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RESUMEN

Segun lo hipétesis de Opailn-Haldane, la vida se establece a través
de un proceso evolutivo que puede dividirse en dos etopas: evolucién
quimica y evolucién prebioldgica.

La evolucién quimica es un proceso postulado para explicar la
formacién abidtica de moléculas crgdnicas de importancia bloldgica, que
posteriormente originaron a las macromoléculas fundamentales de la vida.
Estos mecanismos que fueron determinantes en los procesos evolutivos,
son de naluraleza tanto fisica como quimica.

El tiocianato de amonio ha sido recientemente delectado en el
material interestelar, Este hallozgo hace plausible tomar como hipétesis
de partida la presencia de dicho compuesto en la Tierra Frimigenia, y
consecuentemente trator de hallar sus productos de transformacion bajo la
accidén de radiacidn gamma y fuentes térmicas, que son fuentes energélicas
que se conlemplan como mecanismos aclivadores en el proceso de
evolucién quimica.

Los resultados obtenidos muestran la formacidn de varios aminodcidos
esenciales y de aminodcidos conteniendo azufre, tanto proteinicos come no
proteinicos, por lo que este estudio constituye una posible via de sintesis
abidtica de aminodcidos azufrados, y de compuestos heterociclicos.
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CARPITULO |
INTRODUCCION

11 ESBOZO HISTORICO 3OBRE EL PROBLEMA
DEL ORIGEN DE LA VIDA

El origen de la vida es un problema que ka inquielado al hombre desde
ltempos Inmemoriables.  Entre los primeros en buscar uvna explicacion
nolural del origen de la vido, esidn los griegos, con Toles de Milelo,
Anaximenes y Anaximondro en el siglo VI a.C. Sin emborgo, la idea
del “ser” de Farménides (540-470 o.C} como algo inmutable e inmd-
vil, influyd no sélo sobre griegos como Flatén y Fristételes, sino tombién
en el pensamieato occidental hasla el siglo XIX. Esto contribuyé o que
se tuviera durante mucho tiempo uno visidn “fijista” del mundo y que por
lo tanto, no existieran los condiciones necesorias para reflexionar sobre
el origen de la vida {Oleo, 198)).

Jomes Hutton (1726-1797), Georges Cuvier (1769-1832}) y Charles Lyell
(1797-1875) sentaron las bases de la poleontologia y geologia modernas,
y con ello la posibilidad de concebir el surgimiento de organismos
ancestrales (Templado, 19682).

La biclogia del siglo pasado intentd dar varias respuestas al problema
det origen de la vida pero frocasd, ya que no se le consideraba desde
un punto de vista evolutivo. Una de las principales. causas que impedia
el desorrofio de un planteamiento evolutivo, fue la ideo de que sdlo. fos
seres vivos son copaces de sintetizor maleria orgénica.  Estas ideas
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negaban, por lo lanto, un proceso de evolucidn quimica previo ol
surgimiento de la vido, y en consecuencio lo concebian desde un punto
de vista mecanicisto y como un evento repentino (Ramirez y Aguilar, 1982).

Fue Darwin, sobre todo, quien propicié el cambio de pensamiento en
la biclogia moderna, de la nocidn de tipologia o la de poblacidn.  Antes
de él, la mayoria de los bidlogos concebion las especles como grupos
fijos y eternos ordenados por Dios. Es a partir de Darwin que se origina
la teoric modera de la evolucidn (Leckey, 1981).

La teoria que de manera independiente postuloron Opoarin (1924) y
Haldane (1929), superd estos obstdculos o la vez que plantec desde
una perspectiva evolutiva, las diferentes etopas que condujeron a lo
oparicion de los seres vivos.  fAmbos autores concibleron la sintesis
ablidlica de moléculas orgdnicas, antes del origen de la vida,  Estas
moléculas orgénicas se acumularian gradualmente en los mares primitivos y
eventualmente originarian moléculos mds complejos de relevancia bioldgica.
Posteriormente se separarian de la solucién formando codgulos que sujelos
@ un proceso de “seleccién natural” primitiva (protoseleccién natural)
darion origen a los primeros organismos (Oporin, 1924; 1972).  Oparin y
Haldone proponion que los primeros seres vivos, eran heterdtrofos que
se alimentaban de lo materia orgdnica producida abidticamente, cuyo
ogolomiento posterior llevd a lo evolucidn de los primeros autdlrofos. En
1972, Oparin resumi6 su teoria en cuatro principales elapas:

1. Aparicidn de carbohidratos, ciandgenos y sus derivados
en el medio interestelar y en la Tierra Primitiva.

2. Sintesis abidticas de mondmeros y polimeros en la
Tierra Frimitiva. Formacion de la sopa primitiva,

3. Formacidn de sistemas polimoleculares con separocion
de fases y copaces de interactvor con el medio ambiente. Aparicidn de
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los prolobiontes.

4. Evolucidn de los protobiontes. Desarrollo del mela-
bolismo y de estructuras moleculares y supramoleculores a pertic de la
evolucion prebiolégica.  Aparicidn de los eubiontes.

