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RESUMEN

Se propone la sintesis del acido # -mercaptoetilaminotriacético,
HOZCCHZSC2H4N(CHZCOZH)2 (MET, H;A), en base a la reaccion a fondo de
dstamina, S,(C,H,NH,),, con cloroacetato en medio alcalino, con rendimien-
to (70 %) superior al descrito para la condensacion de cisteamina
(HSC,H,NH,) con cloroacetato (42 %). Se discute la estructura mas probable
de las especies de MET en disolucion a partir de los valores de pK, (1.93, 2.27,
3.52'y 9.05, para I =0.1IM (KNO,) y 25C°) y datos de ("H)-RMN. Los espec-
tros IR y datos de analisis térmico (TG,ATD) informan del ordenamiento es-
tructural de MET.H,0 y MET.HCI1.H,O en estado soélido.

SUMMARY

The back reaction of cystamine, S,(C,H,NH,),, and potassium chloroace-
tate in alkaline medium gives: A& -mercaptoethylaminotriacetic acid,
HO,CCH,SC,H,N (CH,CO,H), (MET, H;A) with higher yield (70 %) than
the reported synthesis in literature from cystamine (HSC,H,NH,) and chlo-
roacetate (42 %). The more probable structure of MET species in solution are
discussed in the basis of its pK, values (1.93, 2.27, 3.52 y 9.05, at 25C° and
I1=0.IM (KNO,)) and 'H-RMN data. The IR spectra and thermal analysis da-
ta give information about the structural arrangement of MET.H,0 and
MET.HCI1.H,0 in solid state.
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INTRODUCCION

Los quelatos metalicos de ligandos con dadores duros (O, N) y blandos

(S) tienen interés bioinorganico (1-3). A este tipo de quelantes pertenecen los

aminoacidos azufrados y diversos productos de sintesis, como los acidos

B -mercaptoetilaminoacético (MED) (5), B -mercaptoetilaminotriacético

(MET) (1,6-13) y N,N,N* ,N°‘-tetrakis(carboximetil)cistamina (TCC) (5,14-17)
con azufre tiol, tioéter o disulfuro, respectivamente, como dador potencial.

Ny CH,CH,,-SH y CH,CH ,~S-CH,CO,H ]5 ~CH,CH,N(CH,CO,H),
i e i § EH, G0 H S - CH,CH,N(CH,CO H),
CH,CO,H CH,CO_H

(MED) (MET, H3A) {Tcc)

YASHUNSKII y cols. (5) prepararon TCC con bajo rendimiento por
oondensacioén de cistamina con cloroacetato y, ademas, sefialaron que esta
reaccion en caliente y con exceso de cloroacetato conducia a buenos rendi-
mientos de MET. El estudio de esta sustancia y su capacidad complejante ha
sido objeto de varios articulos de DYATLOVA y cols. (6-9) y otros investiga-
dores (10-13). PODLAHOVA (11) prepar6 el MET (H,A) por condensacion
de cistamina y cloroacetato potasico, con un rendimiento del 42 % aislando y
caracterizando este acido y su clorhidrato, anhidro y monohidrato.

Este articulo propone un nuevo procedimiento para la preparacion del
MET en base a las observaciones de YASHUNSKII y cols. (5) y aporta nuevos
datos para su caracterizacion estructural (pK,, espectros RMN, datos de anali-
sis térmico) y una interpretacion alternativa de los espectros IR del acido y su
clorhidrato.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis del dcido £ -mercaptoetilaminotriacético monohidrato
(MET.H,0).

