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RESUMEN

Este trabajo de investigacion utilizé la Espectrometria de Masas como técnica principal para la
elucidacion de las estructuras de compuestos organicos con propiedades catidnicas sintetizados en
nuestro grupo de investigacion. Nuestro principal objetivo fue la optimizacion de la sintesis de dos
compuestos catidnicos amidinicos libres y dos N-sustituidos y la sintesis de una sal de fosfonio como
posibles compuestos antiparasitarios. Para la sintesis de los compuestos amidinicos se utilizaron
diferentes tipos de nitrilos comercialmente disponibles que, mediante un acoplamiento con compuestos
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nitrogenados, en nuestro caso, cloruro de amonio y p-metoxianilina, dieron como resultado la obtencion
de las amidinas deseadas. En el caso de la sal de fosfonio, la reaccion se realiz6 por un ataque nucleofilico
a al 2-bromoetanol dando como resultado la obtencidn del producto deseado. Para la elucidacién
estructural se utilizé la técnica de Espectrometria de Masas de Masas utilizando la ionizacién por
electrospray en modo positivo y se realizé un barrido de la energia de fragmentacién desde 15 V hasta
30 V realizando un aumento gradual de cada 5V, dando como resultado, la confirmacion de las
estructuras de los compuestos sintetizados.

PALABRAS CLAVES

Politicas publicas, energia limpia, transicion energética, sostenibilidad, impacto
socioeconémico.

ABSTRACT

This investigation used Mass Spectrometry as the main technique for the elucidation of organic
compounds structures with cationic properties synthesized in our research group. Our main objective
was the optimization of the synthesis of two free amidine cationic compounds and two N-substituted
and the synthesis of one phosphonium salt as possible antiparasitic compounds. For the synthesis of
amidine compounds, different types of commercially available nitriles were used, which by coupling
with nitrogen compounds, in our case ammonium chloride and p-methoxyaniline, resulted in the desired
amidines. In the case of phosphonium salt, the reaction was performed by a nucleophilic attack to 2-
bromoethanol resulting in the desired product. Structural elucidation of the synthetized compounds was
performed using ionization by electrospray in positive mode. We used a gradient in the fragmentation
energy from 15 V to 30 V, making a gradual increase of every 5V, resulting in the confirmation of the
structures of the synthesized compounds.

KEY WORDS

Amidines, phosphonium salts, Mass Spectrometry, Liquid Chromatography, Organic
Synthesis.

INTRODUCCION

Es bien conocido que la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear es
actualmente la técnica de elucidacidn estructural por excelencia en Quimica Organica.
Ofrece grandes ventajas en comparacion con otras técnicas de elucidacion estructural.
Algunas de estas ventajas son; ser una técnica no destructiva de la muestra, lo que
permite la recuperacion de manera intacta de las moléculas a ser analizadas. Su alta
sensibilidad permite la elucidacién de estructuras utilizando muy poca cantidad de
muestra y la diversidad de experimentos de resonancia nuclear, permite incluso,
estudiar la estructura de las moléculas en su tridimensionalidad, en algunas ocasiones.
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Esta ventaja ofrecida en este instrumento, no lo podemos encontrar en la Republica de
Panama ya que actualmente no se encuentra disponible un espectrometro de RMN, lo
que nos obliga a realizar la elucidacion de las estructuras utilizando otras metodologias.
La Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado de la Universidad de Panama adquiere
un Cromatografo Liquido de Ultra Resolucion acoplado a un Espectrometro de Masas
(UPLC-EM). Es aqui que nuestro grupo de investigacion decidid utilizar esta técnica
como reemplazo a la Resonancia Magnética Nuclear, utilizando la Espectrometria de
Masas de Masas.

La espectrometria de masas en tandem, también conocida como Espectrometria de
Masas de Masas (EM/EM), es la técnica mas utilizada como herramienta analitica para
identificar y cuantificar compuestos en mezclas complejas. Dicha técnica se basa en el
acoplamiento de dos etapas de andlisis de masas en el tiempo o en el espacio. El
espectrometro de masas ubicado en los laboratorios de la VIP, utiliza la ionizacién por
electroespray (ESI), la cual proporciona abundante informacion estructural (Yost and
Fetterolf, 1983) (De Hoffmann, 1996) (Xiao et al., 2021) (Fang et al., 2021). La
adquisicién en tdndem es un proceso en el que un ion formado en una fuente de iones
es seleccionado en la primera etapa de analisis (analizador de masas 1) y fragmentado
por la colision entre el ion que ha sido seleccionado (ion molecular) con moléculas de
un gas inerte (gas argon), recibiendo el nombre de disociacion inducida por colision
(CID). La CID se suele dividir en dos etapas; en la primera, la energia traslacional del
ion molecular se convierte en energia interna tras colisionar con la molécula de gas
inerte. En la segunda etapa, esta energia interna se transforma en energia de
fragmentacion, en donde el ion molecular se divide en distintos fragmentos y luego
estos fragmentos con carga positiva 0 negativa, se analizan en la segunda etapa de
analisis: analizador de masas 2 (Glish & Burinsky, 2008). Este tipo de andlisis ofrece
una gran selectividad ya que permite la posibilidad de aislar nuestro ion molecular en
la celda de colision, eliminando asi, otros iones o fragmentos que puedan interferir.