Las dos primeras etapas constituyen el periodo de evolucidn quimica,
que se define como una serie de procesos fisicos y quimicos que explican
la formacidn abidlica de compuestos orgdnicos de importancia bioldgica,
antes de la aparicidn de la vida. Las dos ultimas etapas corresponden
al periodo de evolucidn prebioldgica y bicldgica, en donde surgen la
organizacién espacial y temporal que caracterizon a los seres vivos. Al
final de la dltime etapa, surge la evolucidn bicldgica con la cual, empieza
a operar la seleccién natural.

Veamos enseguida una muy breve descripcidn de algunas condiciones,
que se piensa existian en lo Tierra Frimitiva que favorecieron el surgimiento
de la vida en nuestro planeto.



12, ALGUNOS PLANTEAMIENTOS GENERALES
DE EvOLUCION QuIMICA

12.1.  Duracidn.

De ocuerdo con las evidencios presentes (Stevenson, 1983; Schopf
y Walter, 1983), el pericdo de evolucidn quimica duré menos de mil
millones de afdos y comprende desde la formacidn de la Tierra, hace
unos 4500 millones de ofos (Stevenson, 1983), hasta lo aparicién de
los fdsiles més ontiguos conocidos, que es de unos 3500 millones de
affos (Schopf y Walter, 1983). Después, el grado de sintesis disminuyd
considerablemente.  Esto dltimo se debié o 1) que probablemente los
compuestos producidos abidticamente fueron consumidos por los primeros
organismos; 2) la aparicion de una capa de ozono, producto de la fotdlisis
del agua y del CO, (Levine, 1982), y del desarrollo de los procesos
fotosintélicos en los sistemos vivos (Negrén-Mendoza, 1986); y 3) a la
aparicién de la vida misma, ya que los organismos modificon activamente
o su medio ambiente. !

122. Condiciones de la Tierra Primitiva.

El sistema solor se formé hace unos 4600 millones de affos (Steven-
son, 1983} como resultade de la condensacién de la nebulosa solar. Los
plonetas internos son mds densos debido a que los elementos pesados
se condensan a temperaturas tan altas como las existentes en la vecindod
del Sol. Las temperaturas mds bajas (< -150°C), que se encuentran en
la drbita de Jipiter, fovorecen lo condensacién de gases ligeros, como
son hidrégeno, helio, metano y amoniaco (Ferris y Usher, 1983).  Elio
sugiere que la atmdsfera primaria terrestre adquirida durante el proceso
de acrecién por lo caplura de gases y polvo de lo nebulosa solar, fue
perdida muy tempronamente.  Fosteriormente se formé una atmdsfera

1Como ejemplo de esta interaccién se puede citar el actual desequilibrio quimico
que presenta la atmésfera terrestre (Lovelock, 1979).
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secundaria, producto bdsicamente de las emonaciones volcdnicas (Walker,
1977).

Por lo que respecta a lo naturaleza de la atmésfera primitiva, existen
desacuerdos en cuanto a su cordcter reductor (Urey, 1952) o neutral -
oxidante {Ferris, 1987; Harada el. al, 1986; Hortman et. al, 1985; Gibson
el., al, 1986), pero en generol se acepta que sdlo habian trazas de
oxigeno libre.

Actvalmente se piensa que la atmosfera primitiva estaba constituida
principalmente por CO,, vapor de agua y nitrégeno, con frazas o no de
NH;, CHy o H;. Este modelo se apoya en consideraciones fotoquimicas
{Levine, 1982} que indican que, una atmdsfera reductora como la propuesta
por Urey, no pudo haber existido por mucho liempo.  Asimismo, se
hon logrado obtener abiclicamente compuestos orgdnicos aminados y
amoniaco (Harada el. al, 1986), asi como HCN, CO, y agua {Abelson,
1966), a parlir de una atmésfera no reductoro.

Hace 3800 millones de afios, lo temperaturo superficial terrestre fue
menor de 374 °C (a 221 atm, que constituye el punto citico para lo
ebullicidn del agua).  Estas altos temperaturas fueron debidos a que
lo primeroa fase en el desarrollo del planeta, estuvo coracterizado por
una gran actividad volcanico, Intensas lluvias de meteoritos y decoimiento
radicactivo. Debido a estas altas temperaturas hubo un desprendimiento
de voldliles del manto primitive, que condujo o la formacién de la
atmésfera e hidrésfera primitivas.  Sin embargo en los océanos, existian
temperaturas entre 55 y 100 °C {que corresponden al intervalo de tem-
peralura a la cual cristalizaron los silex ferruginosos y otros sedimentos

quimicomente relacionados, presenles en el oeste de Groenlandia.y Sud. - -

Africo, pertenecientes ol Arqueano).  Dos mil millones de afios mas -
tarde, en el Proterozoico, esta temperatura disminuyd hasta ~ 22 °(C; lo
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que sugiere que fos océanos debleron enfriarse a lo largo del tiempo
geoldgico (Ernst, 1983),

Respecto a ia alcalinidad de la hidrosfera primitiva, Sillen (1965),
concluyd que a lo largo de o historia de la Tierra, el pH de los océanos
ha permanecido relativamente cercono a 8.