Se adicionan gota a gota 325.4 g (5.8 moles) de KOH en agua exenta de
CO, (800 ml) sobre una disolucién de 229 g (0.4 moles) de acido cloroacético
en 800 ml de agua, enfriada en bafio de hielo-sal, con agitacion y atmoésfera de
N,. A la disolucién resultante se le agregan 90.1 g (0.4 moles) de diclorhidrato
de cistamina (Sigma Chem. Co.) neutralizados con 44.9 g (0.8 moles) de KOH
en 300 ml de agua (exenta de CO,) y enfriada en nevera). La mezcla de reac-
cion amarillenta se deja reaccionar 2-3 semanas, en matraz cerrado y al abrigo
dela luz. Se ajusta el pH a 6-7 con HC1 6N y se concentra a presion reducida y
60°C hasta 2/3 del volumen inicial. Se enfria en bafio de hielo-sal y el produc-
to inorganico que precipita ( == 2.5 moles de KC1) se separa por filtracion.
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Se adiciona HC1 6N, lentamente y con agitacion intermitente, a los liquidos
enfriados de la filtracién hasta iniciar su precipitacién, que se completa en re-
poso. El producto crudo que precipita, se filtra y se recristaliza de su disolu-
cion en HC1 10—'M caliente, obteniéndose MET.H,0 como producto blanco
microcristalino que se filtra, se lava con acetona y éter y se seca en corriente de
aire y, después, sobre P,O,,. Rendimiento: 188.5 g (70 %). La sustancia pierde
el agua de cristalizacion a 110°C y funde con descomposicién a 208°C (208°C
en ref. 11y 204.5°C enref. 13). PM_  =265.0; H,O (TG) =5.2 %. Calculado
para CgH,;NO,S: PM =269.28; H,0 =6.69 %.

Clorhidrato de MET monohidrato (H,4C1.H,0). Se aislé por un procedi-
miento analogo al descrito por PODLAHOVA (11) como pequefios cristales
blancos. Pf =114°C. Descompone a 140°C. PM,,, =303.6 H,0 (TG)=5.2 %.
Para C;H,(NO,SC1: PM =305.74. H,0 =5.89 %.

Valoraciones potenciométricas y conductimeétricas. Se valoraron disolucio-
nes acuosas (1-4 X 10—3M) de MET y de MET.HC1 (25 ml) frente a KOH 0.1M
titulada (exenta de CO,), en atmosfera inerte (N,) y a 25.0010.05°C, con va-
lorador automatico Radiometer RTS 622, acoplado con un conductimetro
Radiometer CDM 3 y un baiio termostato-criostato Selecta. Para los calculos
de pK, se usaron datos de disoluciones con fuerza i6nica ajustada I=0.1M
(KNO,) y se consider6 pH, =pH(NBS)-0.04(18).

Espectros RMN. Se registraron los espectros lH-RMN de MET (en DCI1 y
en DMSO-d,) y de MET.HC1 (en D,O) en un espectrofotdmetro Hitachi
Perkin-Elmer, modelo R-20 (60 MHz), operando a temperatura ambiente (20-
25°C), con DSS (D,0) o TMS (DMSO) como referencia interna, tiempos de
barrido 400s y de integracion 100s y ancho de barrido 600Hz, con disolventes
(Sigma Chem. Co.) de 99,9 %

Espectros IR. Los espectros IR de muestras sélidas de MET.H,Q y

MET.HCI.H,0 en comprimido de KBr (Urvasol, E. Merck) se obtuvieron en
un espectrofotémetro Beckman 4260, de alta resolucién.

Andlisis térmico. Se registraron las curvas de TG y DTA de muestras soli-
das ( == 10 mg) de MET.H,0 y MET.HCI1.H,0 en un sistema para analisis
térmico Rigaku, modelo Thermoflex, entre temperatura ambiente y 700°C, en
atmosfera de aire y con velocidad de calentamiento de 5°C/min.

Cdlculos. Los PK, de MET (H;) se obtuvieron con datos potenciométri-
oos de una disolucién 2.50 X 10—3M por el método de IRVING y DA SILVA
(19). El pK, para la disolucién de H,A + se estim6 con 10 datos potenciométri-
cos de una disoluciéon de MET.HC1 (3.38 X 10—3M) uniformemente distribui-
dos en el intervalo de valoracion 0 £ a ¢ 0.52 (¢=Eq KOH/mol
MET.HC1) por el procedimiento algebraico descrito por S. GONZALEZ
GARCIA y cols. (20). Los cuatro valores de pK_ asi obtenidos, se usaron para



178 ARS PHARMACEUTICA

oonstruir los diagramas del grado de formacion, «,=f(pH), y de distribu-
con, y,=f(pH), de las especies HAG—— en que se disocia H,A *y la funci6n
de formaciéon de BJERRUM, i, = f(pH), por métodos descritos en la biblio-
grafia (21). Se calcul6 también el grado de formacién de las especies de MET
en equilibrio a distintos valores de pH de una curva potenciométrica de
MET.HCI.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis del dcido B -mercaptoetilaminotriacético (MET).