Tradicionalmente la EM/EM se ha desarrollado con analizadores de tipo triple
cuadrupolo (TQ), donde dos cuadrupolos (Q) estan acoplados a través de un cuadrupolo
intermedio que se usa como celda de colision (q). En el primer cuadrupolo (Q1), se
selecciona la relacién m/z de interés, que se suele denominar ion precursor. Este pasa
a traves de la celda de colision (q) dénde se fragmenta y los iones producto son
separados por el segundo cuadrupolo. Aunque se denomine triple cuadrupolo,
actualmente la celda de colisién suele ser un hexapolo u octapolo, ya que su disefio va
dirigido a potenciar la eficiencia de la transmision de los iones desde la celda de
colision hasta el Q2, ademas, este presenta un espacio adecuado para la fragmentacion.
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La adquisicion mediante un triple cuadrupolo ofrece una gran versatilidad,
dependiendo del modo en que opera cada uno de los dos cuadrupolos (Q1 y Q). Cada
uno de estos modos de adquisicion presenta unas caracteristicas que lo hacen idoneo
para un objetivo concreto. Los modos de adquisicidn que se pueden aplicar son: barrido
de todos los iones, Adquisicion de un ion seleccionado (SIM), Monitoreo de reaccion
seleccionada (SRM), barridos de iones producto, de iones precursor o pérdidas neutras.
De todos estos, el barrido de todos los iones es el modo utilizado para el analisis de las
moléculas caracterizadas durante la realizacion de esta investigacion.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron los siguientes equipos y materiales: Los
espectros de fragmentacion de masas de masas (EM/EM), se registraron en modo
positivo mediante la técnica de ionizacion por electroespray (ESI*) a diferentes
energias de colision (15, 20, 25 y 30) voltios, con un aparato MS Xevo® TQD. Los
espectros de masas se obtuvieron por infusion directa en un aparato MS Xevo® TQD
0 en un Cromatdgrafo liquido de ultra resolucion (UPLC) Acquity clase H, Waters con
un detector de arreglo de diodos (PDA) acoplado a un espectrometro de masas MS
Xevo® TQD, utilizando mayormente de dos a tres voltajes de cono diferentes (20, 25
y 30V). La deteccion fue tanto en modo positivo (ESI™) y/o negativo (ESI") de acuerdo
con el tipo de molécula. La columna utilizada fue en fase reversa marca ACQUITY
UPLC®BEH C18-1.7 um de dimensiones 2.1 mm x 50 mm y ACQUITY UPLC®BEH
C18-1.7 um de dimensiones 2.1mm x 100 mm. Los filtros de jeringa utilizados fueron
de 13 mm de didmetro con una membrana hidrofilica PTFE, un tamafio de poro de 0.22
um de la marca NEWSTAR. Las muestras se analizaron utilizando como fase movil
mezclas de A: MeCN, B: H20O / CH3COOH (0.1%). Se utilizaron los siguientes
gradientes; Un primer gradiente que inici6 con una mezcla A/B (15:85) hasta llegar a
una mezcla de A/B (95:5) y un segundo gradiente iniciando con una mezcla A/B
(70:30) hasta llegar a A/B (100:0). El flujo utilizado fue de 0.2 mL/min. La deteccion
por absorbancia en Ultravioleta (UV) se realiz6 entre 190 a 400 nm. Las cromatografias
de capa fina (CCF) fueron realizadas en cromatofolios en laminas de aluminio
revestidos de gel de silice con indicador fluorescente a 254 nm, marca Sigma-Aldrich.
Los rotaevaporadores utilizados fueron de la marca Buchi serie R-124 y serie R-215.
Los reactivos usados fueron de origen comercial de la marca Sigma-Aldrich®, los
disolventes utilizados fueron de grado ACS y grado HPLC.
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Metodologia general para la sintesis de amidinas aromaticas libres 3y 4.