12.3. Fuentes de energia libre primitivas.

Se han propuesto diversas fuenles de energia en la Tierra Frimitiva
que pudieron conlrbuir a la sintesis de compuestos orgdnicos. La
importancia relativa de una fuente energética dada en las sintesis abidticas,
depende de su abundancia y distribucién en los océanos, la corteza
terrestre y la atmdsfera, asf como de su eficiencia para inducir reacciones
quimicas. La eficlencio depende a su vez, del porcentaje de conversidn
de reactontes en productos y que una vez formados éslos, puedan
escapar de la accidn destructiva de la fuente (Negrdn-Mendoza, 1986),

Algunas de las fuentes de energia, fueron muy obundantes pero poco
eficientes yo que, como en el caso de la radiacion UV, por su corto
intervalo de longitud de onda, las reacclones que provocd se llevaron
a cabo en las capas superiores de lo almdsfera y probablemente sus
productos no olcanzaron o llegar o la superficie lterrestre antes de ser
degradados. Como puede verse en la Tabla |, la radiacién solar praduce
260,000 cal/cm® Jafo, pero la mayor parte de esta radiacion se pierde.
For olro lado, las descargos eléctricas si podion llegar a la superficie de
los ocdanos y los productos formados no se destruirion, pero su accién
serio muy localizado.



TABLA |
ENERGIA DISPONIBLE PARA LA
SINTESIS DE COMPUESTOS ORGANICOS *

Fuente Energia Simulacién
{cal em™?} a0~ Ezperimental

Radiacién Solar

Total 260,000

Luz UV Lamparas UV
3,000 4 3,400

2,500 A 563

2,000 A 41

1,500 A 1.7

Relémpagos 4 Descargas eléetricas
Rayos e¢béamicos 0.0015

Radiactividad 0.8 Ciclotrén, Rayos ~
Ondas de choque 11 Tubos de chogque
Viento solar 0.2 Ciclotrones
Calor de Volcanes  0.13 Hornos

* Tomada de Miller et. al, {1976) y Negrén-Mendoza (1980).

La radiacidn proveniente de elementos radiactivos nalurales y de
rayos cdsmicos, entre olros, ha sido menospreciada como una fuente
energética importante en la evolucidn quimica. Diferentes experimentos
de sinlesis prebidtica, en los cuales se emplea la radiacidn lonizante
como fuente de energio (Dragani¢ et. ol., 1985; Negrén-Mendoza etl. al,
1986), muestran la necesidad de reevaluar su importancia. La Tobla |l
resume algunos fuentes de energia ionizante, que seguromente existieron
en la Tierra Frimitiva.



TABLA il
FUENTES DE ENERGIA 1ONIZANTE EN LA TIERRA PRIMITIVA *

fuente

Comentarios

40}{

232

23877

2387

244 p,,

Viento solar
Rayos césmicos

Reactores nucleares naturales
y varios nicleos radiactivos
que eran producides por los
procesos de fisién natural

en cadena.

Elementos superpesados en la
isla de la estabilidad con
nimeros atémicos entre

116 y 124.

Sequras

Vida media 1.31 ¥ 10° ajios
Vida media 1.41 x 10'® afios
Vida media 0.7 x 10° afios
Vidae media 4.5 x 10° afios
Vida media 7.6 x 107 afios
Importantes sobre todo antes
de la formacidn del campe
magnético terrestre

Probables
Se producen las mismas
radiaciones y radicelementos
que en los reactores nucleares
artificiales.

Posibles
Vidas medias caleuladas
tecéricamente entre 108 y 109
afios. Cdleulos mas recientes
indican 10° ahos como mdzimo.

* Tomada de Dragonié y Draganié (1978).



1.3.  IMPORTANCIA DEL TIOCANATO EN LA EVOLUCION QUIMICA
Y EN SISTEMAS BIOLOGICOS ACTUALES

A continuacidn, se mancionaran algunas propiedades quimicas de los
tiocianatos, fuentes abidlicos de los mismos, y su presencia en organismos
actuales.  Eslas cuestiones son importantes debido o que el liocianato
de amonio, fue la maleria prima de este lrabajo y porque se postula
como un compuesto importante pora lo sintesis de moléculas orgdnicas
en la Tierra Primigenia.

13.1.  Preporacidn de los tiocianotos y olgunas de sus propiedades
quimicas.

£l dcido liocidnico existe en dos formas tautoméricas en equilibrio
una con lo olra: H-5-C=N o dcido liocidnico y H-NCS o dcido isoliocidnico.
Este isomerismo se refleja en la existencia de dos series de derivados
covalentes, los tiocianatos y los isotiocianatos.  Sin embargo, en estado
gaseoso, asi como en soluciones acuosas y no acuoses, el isodcido
predomina sobre el dcido tiocianico.

