
hasta el final, en ninguna de las etapas anteriormente nombradas se detecté un
cambio en los valores de rf con respecto al reactivo inicial, concluyendo que la

desmetilacion, por parte del 1-metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol, no ocurrié.

b) 2° N-Desmetilacion de 1-metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol

fxw TM,H

CH3
500 mg (3,18 mmoles) de 1-metil-2-hidroximetil-4-nitroimidazol fueron disueltos en

1) NaCO,*1,5H,0,

2)YY+ K,CO,

) N,, Insuflado

50 mL de THF, posteriormente, se adicionaron 5,5 gr (17,5 mmoles) de percarbonato
de sodio (Na,CO3*1,5H,0,; 30%), agitdandose a temperatura ambiente por 18 Hrs. Para
luego ser filtrada, lavada con THF P.A. y el exceso de solvente evaporado al vacio.
Esta solucion, mas concentrada, es enfriada a 0° C mediante bafo de hielo-sal, se
adicionan 6 mg de cloruro ciantrico?® (CsClsNs 99%; 0,01 eqiv) y 5 mg (0,03 mmoles)
de K,COj3; anhidro, tornandose la solucion color rojiza. La mezcla fue agitada a0° C e
insuflada con N, (para remover el HCHO formado). Después de 15 min. la mezcla fue
calentada a temperatura ambiente, el solido fue removido por filtracién a través de
alumina. Posteriormente el solvente es removido en vacio obteniéndose un precipitado
anaranjado. Mediante cromatografia de placa fina, no se observd cambios en los

valores de rf con respecto al producto inicial.
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Ambas reacciones de desmetilacion poseen una primera etapa en comun,
correspondiente a la oxidacion del compuesto original hacia una especie N-oxidada, la
cual, mediante reacciones de reduccion sucesivas posteriores, logran producir la
desmetilacion, presumiendo que ésta etapa es determinante para la obtencién de

producto.

Debido a los resultados anteriores podemos concluir que la etapa de formacion
del n-6xido no fue lograda, recomendandose para futuras sintesis la utilizacion de
acido meta cloro perbenzoico como una mejor fuente de oxidaciéon en comparacion al

peroxido de hidrogeno.
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