® 9
NH, Cl
N1 MeONa / MeOH

| AN ' . | N NH,

~ 2. NH4Cl/ MeOH ~

R™ X R™ X

1:X=N:R=H 3:X=N:R=H

2: X =C; R =NO, 4:X=C;R=NO,

A una disolucion en agitacion de 1 equivalente de derivados de nitrilo en MeOH, se le
afiade 2.0 equivalentes de NaOMe. La temperaturay el tiempo de reaccion se describira
en cada experimento. La reaccion es monitoreada por CCF hasta observar la formacion
del compuesto intermedio. Una vez se observa la formacion del intermedio, se afiade
1.1 equivalentes de cloruro de amonio (NH4Cl) a la mezcla de reaccion en agitacion.
La reaccion se deja en agitacion continua por el tiempo descrito en cada reaccion. La
reaccion es monitoreada por CCF hasta observar que se haya consumido todo el
compuesto intermedio o que ya no se observe avance de esta. Terminada la reaccion,
se filtra la mezcla de reaccion y se evapora el MeOH a presion reducida, obteniéndose
asi el crudo de reaccion (Patai, 2010)(Schaefer and Peters, 1961).

Metodologia general para la sintesis de amidinas N-sustituidas 7 y 8.
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A una disolucion en agitacion de los derivados de nitrilo en MeOH se le afiade 2.0
equivalentes de NaOMe. La reaccion se deja en agitacion a temperatura ambiente por
el tiempo descrito en cada reaccion. La reaccion es monitoreada por CCF hasta
observar la formacidn del compuesto intermedio como se indicara para cada reaccion.
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Una vez se observa la formacion del intermedio, se afiade 1.1 equivalentes de p-
metoxianilina a la mezcla de reaccion en agitacion. La reaccion se deja en agitacion
continua por el tiempo descrito en cada reaccion. La reaccion es monitoreada por CCF
hasta observar que se haya consumido todo el compuesto intermedio 0 que ya no se
observe avance de esta. Terminada la reaccion, se filtra la mezcla de reaccion y se
evapora el MeOH a presion reducida utilizando los rotaevaporadores, obteniéndose un
crudo de reaccion.

Metodologia general para la purificacién amidinas N-sustituidas.
Meétodo A:

Se utilizé la técnica de cromatografia en columna (CC) en fase normal (gel de silice
grado técnico, tamafio de poro 60 A, con un tamafio de particula de 230-400 mesh, 40-
63 um). La bdsqueda de condiciones para la purificacion de los productos deseados se
realiz6 por CCF. De esta manera se escogid la altura de cada columna. El didmetro de
la columna utilizado fue de 2.4 cm y el método de empacado de la columna fue en seco.
Para el empacado en seco, se peso el gel de silice y se agreg6 a una columna con fita
hasta obtener la altura deseada. Para preparar la cabeza de columna, se pes6 2 gramos
del gel de silice en un vaso quimico. El crudo de reaccion se redisolvio en acetona,
seguidamente se agrego gota a gota al gel de silice en el vaso quimico removiendo el
gel de silice con cuidado con una espéatula hasta observar que todo el crudo de reaccion
se adsorbiera. Luego, el gel de silice con la muestra absorbida se traspaso a un balén y
se secO la acetona en un rotaevaporador. La muestra absorbida en el gel de silice se
colocé en la columna empacada, luego, se agreg6 aproximadamente 2 gramos de gel
de silice encima de la cabeza de columna y por ultimo se colocé un pedazo de algodon.
Como eluyentes se utilizaron mezclas de hexano (Hx) y acetato de etilo (AcOEt) en los
gradientes que se indicaran para cada caso: Hx/AcOEt (1:1) hasta AcOEt 100% y Hx
100% hasta AcOEt 100%. La elucidon de la columna se realiz6 a presién. Cada fraccion
recolectada en erlenmeyer o tubo de ensayo, se concentr6 y se analizé por CCF,
observando los cromatofolios bajo luz visible y luz ultravioleta a 254 nm. Se utilizo
acido fosfomolibdico (PMA) como reactivo revelador. Se reunieron las fracciones que
tenian los mismos Rt segun lo analizado por CCF. Los disolventes fueron evaporados
a presion reducida. Las fracciones reunidas se guardaron en viales y se pesaron. Se
controld la pureza del producto por CCF. Todos los productos fueron caracterizados
por UPLC-MS y EM/EM.

Método B:
Se utiliz6 la técnica de purificacién por solubilidad, para esto se redisolvio el crudo de
reaccion con MeCN. Se observo la formacion de precipitado, este se filtrd por succién
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en un embudo con fita, se realizaron tres lavados del precipitado con mas MeCN. Se
obtuvieron un precipitado y un filtrado. Se siguio trabajando con el filtrado ya que,
segun la CCF, es alli donde se encontraba el producto. Se evaporo el acetonitrilo
obteniéndose un crudo de reaccion nuevamente. Se redisuelve el crudo en DCM vy se
realizaron tres lavados del crudo en H2O, se seca el disolvente de la fase organica en
un rotavaevaporador, se traspasé a un vial debidamente pesado, fue dejado en una
camara de vacio por 6 horas y por Ultimo se pesé el vial. Se realizé una CCF del
producto. Se observé en una camara UV a una longitud de onda de 254 nm. Se observo
una sola mancha. Se revel6 con PMA, observandose una sola mancha con el mismo Rt
observado en la camara UV. Se controla la pureza del producto por CCF. Todos los
productos fueron caracterizados por FTIR-ATR, UPLC-MS y EM/EM.