El ién tiocianato puede prepararse o través de muchas reacciones
{Newman, 1975) tales como:
CN™ + § —~— SCN~
CN~™ + K;§ — KSCN
CN~ 4 5,0 — 50i" + 50}  SCN™ 4 2H*
CN- + R—-§-§-F — RSCN + R'S”

La oxidacion del ién liocianato ocurre con la fisidn del enlace S-CN
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por lo que se formardn sulfatos o dcidos sulfénicos, dependiendo de si
el liocianalo oxidado es orgdnico o idnico. De esta manera, el idn SCN-
puede regeneror ol grupo cene (CN~), ulilizands Za't como reducior,

Las formas tautoméricas del dcido tiocidnico difiecen en su dislribucidn

electrdnico, lo que ocasiona que tengan comporlamientos distintos ante
~ reacclones de adicidn y hacia los nuciedfilos. Los isotiocianatos orgdnicos
reaccionan como sl tuvieran un centro positivo en el dtomo de carbono,
por o que son susceplibles al aloque nucleofilico. Las reacciones de los
tiocianatos orgdnicos, originan productos con grupos tiol (RS-), mientras
que los isctiocianatos originan derivados de aminas (RNH;).

£l écido isotiocidnico es un dcido fuerte, ya que liene ua pH, de
0.97 (Broughton y Heller, 1966; Morgon el. ol, 1969) por lo que se
disocia completamente, en combio, el tiocidnico es débil, con un pH, de
5.4 (Wogner, 1965).

La hidrélisis del dcido isotiocidnico depende de su concentracion y de
la acidez de la solucidn en que se encuentra. Si ocurre la hidrdlisis, se
producen gases que pudieron enriquecer la almdsfera terrestre primitiva.

H* 4+ HNCS + 2H,0 — H;S + (COy + NH}

Por olra parte, si la concentracidn del dcido es alta, se favorecerd la
polimerizacidn. Las soluciones concentradas de dcido isotiocidnico en un
medio moderademente dcido, se tornan omarillas, y pueden precipitarse
como un producto amarillo cristalino, desprendiende dcido cianhidrico.
Este precipitado, el dcido isopertiocidnico, es tombién flamado hidruro de

10



xantano.

3 uaes M pgen + S R

Fig. 1. Formacién del deido isopertiocidnico.

El dcide ditiocidnico es un polimero del idn tiocianalo, que se forma
por la reaccidn enlre el isopertiocidnico con un dlcali fuerte.  Cuando
se hierven sales del dcido ditiocidnico con azufre, se forma el isémero
del Isopertiocianico {Newman,1975).  El dcido pertiocidnico existe en dos
formas tautoméricas:

H
S{'{‘fﬁ\x]:”l’s Hg\c"‘ﬁ\\g”‘jn
(I
/H"-*—'—S M-y
H
1 Ix

13.2. Presencia de los tioclanatos en organismos contempordneos.

Los liocianatos se encuentran ampliomente distribuidos en la natu-
raleza. For ejemplo, en varias familias de plantas forman glucosinolatos,
comiinmente conocidos como los glucssides del aceite de la mostazo. En
los animales, el tiocianato se deriva tanto de fuentes alimenticias, como
de sintesis in viva que se llevan a cabo en Ja excrecién vrinaria cuando
hay Intoxicaciones por cienuro {flewman, 1975).  En estos sintesis se
uvtiliza tiosuvifato como donador de azufre que se combina con el cianuro
para formar el liocianato.  Esta reaccion presenta una H de equilibrio
de 10-10,
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fig. 2. feaccidn entre el cianuro y el tiosulfato.

Una de las enzimas necesarios pora la transferencia de azufre,
y tal vez le mds importante, es la tiosulfolo ozufretransferasa.  Esta
es una enzima casi ubicva en fa naturaleza (Venneslond, et. al, 1981)
ya que se ha encontrado en plontas (Chew y Boey, 1972}, en hongos
(i, 1973), actinobacterios [Yomamoto y Oi, 1977), y en varias bacterias
(56rbo, 1975; ldestley, 1973) asi como en todos los phyla del reino
onimal {Schlewelbein et. al, 196%). De acuerdo a este érboal filogenélico,
se puede deducir que si dicha enzima se encuentra presente en los -
Frocariontes 4 en los tres relnos de Eucariontes, entonces también debe
estar en el reino Frotista.
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Fig. 3. Distribucion filogenética de I tiosulfato ozufretronsferoso_, o

* Indico presencio de la enzima.

12



13.3. Importancia del tiocianalo en la evolucidn guimica.

El liocianato es un compuesto importante en estudios de evolucidn
quimica porque consliluye una posible vio de sintesis abidtica de omi-
nodcidos azufrados.  En manantiales geotermales o troneras, se forma
abidticomente por lo reaccidn del HCN con azufre o sulfuros (Dowler e
Ingmanson, 1979; Muhkin, 1974); puede formarse por combinacién de
CO,, NHs, y H,S, provenientes de emaonaciones volcdnicas (Gautier, 1901;
1910). Tombién, en experimentos de evolucidn quimica se ha demostrado
lo formacién de tiocionalo de amonio, en condiciones que simulan los
de la Tierra Frimitiva.  Heyns, et. al. (1957) trabajaron con vorias
mezclos de goses en condiciones ne oxidantes.  fil agreger H,S, se
producia tiocianato de amonio, tiourea y ticacetamida. Asimismo, se ha
detectado recientemente lo existencia del dcido isotiocidnico en el medio
interestelar (Ivine et. al., 1987). La presencia de esle compuesto en
el medio interestelor, sugiere que puede existir en comelas, lo que abre
la posibilidad de una fuente adicional de este compuesto en la Tierra
Frimigenio, debido o colisiones.