En un estudio anterior describimos la obtenciéon de TCC por reaccion de
cistamina y cloroacetato con rendimientos del orden del 50 % (15,16). Nues-
tros esfuerzos por mejorar estos resultados en base a forzar la concentracion
de cloroacetato, operando a temperatura ambiente, llevaron al aislamiento del
MET, de acuerdo con lo observado por YASHUNSKII y cols. (5) para otras
condiciones experimentales. Esta reaccion secundaria, que interfiere en la pre-
paracion de TCC, ofrece sin embargo una ruta alternativa para la sintesis de
MET, con un interesante rendimiento practico (70 % por el procedimiento
que se aporta en el presente articulo). La reacciéon implica la condensacién de
los grupos amino y la ruptura reductiva del enlace azufe-azufre por dos elec-
trones de la cistamina. Esta reduccion del puente disulfuro equivale a la for-
macion de dos moles de cisteamina (por mol de cistamina) que, a su vez, reac-
cionaria con cloroacetato. Sin embargo, la notable diferencia de rendimiento
del método propuesto (70 %) y el de PODLAHOVA (42 %) no quedaria justi-
ficada en estos términos, por lo que el mecanismo de la reaccién debe suponer
un ataque directo, tal vez doble, del cloroacetato sobre el grupo ditio para dar
dos iones C1—-y un intermedio de disulfonio, que se reduciria después:

€3 _
¥ R-S-CH,CO, y
S-R#+ 2CICH,CO, —— | +2cCl
é—R o 2 2
@!

Se desconoce la naturaleza del proceso oxidativo que necesariamente ha
de acoplarse a la reduccién del puente disulfuro de la cistamina, entre los que
cabe considerar la formacion del peréxido de hidroégeno (2 OH=) H,O, + 2
€-) que, a su vez, se descompondria en agua o daria otros procesos secunda-
rios. De hecho, se ha observado el desprendimiento de gases de la mezcla de
reaccion, acidulada y parcialmente desalinizada, de la que se aisla el MET. De
confirmarse esta hipo6tesis, la estequiometria global del método propuesto se-
ria:

HZNCZHASS CZHI‘NH2 +6 CICHZCOZK (exceso)d 8H20 + 6 KOH (exceso)ﬂ'

2KO_CCH_SC
o % 2H[‘N (CHZCOZK)Z +6 KCl+10H. O 4 2H,0

2 2
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Caracterizacion del MET en disolucion.

El comportamiento potenciométrico y conductimetro del MET es analo-
go al del acido nitrilotriacético (NTA) y otros acidos aminotricarboxilicos,
con dos grupos de acusada fuerza acida y otro, mucho mas débil, que se valo-
ra en medio alcalino. Como era de esperar, las valoraciones deMET.HCI se
describen por los equilibrios:

0g<aeg3
HA+* + 30H- = HA>™ + 3H,0 1))
3¢ag4
HA:- + OH- = A + H,0 an

41t {i/R) ;(lO.3

p

o W

Fig. 1.- Valoracién (1) potenciométrica, (2) primera derivada y (3) valoraciéon
conductimetra del clorohidrato MET.HCI (1,66 x 10—3M) frente a
KOH (0,103M). a=Eqg MET.HC1/mol KOH.

Los valores de pK, del MET y los datos potenciométricos deMET.HCI
oon a £ 0.52 conducen al valor al valor algebraico de pK =1.93 (Tabla I) para
la primera disociaciéon de H,A +, magnitud no aportada por estudios anterio-
res (6-13). Los diagramas construidos con los cuatro pK, (fig. 2-a y b) difieren
del diagrama propuesto por PODLAHOVA (11) para el MET (fig. 2-c), sobre
todo en lo relativo al solapamiento de las tres primeras disociaciones de la es-
pecie H,A +, reflejado en el habito potenciométrico de MET.HC1 (fig. 1) y
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confirmado por nuestros calculos del grado de formacion de las especies en el
curso de su valoracion (fig. 3). La diferencia pK -pK =0.34 es menor que la
predicha en términos estadisticos para la disociacion de dos grupos equivalen-
tes y no interactuantes (a pK, =0.6) (22).