Metodologia general para la Sintesis de sales de fosfonio.

D o 4175
Jo

K,CO3 / DCM

7 8

A una disolucién en agitacion de 4 equivalentes de trifenilfosfina (PPhz) en
dimetilformamida (DMF) se le afiade 1 equivalente de 2-bromoetanol. La reaccion se
deja en agitacion a una temperatura de 50 °C en un tubo de reaccion a presion por 4
horas. Terminada la reaccion, se deja la mezcla de reaccion en frio durante 24 horas
para precipitar la PPhs, transcurrido este tiempo, se decanta el liquido sobrenadante. y
se agrega mas DMF al precipitado y nuevamente se deja en frio por otras 24 horas para
garantizar que se ha extraido la mayor cantidad del producto. Este procedimiento se
repite al menos tres veces. Se unifican todos los sobrenadantes obtenidos durante los
decantados y lavados realizados. Se evapora la DMF a presion reducida, obteniéndose
el crudo de reaccion.

Metodologia general para la purificacion de sales de fosfonio.
Para la purificacion de la sal de fosfonio se utilizé la técnica de cromatografia liquida

al vacio (CLV) en fase normal (gel de silice grado técnico, tamafio de poro 60 A, con
un tamafo de particula de 230-400 mesh, 40-63 um). La busqueda de condiciones para
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la purificacion de los productos deseados se realizo por CCF. De esta manera se escogio
la altura de la columna. El didmetro de la columna utilizado fue de 3.3 cm y una
longitud de 6 cm. Para el empacado, se peso el gel de silice y se agreg6 a una columna
de CLV hasta obtener la altura deseada. Para preparar la cabeza de columna, se pesé 4
gramos del gel de silice en un vaso quimico, el crudo de reaccidn se redisolvio en
acetona, seguidamente se agreg0 gota a gota al gel de silice en el vaso quimico
removiendo el gel de silice con cuidado con una espatula hasta observar que todo el
crudo de reaccion se adsorbiera. Luego, el gel de silice con la muestra absorbida se
traspasé a un baldn y se secd la acetona en un rotaevaporador. La muestra absorbida en
el gel de silice se coloco en la columna empacada, luego, se agrego 4 gramos de gel de
silice encima de la cabeza de columna y por ultimo se colocé un pedazo de algodon.
Como eluyentes se utilizaron Hx 100% y AcOEt 100%. Se recogieron las fracciones
en matraces Cada fraccion recolectada en erlenmeyer se concentrd y se analiz6 por
CCF que luego fueron observados bajo luz ultravioleta a 254 nm. Se utiliz6 PMA como
reactivo revelador. Se reunieron las fracciones que tenian los mismos componentes por
CCF. Se secaron los disolventes a presion reducida. Las fracciones reunidas se
guardaron en viales y se pesaron. Se centr6 la pureza del producto por CCF. Todos los
productos fueron caracterizados por UPLC-MS y EM/EM.

RESULTADOS Y DISCUSION

La elucidacion de las estructuras de los compuestos cuya sintesis se ha descrito en
puntos anteriores, fue realizadas por Espectrometria de Masas y Masas de Masas en un
instrumento de UPLC-EM ubicado en los laboratorios de los Edificios Los Gemelos
bajo la jurisdiccion de la Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado (VIP) de la
Universidad de Panama, el cual esta ubicado en el Laboratorio de Bioorganica Tropical
del Dr. Luis Cubilla Rios.

Sintesis y caracterizacion estructural del cloruro de amino(piridin-3-il)
metaniminio (3).

Para la obtencion del compuesto 3, se hizo reaccionar 764.7mg (7.3 mmol) del 3-
pirincarbonitrilo comercial 1 con 793.9 mg (14.7 mmol) de MeONa a 50°C.
Transcurrido 2 horas de reaccién, se observd por CCF la formacion del producto
intermedio. Luego se afiadié 232.2 mg (8.0 mmol) de NH4Cl. La reaccion se dejo en
agitacion continua por 40 horas a 50 °C. Pasado este tiempo, se tomd una muestra.
Luego, se realizo un experimento de espectrometria de masas por inyeccion directa
utilizando una ionizacion por electroespray (ESI) en modo positivo. En este
experimento se logré observar elionmolecular con un m/z = 122 correspondiente al
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(M+H) del compuesto 3. De igual manera, se logro observar los aductos como el ion
m/z = 144 correspondiente al (M + Na) y el adupto con m/z = 243 correspondiente al
dimero del producto protonado (2M+H) (Figura 1). Terminada la reaccion, el producto
fue purificado por precipitacion en MeCN obteniéndose 868.7mg de producto como un
solido blanco y un rendimiento de 98%.