Son pocos los experimentos de sintesis prebidtica en los cuales se
hon oblenido aminodcidos azulrados, partiendo de compuestos Inorgdnicos
que contengan azufre (Choughuley y Lemmon, 1966; Steinman et. al., 1968;
Bhadra y Ponnomperuma, 1986; Getoff y Schenck, 1982). Es por esta
razén que se considera al tiocianato como un compuesto potencialmente
importante en la sintesis de ominoécidos azufrados.

1.3.4. Experimentos prebidticos con SCN™. ;
fAlfonso L. Herrera fue el primer investigador que empezd "a hacer
experimentos prebidlicos en México. Fara estudiar cémo se originé la vida,
Herrera utilizé compuestos que no provenian de los seres vivas, como son, .
por ejemplo el tiocianato de amonio y el formaldehido.  Fosteriormente, 'se
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identificaron esos compuestos como malerias primas orgdnicas presentes
en nuestro galoxio (Fox y Dose, 1977).

Alfonso Herrera nacié en la civdad de México en el afo de 1868
y murid en su loboratorio el 17 de Septiembre de 1942. Desde 1897,
se dedicé a lo “Plasmogenia” {ciencia que estudio la generacién del
citoplasma); en donde trataba de reproducir en el laboratorio, estructuras
y funciones de los seres vivientes.

En 1942, en la revista Science, Herrera publicd su dltimo lrabgjo
de Investigacién denominado "A New Theory of the Origin and Nature
of Life” , en donde describe cémo preparor los colpoides {estructuras
con movimientos amiboides). En este trobojo, reportd la existencia
de estructuras formadas a portir de la reaccion del formoldehido con
el sulfeclanuro o tiocianato de amonio, con morfologic muy porecida o
cortes histoldgicos de vegetales, granos de polen y espermatozoides
de momiferos.  Reporld también vestigios de almiddn, lo sintesis de
dos aminodcidos, un producto de condensacidn de cardcter proteinoide
y gldbulos de pigmenlos verdes, rojos y amarillos (Herrera, 1942)2

fiios mds larde, Steinman y colaboradores hicieron diversos expe-
rimentos prebidlicos utilizando liocianato de amonio.  En uno de ellos
publicaron la formacidn de estructuras parecidas a células, por la reaccion
del Hocianalo de amonio con el formaldehido (Smith et. al., 1968). En
otro, se produjo metionina por la irradiacién UV de una solucién 0.1 M
de tiocianato de amonio (Steinman el al, 1968). Un affo después,
estos autores obtuvieron microesferas por la irradiacion UV de liccianato
de amonio, que al ser comparadas con olgunos fésiles del Precambrico,
desde el punto de vista morfoldgico, quimico y fisico, les llevd o sugerir

2Para més informacién sobre la vida y obra de Alfonso L. Herrera, consultar las
referencias de Beltran, 1968; 1983; v Rio del, 1983).
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un posible origen abidtico de dichos fésiles (Smith et al., 1969). En 1971
Smith y otros autores Irradiaron con luz UV uno solucidn de tiodanalo de
amonio, glicina y fierro con agua de mar arlificial, que ellos comparan
con microesferas parecidos a células dotadas de aclividad calalitica de
peroxidasa (Smith el. al, 1971),
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Los
manera:

a)

b)

c)

1.4. OBJETIVOS

objetivos del presente trabajo pueden enunciarse de la siguiente

Sintelizar algunos compuestos orgadnicos de importancia bioldgica,
que se pudieron formor abidticomente, tales como aminodcidos,
dcidos carboxilicos y helerociclos que pueden producirse via el
liocianato o o lravés del cianuro por oxidacién del ién tio-
cianato.  En porticular, se trala de delectar lo formacidn de
aminodcidos azufrodos, ya que a pesar de su Importancia, y
que son aminodcidos esenciales, no se cuenta con una sintesis
abidtica satisfactorio.

Reproducir algunos de los experimentos de Alfonso L. Herrera
con liocianato de amonio (realizados en 1933) para sintetizar
aminodcidos.  Fara su deleccion se ulilizardn instrumentos de
andlisls mds precisos como la cromatografia de gases (CG.) y
cromatografia de liquidos de clta presion (CLAP), acoploda a un
detector de U.V.

Utilizor diferentes fuentes energélicas, como radiacion gammo y
energia térmica,
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CAPRPITULO I

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.1 PURIFICACION DE REACTIVOS UTILIZADOS

211 Agua lridestilada.

El agua destilada comercial fue redestilada sucesivamente de una
solucién dcida de dicromato de potasio, de una solucidn alcalina de
permanganato de potasio y finalmente sin agregar ningun reactivo. Con

ello se oxidan las posibies impurezas orgdnicas presentes (Draganié y
Draganié, 1971).