TABLA |.- Valores de pKa del acido MET
F gr
pKO pK1 pK2 pK3 ik ) Ref.
idnica(l) tc)
1,9340,03 2,27 3,52 9,0540,01 0, IM(KNO) 25 -
(N=10) (r2=0.98;N=28)  (r2=0.99;N=26)  (N=8)
= 1,97 3,53 8,82 O,IM(NaCIOI‘) 25 (11,13)
- 2,02 3,23 9,00 ? ? (s)

N= n2 de valores de pKa promedi ados (Ko’ K}) o considerados en el ajuste de minimos cuadrados (K] " Kz)

2 A 2 o
r = coeficiente de determinacion de la recta de regresion lineal (KﬂKz)

Fig. 2.- Diagramas (a) del grado de formacién |y (b) de distribucion y; de
las especies H. AG—)—y (b, linea discontinua) de la funcion de forma-
cién fi del acido MET, construidos con pK, =1.93, 2.22, 3.52y 9.05.
(c) Diagrama de formacién del MET segun ref. (11).
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Fig. 3.- Variacion del grado de formacién,  de las especies H,AG——
(i=0,1,2,3,4,) durante la valoracién potenciométrica de MET.HC]
(1,62 x 10—3M) frente a KOH (0.103M).

Los espectros RMN del MET y su clorhidrato muestran sefiales asigna-
bles a sus hidrégenos no disociables (Tablall)*. El espectro en DCL + D,0 es
asignable a H,A +, con los grupos N-CH, algo mas desapantallados que los
S-CH,. El espectro de MET.HCI en D,O (fig. 4) refleja la contribucién de
H,A+ (6 %), H,A (26 %), H,A— (61 %)y HA>— (6 %) segun se desprende de
la figura 3. El corrimiento de las sefiales de los grupos N-CH, en ambos espec-
tros se explica en base a la disociacion parcial de H,A+ en la disolucion de

MET.HCI y a las siguientes estructuras betainicas para las especies protona-
das del MET en disolucién:

CH, CO
& 22
HO,CCH, SC H, NH(CHZCOZH)Z Ho,C CHZSCZHQN—H
CH_CO, H
+ 2772
(H4A ) (H3A)
cH,-co® cH_co®
®/ 2 -2 @ ‘2’, 2
HO_CCH,SC_H, N-~H - o “H -
o, 25C,H, \H‘\ ZCCHZSCZHI‘N\H.\\ .
cH, - oot CH,C0,
2 2 o
(HZA—) (HA™)

* Los protones del grupo etileno S-CH,CH,-N se comportan como un sistema A;B, y cada uno de

sus grupos CH, da una sefial multiple (23), estando ambas adosadas en el espectro del MET en
DMSO.
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Estas formulas encuetran apoyo en el semejante valor del pK, del MET
(3.52) y el pK, del acido mercaptoacético (3.51, ref. 23). Los grupos
N-carboximetilo se comportan como no equivalentes y/o interactuantes en las
dos primeras disociaciones, lo que se explica por las indicadas asociaciones
por enlace de hidrogeno en la agrupacion iminodiacética de H,A (24).

TABLA |Il.- Datos de los espectros RMN de MET y MET . HCI

Desplazamiento quimico, 6 (ppm)

e

MET (DCI ¢ DZO) MET. HCI (Dzo) MET (ds-DMSO) M | Asignacién
- - 2,5 - - Disolvente (DMSO)
3,32 3,35 ~2,6 m 2 S_CHZ_Can
3,70 3,67 3,10 s 2 $-CH,-CO0
3,82 3,70 ~2.6 m 2 N-CH_-C
2 Taiq
4, 66 4,45 3,25 s 4 N-CH,-COO
7,1 4,9 - - - HDO/HDZO‘
= - 8.0 s(a) 5 Hdisoc + H20

* M (multiplicidad): m= multiplete; s= singulete, (a) = sefal ensanchada

* ® 1 (integracidn): ne de hidrégenos

=0 1

4
‘f(ﬂrm)

Fig. 4.- Espectro RMN de MET en DC1 + D,0O (en parte).
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Caracterizacion del MET.H,0 y MET.CH1.H,0 en estado sélido.

Los datos de la Tabla 3 revelan un ordenamiento molecular (no betaini-
c0) de MET.H,0, con tres categorias de grupos carboxilicos asociados por en-
laces de hidrégeno El ensanchamiento y la baja frecuencia de la banda hacia
1600 cm—! sugiere una robusta interaccion -COOH...N< | que una situa-
ci6n formal -COO—...N-H+ daria una banda definida de  #,(COO-) a
1600-1560 cm—! y, entre otros, un pico definido de % (N-H) a 2560-2520
an—!. El espectro IR de MET.HC1.H,0 muestra, en efecto, un pico de

» (N-H) a 2520 cm—! y, por otra parte, dos bandasde #(C= 0)al750y
1725 cm—!, con una intensidad relativa aproximada de 1:2 que sugiere la exis-
tencia de dos categorias de grupos carboxilicos.