Figura 1.
Espectro de Masas por ionizacion ESI™ del compuesto 3 obtenido por inyeccién
directa.
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Obtenido el compuesto puro, se procedié a realizar un experimento de Masas de Masas
utilizando el ion molecular del compuesto 3, m/z = 122, como ion precursor para el
analisis de fragmentacion. Dicho analisis se realizd por inyeccion directa al
espectrometro y la fragmentacion se realiz6 por ionizacién ESI™ utilizando una energia
para la fragmentacion de 25 V. En dicho analisis se observé nuevamente la aparicion
del ion molecular con m/z = 122 correspondiente al (M+H) del compuesto 3. A partir
del ion precursor ion m/z = 122, por pérdida de masa de 17 u, se observo la formacion
del ion m/z = 105. La aparicion de este ion se explica por la pérdida de una molécula
de amoniaco (NHs3), siendo esta, una pérdida caracteristica del grupo amidina tal y
como se muestra en la figura 2.
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Figura 2.
Fragmentacion del ion precursor m/z = 122 para obtener el ion m/z = 105.
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El ion m/z 105 es a su vez fragmentado y sufre una pérdida de masa de 27 u
obteniéndose un ion con una m/z = 78. Esta es una pérdida caracteristica de compuestos
con el grupo ciano (-CN). De igual forma, el fragmento m/z = 78 sufre un rearreglo y
fragmentacion con pérdida de masa de 27 u. Dicha fragmentacion es caracteristica y
unica de los anillos de piridina, comprobandose asi la estructura del compuesto 3
(Figura 3).

Figura 3.
Fragmentacion del ion m/z 105 por pérdida de 27 u y rearreglo del ion m/z 78 por
pérdida de 27 u.
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Sintesis y caracterizacion estructural del cloruro de amino(4-nitrofenil)
metaniminio (4).

Para la obtencién del compuesto 4, se hizo reaccionar 730.1 mg (4.9 mmol) del 4-
nitrobenzonitrilo comercial 2 con 532.8 mg (9.9 mmol) de MeONa. La reaccion se
Ilevd a cabo a temperatura ambiente. Transcurrido 24 horas de reaccidn se observo la
formacion del producto intermedio por lo que se procedio a afiadir 292.5 mg (5.4 mmol)
de NH4CI. La reaccion se dejo en agitacion continua a temperatura ambiente por otras
24 horas. Luego, se realizd un experimento de espectrometria de masas por inyeccion
directa utilizando una ionizacion por electroespray (ESI) en modo positivo. En este
experimento se logr6 observar el ion molecular con m/z = 166 correspondiente al
(M+H) del compuesto 4. De igual manera, se logré observar los aduptos m/z = 188
correspondiente al (M + Na) del compuesto 4 (Figura 4).

Figura 4.
Espectro de Masas por ionizacion ESI™ del compuesto 4 obtenido por inyeccion
directa.
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Terminada la reaccion, el producto fue purificado por precipitacion en MeCN
obteniéndose 526.8 mg (53%) como un sélido color amarillo palido. Para su
elucidacion estructural, el compuesto 4 fue sometido a un experimento de Masas de
Masas utilizando elionmolecular del compuesto m/z = 166 comoionprecursor para el
analisis de fragmentacion. Dicho analisis se realizO por inyeccion directa al
espectrometro y la fragmentacion se realizé por ionizacion ESI* utilizando una energia
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para la fragmentacion de 15 y 25 V. Distintas fragmentaciones se observaron cuando
se varid la energia de ionizacién, lo que nos permitié una mejor caracterizacion de
iones formados por la fragmentacion del compuesto 4.

Para el analisis de fragmentacion utilizando 15 V de energia, se logro observar el ion
molecular con m/z = 166 correspondiente al (M* + H) de compuesto 4. Este ion sufri6
una pérdida de masas de 46 u correspondiente a la pérdida de un grupo nitro (M* -
NO.), observandose asi el ion m/z = 120 (Figura 5). Un aumento de la energia de
impacto a 20 V provoco la fragmentacion del ion m/z 120 con pérdida de 17 u y se
obtuvo el ion m/z 103 (M* - NHz3) correspondiente a la pérdida de una molécula de
amoniaco (Figura 6). Otra forma de fragmentacion que se observo fue la pérdida de
masas de 17 u a partir delionprecursor m/z 166, observandose asi elionm/z = 149 (M* -
NH?3) correspondiente a la pérdida de una molécula de amoniaco (Figura 7).