2.12. Solventes y Reactivos Quimicos.

Los métodos utilizados para la purificacién de metanol, butanol y
benceno fueron los recomendados por Perrin et.  al, (1980). Otros
reactivos fueron de la mds alta calidad encontrada en el mercado. Tal
es el caso del formaldehido, tiocianato de amonio, clorure de amonlo,
clonuro de polasio, hidréxido de bario, glicina, alanina, metionina, taurina,
cistina, cisteina, dcido acético y dcido sulfirico.

2.2, PREPARACION DEL MATERIAL DE VIDRIO
El equipo de vidrio ulilizado para irradiar fue lovado con una mezcla
de écido nitrico y dcido sulfirico en coliente, posteriormente se enjuagd

con agua tridestilada y finolmente se calenld en una mufla o 500 ° C
durante una noche (Swallow, 1960].
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2.3, CONDPENSACIONES TERMICAS CON TIOURNATO DE AMONIO

231 Sintesis de la glicina seguin Klages (1903), Ling y Nonji (1922).

Este es un experimento lateral que se hizo con el objete de entender
el mecanismo de formacion de lu glicing, y los experimentos para sintesis
de aminodcidos efectuados por Herrera.

A 100 ml de formaldehido ol 37 % se le agregaron 36 g de cloruro
de amonio. Esta solucién se verlié en un malraz de tres bocas, el cual
se colocd en el interior de un cristalizador con hielo.  Se agité durante
todo el experimento con un agilador mecdnico con aspas de teflén, que
se introdujo en la boca central del matraz.

Por olro parte, se disolvieron 44 g de cianuro de potasio en 60 mi de
oguo destiloda comerciol, y esto solucidn se fue agregando lentamente
al malraz de tres bocas durante media hora con oyuda de un embudo
de adicidn.  En esta etapa se mantuvo la temperatura por debgjo de
los 10 ° C. Cuando se ofiadié aproximadamente la mitad de la solucidn
de cianuro de potasio, se empezoron a golear simulldneamente 25 mi
de dcido acélico glacial y se agité durante dos horas mds. El producto
(melilen-aminoacetonitrilo) se filled con vacio en un embudo Buchner y se
secd en una eslufa @ 50 ° C, se pesd, se delermind su punto de fusidn,
se hizo una cromatografio en copa fino, utilizando como disolvente el
sistema formado por propanol, amoniaco y aguo en proporcidn 6:3:1, y
una espectroscopia de Infrarrojo (LR.). Las principales bandas en el LA,
son: la vibracion de tensidn (“strelching”) del C-H de lipo melilénico; en
los 2975 cm~!; la bando en los 2840 ¢m™!, corresponde o la vibracidn
de tensidn C-H del CHy; y la bando de lo frecuencia vibracional C=C, en
los 1460 cm—1.

Fosteriormente, se agregé un gramo del metilen-omincacetonitrilo. o
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10 ml de una solucién de hidréxido de bario al 40 % que se calentd
o ebullicién en un vaso de precipitado. Se calenté hasta que ya no
desprendid mds amoniaco, fo que se comprobd mojando papel lornosol
con agua Y exponiéndolo a los vapores. El cambio de color a morado
es una prueba positiva de la presencio de amonioco.  El volumen se
conlrold con agua destilada.

Se agregd ddido sulfrico para precipitor el bario.  Se filtrd y lavd
con éeido sulfdrico hasta que lo solucidn tuviera un 3 % del dcido, y
después se hirvié en un vaso de precipitado durante unas cuatro horas
para evoporor el formaldehido.  Para remover el écido sulfirico, se
ofadié hidrdsido de bario ol 40 % haste que la solucidn no precipitd
mds. Se filtcd auvevomente y el precipitodo se decolord hirviéndolo con
- carbdn aclivade, se liltré y el filtrado se evaporé o sequedad en un
rotavopor. Lo glicino asi formada se recristalizé con eltanol, se pess,
se le tomé punto de fusidn y se obluvo su espectro de LR., que presentd
como bandas principales, los siguientes: en 3180 ¢cm™?! la vibracidn de
tensidn del N-H, correspondignte ol NH;; lo vibracidn C-H def CH; en 2925
cn~!; en 1620 cm~? lo banda del C=0O; lo vibracidn del C-f1 en 1520
cm~! y la bonda del C-O en 1415 cm™!.

23.2. Sintesis de la glicina y de aminodcidos azuvfrados. .

Los experimentos que o conlinvacidn se van a describir fueron
realizados por A.L. Herrera para la sinlesis de aminodcidos, en particular
de oglicina, cistina y cisteina.  (Herrero, Cuadernos de trabojo 195_1432,

1932-33 y 1933-34; Hecrera, 1932 o, b, ¢, d; Herrera, 1933). Se siguid un

procedimiento andlogo al de la sintesis de glicina a partir de formaldehido
y clonuro de potasio, con lo excepcién de que, en lugar de este uftimo,
se ulilizé tiocionalo de amonio.  Se mezclaron los siguientes reoctivos:
20 ml de formoldehido, 40 g de tiocionolo de amonio, 36 g de cloruro
de amonio, 60 ml de agueo destilada y 25 ml de dcido acético glacial.
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La mezclo resultante se agitd con un agitador mecdnico por espacio de
tres horos.