TABLA Ill. - Asignacidén de las absorciones caracteristicas de los espec-
tros IR de MET.HZO y MET.HCI. H20 (compr. KBr).

-1 A 5
cias encm . Datos entre parentesis de PODLAHOVA (11).

MET.H_O MET.HCI. H,O Asignacién
?
3480 f (3440) - 3560 f (3575 ?) 2 (0H) deH_0
3385 f (3390)

3080 f (3060 2)" *

3020 d 3020 d .Uas (cH,)
3000 d 2980 d
2980 d 2969 d
2960 d B
— (3060 ?) 2520 d (3035) 2 (ltx - H)
1730 f (1730) 1750 () 4 (C=0) de -COOHasoc
1700 f 1725 (f) (1730)
~ 1600 fa
~ 1630 ma 1625 m J(HZO)
1075 d (1080) 1078 (1085) LD (C-N)/p(C-N)
1045 d (1062) 1055 d (1060)
645 m (660) 635 m (675) L (C-S)

* Desdoblamiento de la banda de Y (O-H) de HZO

por resonancia de Fermi con el sobretono a 3450 cm

a 1725 cm”!

, esperada hacia 3470 cm

=i

)

U de |a banda J(C=0)

. -1 -
’.‘Banda de combinacién #(C=0) (1700 cm )4|E‘J(C-O) 4-.5(OH)] (1400 cm 1)
de -COOH.
Sfmbolos: f= fuerte, m= media, d=dehil, a=ancha; ¥ =vibr. tensibn,

& =deformacién, as=antisimatrica, s= simatrica.
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MET HCI H, O

2

A

- -
L olcen )

530

Fig. 5.- Espectros IR de muestras solidas (A) de MET.H,0 y (B) de
MET.HCI1.H,0 (comprimido de KBr).

. no b ¥x
/. Datos del analisis termico de MET. H_O

TABLA
2
ATD
TG (pérdidas de peso, %) i Posible
Etapa T (OC) Experimental Calculada Efectos (Tmax, °c) grupo perdido
1 180 - 212 18,18 17,92 Endo (205) - COOHt
n 21 36.36 35.83 Endo (220) 2 2-248500H
1 245 - 420 34.09 35.08 Exos, endo -S-CH,,-N(C Hy),
v 420 - 600 11.36 11.17 Exos (385, 590) -CH,CH -
. o
* Entre 85 - 120 C pierde 5,33 % (HZO); péerdida calculada (MET. H20)= 6,7 %
s#» Perdidas referidas a MET anhidro
TABLA V. Datos del analisis termico de MET. HCI.H20
T erdi T

G (perdidas de peso, %) ATD e
Etapa T (OC) Experimental Calculada Efectos (Tmax (DC) grupo perdido
1 65-108 = - Endo (85 ) (Ruptura enlaces hidrogeno)
1] 108-125 - - Endo (114) (Fusién)
m 140-170 5,2 5,89 Endo (170) H,0
\V] 170-200 1}255' 11,9 Endo (195) HCI
\Y 200 - 240 29,2 29,5 Endo (217) 2 -COOH
Vi 240-450 40,6 43.6 Endos, exos ~S-CH,COOH, -N(CH, ),
Vit 450-600 12.5 9.2 Endos, exos ~CH,CH -
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Los datos del analisis térmico revelan notorias diferencias en la estabili-

dad térmica de MET.H,0 (Tabla IV) y MET.HCI1.H,O (Tabla V), que funde
a 114°C antes de iniciar su descomposicion a 140°C. El acido MET, anhidro a
120°C, inicia su descomposicion a 180°C con la posible pérdida de un grupo
carboxilico, mientras que la deshidratacion y eliminacion de HCI1 del clorhi-
drato (entre 140 y 170°C) parece seguirse de una doble descarboxilacién. Aun-
que el acusado solapamiento de las descarboxilaciones en ambos s6lidos difi-
culta la interpretacion de los datos, el analisis térmico muestra también dife-
rentes categorias de grupos carboxilicos en ambos soélidos.

(n

(2
(3
(4
(5)
(6)
7N

(8

(9
(10)
(1)
(12)
(13)

(14)
15)

(16)

an

(18)
(19)
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