Figura 5.
Espectro de masas de masas para la fragmentacion del compuesto 4 a 15 V.
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Figura 6.
Espectro de masas de masas para la fragmentacion del compuesto 4 a 20 V.
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Figura 7.
Espectro de masas de masas para la fragmentacion del compuesto 4 a 20 V.
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Los compuestos aromaticos nitrados poseen una fragmentacion muy caracteristica de
la presencia del grupo nitro. A energias de impactos altas, el grupo nitro sufre un
reagrupamiento de sus electrones enlazantes, seguido de una fragmentacion con
pérdida de masa de 30 u (M™ - NO) caracteristico de la salida de monéxido de nitrégeno
(NO) que se observd por la aparicién el ion con m/z = 136. El producto de esta
fragmentacion es un compuesto derivado de fenol, el cual, sufre una fragmentacion con
pérdida masa de 28 u correspondiente con la pérdida de una molécula de monéxido de
carbono (CO) caracteristico de compuesto fendlicos. Esta fragmentacion se logro
observar por la aparicion del ion m/z = 108 (- CO) como se observa en la figura 8.

Figura 8.
Espectro de masas de masas para la fragmentacion del compuesto 4 a 20 V.
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Sintesis y caracterizacién estructural de N-(4-metoxifenil)-4-nitrobencimidamida
(5).

Para la obtencion del compuesto 5, se hizo reaccionar 109.7mg (7.4 mmol) del 4-
nitrobenzonitrilo comercial con 78.0 mg (1.5 mmol) de NaOMe. La reaccion se llevd
a cabo a temperatura ambiente. Transcurrido 3 horas de reaccién se observo la
formacion del producto intermediario. Luego se afiadié 99.6 mg (1.1 mmol) de p-
metoxianilina. La reaccién se dejé en agitacion continua a temperatura ambiente por
otras 72 horas. Terminada la reaccion, el producto fue purificado por CC como se
describe en la metodologia de purificacion A, utilizando un gradiente de Hx 100% hasta
ACcOEt 100%, obteniéndose asi 84.9 mg (42.5%) como un solido amarillo. En un
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segundo experimento y utilizando la metodologia descrita en la parte experimental, se
hizo reaccionar 109.7mg (7.4 mmol) del 4-nitrobenzonitrilo comercial con 78.0 mg
(1.5mmol) de NaOMe. La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente.
Transcurrido 48 horas de reaccion se observd la formacion del producto intermedio.
Luego se afiadio 99.6 mg (1.1 mmol) de p-metoxianilina. La reaccion se dejé en
agitacion continua a temperatura ambiente por 14 dias. Se agreg6 78.4mg (0.74 mmol)
de carbonato de sodio. Se dej6 en agitacion continua por 7 dias. Se agregd

20 mg (0.37mmol) de NaOMe y 45.5mg (0.37mmol) de p-metoxianilina. La reaccién
se dejé en agitacion continua por 7 dias. Luego, se realiz6 un experimento de
espectrometria de masas por inyeccion directa utilizando una ionizacién por
electroespray (ESI) en modo positivo. En este experimento se logré observar el ion
molecular con un m/z = 272 correspondiente al (M* + H) del compuesto 5. De igual
manera, se logré observar los aduptos m/z = 294 correspondiente al (M* + Na) y m/z =
565 correspondiente a la (2M™* + Na) del compuesto 5 (Figura 9).

Figura 9.
Espectro de Masas por ionizacion ESI™ del compuesto 5 obtenido por inyeccién
directa.
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Verificado con el espectro de masas la formacion del producto, este se purifico por CC,
utilizando un gradiente de Hx/AcOEt (1:1) hasta AcOEt 100%, obteniéndose 93.3 mg
(46.7%) como un solido amarillo. ElI compuesto 5 fue sometido a un experimento de
Masas de Masas utilizando elionmolecular m/z = 272 comoionprecursor para el analisis
de fragmentacion. Dicho andlisis se realizo por inyeccion directa al espectrometro y la
fragmentacion se realizo por ionizacién ESI™ utilizando tres distintas energias para la
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fragmentacion (15, 20 y 25 V). Tomando en cuenta lo observado en las
fragmentaciones de los compuestos 3 y 4 lo cuales son de estructuras similares, se
realizé un analisis de los fragmentos obtenidos por espectrometria de masas de masas
para el compuesto 5. De esta manera, logramos caracterizar de la siguiente manera. La
energia de fragmentacion que mejor informacion estructural proporciond fue de 25 V.
Cuando se impact6 la molécula con 25 V, se observé ion molecular de 5 con m/z = 272
(estructura b, Figura 10). A esta energia de ionizacion, este ion, el compuesto 5 sufre
un rearreglo electrénico del grupo nitro, provocado la formacion de un segundo ion m/z
= 272 (estructura b, Fig. 10). A partir de ion m/z 272b, se obtiene el ion m/z = 255
correspondiente a la pérdida de una molécula de NH3 (-17 u), siendo esta pérdida
caracteristica del grupo amidina. A partir de este ion (m/z = 255), por pérdida de NO (-
30 u) se observd la aparicion del ion m/z = 225. Se observé una segunda ruta de
fragmentacion para el compuesto 5, donde el ion molecular m/z = 272 por pérdida de
un grupo NO2 (- 46 u) genera el ion m/z = 226. El ion m/z = 226 sufrié una
fragmentacion con pérdida de NHz (-17 u), una fragmentacion caracteristica del grupo
amidina, dando asi la formacidn del ion m/z = 209 Una tercera ruta de fragmentacion
del compuesto 5 fue observada nuevamente a partir del ion molecular m/z = 272. En
esta fragmentacion, el ion molecular sufrié un rearreglo electrénico, seguido de una
pérdida de NO (-30 u), seguidamente un segundo rearreglo electrénico provocando la
pérdida de CO (-28 u) y un proton, dando lugar a la aparicion del ion m/z = 213 (Fig.
10).