Fosteriermente, se pusieron 2 ml de la mezcla en dos cojas de Pelri
que se melleron en un frasco de boca ancha; a éste, a su vez, se le
pusieron 5 ml de lo misma mezcda con objeto de tener una almdsfera
saturada. Al frasco se le unté grasa en lo boca y se tapd con una cgja
de Pelrl grande. Se gquardd en un congelador durante 21 horas.  El resto
de la mezcla se fillré ol vacio, el fillrado se guardd en el refrigerador y
el precipitado 1 (formado por cristales blancos uniformes y omarillos con
apariencia resinosa) se secé con aire para analizarlo después.

Debido a que hubo una precipitacién fraccionada, el fillrado se fillré
dos veces mds, con lo que se obluvieron olros dos precipitados. El 2
consistié en cristales gronulares color mostaza, y el 3 estaba formado
por cristales blancos y omarillos. Al filtrado se le hizo la prueba del
tiocianato y del formaldehido (ver Apéndice, incisos la y 2.1), asi como
una cromalografia en capa fina, que se reaqiizd en una placa de gel de
silice 60Fy4 de Merck, en lo que se puso una gota de glicina como
referencia. Fara este propdsito, se ulilizé una cdmora Gelman modelo
51325-1 que se salurd 24 horas aontes. Como disolventes se utilizaron
eltanol y el sistema formodo por propanol, amoniaco, ogua 6:3:1 vol. a
vol.

La figura 4 muestra un diagrama de flujo de la predipitacién frac-
cionada que se luvo en este experimento, en donde las siglas A.A.
significan andlisis de aminodcidos; C.CF., cromatografia en capa fino;
C.G., cromalografio de gases; e IR, infrarrgjo.  Las pruebas quimicas
que se realizaron corresponden a las ctadas en los incisos 21,22, 2.3
y 2.4 del Apéndice.
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23.3. Estudios complementarios con alguncs de los componentes de
la mezdla de reaccion.
fl) Formacion de dcido isopertiocidnico.

o} Se mezclé una solucién concentroda de tiocianato de amonio, y
una solucién de deido sulfirico al 50 % y se mantuvo en hielo.  Casi
Inmediatomente, la mezcla tomé un color amarillo y empezd a precipitar
un s6lido del mismo color.  Posteriormente se fillrd ol vacio y se secd.
Se le determind su punto de fusidn y se obluvo su LR, que se mueslra
en la Fig. 5. Los cristales no fundieron af llegar o los 300 °C.

T

|

3000 2000 1000 400 e’

Fig. 5. Espectro de LR. del compuesto formado en la mezcla
de liocianato de amenio y dcido sulfirico.

b) Se hicieron reoccionar liocianato de amonio y formaldehido, en
proporcion 1l La mezcla se puso primero aceitoso y poco a poco se
fue tornando amarilla, hesta que se precipitaron unos cristales amarillos.
Se les determiné su punto de fusidn y se les hizo una especlroscopia de
L.R. Los cristoles fundieron entre los 102 y 19 °C. El infrarrojo de este
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compuesto no presenta la banda de (=0 en 1760 cm™!, ni la vibracion
C-H en los 2850 cm=* del aldehide, por lo que debe ser una mezcla entre
el dcido isopertiocidnico y un compuesto de adiciéa con el formaldehide.

B) Formacion de dcido isoditiocidnico,

a) 5 g de NHSCN y 7 ml de anhidrido acético, se pusieron a reflujo
durante una hora.  Se vertié la mezcla en agua fria, y precipitaron de
inmediate unos cristales cafés, éstos se fillraron, se secaron (Johnson,
el. al, 1915) y se les determind su punto de fusidn y espectro de IA.
El precipitado se descompuso entre los 145 y 200 °C. Sus principoles
bandas en el 1.A. son: en 3180 cm™! la vibracidn del N-H; la banda C= N,
en 2049 cm™!; lo vibracidn del C=N en 1542 ¢cm™! y en 131 ¢cm™*, la
banda correspondiente a la vibracidn del (=5,

b} Tombién se mezclaron tiocianato de amonio y deido acético glacial en
las mismas proporciones que en el experimento anterior, y se siguid el
mismo procedimiento.  Se observaron las siguienles bandas principales
en el IB.: la vibracidn de tension del N-H en 3154 cm™?, en 2037 cm™!
la vibracién correspondiente al C= N, la banda del (=N en 1396 cm™1 y
una banda muy débil en 1131 cm™?, correspondiente a la vibracién C=S.

2.4. IRRADIACION DE MUESTRAS. EXPERIMENTO
DE RADIOLISIS

241 Fuente de Irradiacién.

Se ulilizé lo Fuente de irradiacién Gammabeam 651 FPT, de olta
intensidad la cual posee una actividad nominai de 185 x 10'* Bq (50,000
(i) Esta fuente se encuentra ubicada en el Instituto de Ciencias Nucleares, .
unam
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24.2.  Preparacidn de Muestras pora lrradiacion.