Figura 10.
Espectro de masas de masas para la fragmentacion del compuesto 5
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A una disolucion en agitacion de 4 equivalentes de trifenilfosfina (PPhs) en
dimetilformamida (DMF), se le afiadié 1 equivalente de 2-bromoetanol. La reaccion se
dejo en agitacion a una temperatura de 50°C en un tubo de reaccién a presion por 4
horas. Terminada la reaccion, se dejé enfriar la reaccion y esta se almacené a 4 °C
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se observo la precipitacion de la PPhs, por
lo que, se decanta el disolvente, se afiadi6 mas DMF al precipitado y nuevamente se
deja en frio por otras 24 horas hasta observar que no se formara mas precipitado. Se
unieron todos los sobrenadantes obtenidos durante los decantados y lavados realizados.
Se evapor6 la DMF a presion reducida, obteniéndose el crudo de reaccion. El
compuesto 8 fue entonces purificado por cromatografia liquida al vacio utilizando
como eluyentes hexano y AcOEt, obteniéndose asi, 96.8 mg del producto 8 como un
liquido aceitoso de color amarillo. Luego, se realizé un experimento de espectrometria
de masas por inyeccion directa utilizando una ionizacién por electroespray (ESI) en
modo positivo. En este experimento se logré observar el ion molecular con un m/z =
371 correspondiente directamente al peso molecular del compuesto 8 debido a su
caracteristica cationica (Figura 11).

Figura 11.
Espectro de masas de la reaccion para la obtencion del compuesto 8.
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Una vez purificado el compuesto 8, se procedié a realizar un experimento de
espectrometria de masas de masas para caracterizar la estructura del compuesto. Dicho
analisis se realiz6 por inyeccion directa al espectrometro y la fragmentacion se realizo
por ionizacion ESI™ utilizando cuatro distintas energias para la fragmentacion de 15,
20, 25 y 30 V. De esta manera, comprobamos que para el compuesto 8, la energia de
fragmentacion que mejor informacion estructural proporciona fue de 30 V. En el
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espectro de fragmentacion del compuesto 8, podemos observar dos tipos de
fragmentacion. La primera de ellas es la fragmentacion por pérdida de iones oxonio,
caracteristicos de los alcoholes alifaticos. A partir del ion molecular m/z = 307
(esquema 1), por pérdida de 31 u correspondiente a la pérdida del ion metilenoxonio
(CH30") y ganancia de un proton, se observa la aparicién del ion m/z = 277. También,
se observd la aparicion del ion m/z = 262 el cual representa una pérdida de 45 u a partir
del ion molecular m/z = 307, lo que corresponde a la formacién del ion etilenoxonio
(C2Hs0"). También se observa esta misma fragmentacion con ganancia de un proton
dando la aparicion del ion m/z = 263, tal como se muestra en las figuras 12 y 13.

Figura 12.
Fragmentacion del compuesto 8 con formacion de iones oxonios.
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Figura 13.

Espectros de masas de masas del compuesto 8. Fragmentacion heterolitica de la serie
del oxigeno para alcoholes primarios.
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Un segundo tipo de fragmentacion caracteristicos de los alcoholes primarios es la
ruptura heterolitica de la serie del oxigeno. Esta fragmentacion inicia con la pérdida de
una molécula de H20 que se observa con la aparicion del ion m/z = 289. Seguido a la
pérdida de una molécula de H2O, se dan sucesivas pérdidas de 14 u correspondientes a
los metilenos (-CH2-) presentes en el alcohol primario, tal y como se muestra en la
figura 14.

Figura 14.
Fragmentacion por ruptura heterolitica de la serie del oxigeno.
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Esta fragmentacion da como resultado la aparicion del ion m/z = 275 para la pérdida
del primer metileno y luego la aparicién del ion m/z = 261 por pérdida del segundo
metileno y formacion de PPhs. También fue posible observar la pérdida de un grupo
fenilo (-77 u) a partir del ion m/z 262 generando el ion m/z 185 que, a su vez, por
pérdida de un segundo grupo fenilo generé el ion m/z 108, tal como se muestra en la
figura 15.
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Figura 15.
Espectros de masas de masas del compuesto 8. Rupturas heteroliticas de la serie del
oxigeno para alcoholes primarios.
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DATOS EXPERIMENTALES DE LOS COMPUESTOS.
Sintesis de cloruro de amino(piridin-3-il) metaniminio (3):

® o Utilizando la metodologia general, se obtuvo 868.7mg (98%) como
NH2 CI' yn sélido blanco. EM-ESI* (10v): miz 122 (M+H), m/z 144 (M+Na),
Xy NH, Mz 243 (2M+H). EM-EM- ESI* (25v): m/z 105 (M-NHs), m/z 78

| N7 (m/z 105 - HCN), m/z 51 (m/z 78 — HCN).

Sintesis del cloruro de amino(4-nitrofenil) metaniminio (4):

® © Utilizando la metodologia general, se obtuvo 526.8mg (53%)

NH2 I como un sélido color amarillo palido. EM-ESI* (10v): m/z 166

NH, (M+H), m/z 188 (M+Na). EM-EM- ESI* (15v): m/z 166

(M+H), m/z 149 (M-NHz3), m/z 136 (M-NO), m/z 120 (M-NOy),

O:N m/z 108 (m/z 136-CO), m/z 103 (m/z 120-NH3), m/z 93 (m/z
108-NHa).

Sintesis de N-(4-metoxifenil)-4-nitrobencimidamida (5): Utilizando la metodologia
general, se obtuvo 93.3 mg (46.7%) como un solido amarillo. EM-ESI* (10v): m/z 272
(M+H), m/z 294 (M+Na), m/z 565 (2M+Na). EM-EM-ESI* (25v): m/z 272 (M+H),
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m/z 257 (M-CHs), m/z 255 (M-NH3), m/z 242 (M-NO), m/z 240 (m/z 257-NHj3), m/z
226 (M-NOz2), m/z 225 (m/z 255-NO), m/z 214 (m/z 242-CO), m/z 213 (M-NO-CO-H),
m/z 211 (m/z 242-CH30), m/z 210 (m/z 240-NO), m/z 208 (m/z 255-OH). EM-EM-
ESI+ (30v): m/z 199 (m/z 214-CHs), m/z 198 (m/z 213-CH3), m/z 197 (m/z 214-NHy),
m/z 196 (m/z 213-NHz3), m/z 183 (m/z 214-CH30), m/z 182 (m/z 213-CH30), m/z 178
(m/z 209-CH30), m/z 149 (m/z 226-*CeHs), m/z 124 (M-"C7H9NO), m/z 109 (m/z 124-
CHs), m/z 93 (m/z 124-CH30), m/z 77 (*CeHs).

Sintesis de N-(4-metoxifenil) nicotinimidamida (6): Utilizando la metodologia general,
se obtuvo 689 mg (40.2%) como un aceite colormarrén oscuro. EM-ESI* (10v): m/z
228 (M+H), m/z 250 (M+Na), m/z 477 (2M+Na). EM-ESI- (10v): m/z 226 (M-H). EM-
EM-ESI+ (25v): m/z 228 (M+H), m/z 213 (M-CHz3), m/z 211 (M-NH3), m/z 196 (m/z
211-CHs), m/z 124 (M-*C7HgNO), m/z 109 (m/z 124-CHs), m/z 107 (m/z 124-NHs), m/z
93 (m/z 124-CH30), m/z 77 (*CeHs).

Sintesis de Bromuro de (2-hidroxietil) trifenilfosfonio (8). Utilizando la metodologia
general, se obtuvo 96.8mg (9.7%) como un aceite color amarillo. EM-ESI* (10v): m/z
307 (M*). EM-EM-ESI+ (25v): m/z 307 (M+), m/z 289 (M-H20), m/z 277 (M+H-
CH30™%), m/z 275 (m/z 289-CH2), m/z 263 (M+H-C2Hs0%), m/z 262 (M-CzHs0"), m/z
261 (m/z 275-CHy), m/z 185 (m/z 262-"CeHs), m/z 108 (m/z 185-"CgH).

CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion, se logré la sintesis de 5 compuestos con propiedades
catidnicas, dos compuestos derivados de amidinas no sustituidas (3 y 4), dos
compuestos derivados de amidinas N-sustituidas (5 y 6) y un compuesto derivado de
sales de fosfonio (8). Todos los compuestos sintetizados en nuestro laboratorio fueron
purificados con éxito utilizando técnicas de precipitacién o por cromatografia en
columnas, obteniéndose rendimientos de reaccion desde moderados hasta buenos. En
ausencia de un espectrdmetro de RMN en Panama, hemos realizado la total elucidacion
de las estructuras de todos productos obtenidos utilizando la técnica de Espectrometria
de Masas de Masas, adicional a esto, la espectrometria de masas nos permitio analizar
los mecanismos de fragmentacidn caracteristicos de los compuestos sintetizados en
nuestro laboratorio.
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