Se mezclaron y agitaron levemente 10 ml de formaldehido ol 37 %,
20 g de tliocianalo de amonio, 18 g de cloruro de amonlo, 30 ml de
agua lridestilado, 13 ml de dcido acético glacial, y se vadioron en tres
lubos de ensayo destapados.

24.3. Dosis de Irradiacion.

Los lubos de ensoyo se colocaron en un soporte meldlico dentro
de lo fuente de irradiacidn, o una intensidad de dosis promedio de 10.6
kGy/h (1.06 Mrad/h) durante dos horas (Perezgasgo el. al, 1988).

24,4,  Tratamiento de las Muestras Posterior o lo Irradiacion,

Después de la irradiacién se formaron lres foses en los tubos:
una fase superior acuosa color amarillo; una fase intermedia compacta
color anaranjado-café; y una fase inferior granulosa color amarillo.  Se
separaron las {res fases para ser analizadas posteriormente.

La fose superior acuosa se melié un dia al refrigerador y después
se fillré ol vacio. Al filtrado se le hizo lo prueba del tiocianato y del
formaldehido (ver Apéndice incisos la y 2.1). Se evaporaron 43 m! en
el rolavapor y al residuo se le determiné su punto de fusion e IR. y se
hidroliz. Al hidrolizado se le hizo olro LA, y pruebes quimicos para
detectar glicina (ver Apéndice, incisos 2.1, 22 y 2.3).

La Figura 6 es un diagrama de filujo que muestra el esquema general,

del andlisis reclizado para este experimento. Las siglas ulilizados en
esta figura, son los mismas que los de lo Figura 4.
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Todos los precipitados, tanto los de las muestras irradiadas como los
de las no irradiadas, se secaron con vacio y aire, se les delterminé su
peso, punto de fusidn y su solubilidad en agua, acetona, acetalo de etilo,
elanol, benceno y cloroformo.  Se les hizo lambién, una cromatogrofia
en capa fina en la que se usé como disolvente el sistema de propanol,
amoniaco, agua 6:3:1 vol. a vol. Se deposité una gota de coda uno de
los precipitados disuveltos en agua destilada y uno gola de una solucién
de glicina como referencia. Los manchas se evidenciaron con lvuz UV y
con ninhidrina.

Con base en los puntos de fusidn e I.R., se trabajé con los precipitados
1 (cristales amarillos) y 3 (cristales blancos) del experimento de sintesis
de glicina y aminodcidos azufrodos. En cuvonto o los precipitados
oblenidos durante la irradiacion (precipitado de la fase inferior, de la
fose intermedia, y el del filrado) se trabajé con el precipitodo de la
fase intermedia y con el del fillrado.  Todos, excepto el precipitado
de la fase inferlor, se hidrolizaron, se les determind su especlro de LA,
v se les hicleron pruebas quimicas para detectar glicina (Ver Apéndice,
incisos 21, 22, 23 y 24). También se esterificaron para analizarlos
por cromatografia de gases y verificar si habia formacién de dcidos
“carboxilicos. '

2.5. TECNICAS ANALITICAS GENERALES

25.1.  Hidrdlisls.

" Se disolvieron 10 mg de cada muestra en 5ml de HC 6Ny se
melieron en una estufa a 100° € durante 20 horas. FPosteriormente se
secaron totalmente las muestras bajo una corriente de aire.

En el caso de los precip)’todos a los que se les reaqlizé el ondllsis
de identificacién y cuantificacién de aminodcidos (precipitodos 1y 3 del
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experimento de sintesis de la glicina y de aminodcidos azufrados), se
hidrolizaron con HCI grode secuencial {ampolletas de 1 ml de Fierce para
hidrélisis de péptidos y proteinas), écido acético glacial para CLAP y
agua grado CLAP.

25.2  Electroforesis con alto voltoje en papel.

Se hizo eleciroforesis con alto voltaje del precipitado 1 hidrolizado
{cristales amarillos) del expedmento para sintetizor glicna y amino-
dcidos ozufrados, de acverde ol método propuesto por Torres el. al.
(1981). £l emortiguador utilizado, pH=8.5, fue preparado de la siguiente
manera:

4.4 g de barbital de sodio

4.7 g de aceloto de sodio

30 ml de acido acético 0.1 1

se ofora a 1000 ml con agua bidestilada

El pH se puede ojustar con unas golas de una solucion de NoOH al
10 % o de écido acélico ol 36 % (Grafton y Rabinowit, 1967).

El electroforetogroma se reveld con vapores de iodo (ver Apéndice,
Inciso 1b), debido o que la ninhidrina no es muy sensible.

Con esta técnico, se analizaron muestras palrén de tiocianalto de
amonio, glicina, alanino, cistina, cisteina, taurina y melionina, ya que
estos aminodcidos son factibles de sintelizarse a partir del liocianato de
amonio. Los electroforetogramas de las primeras cinco muestras fueron
revelados con ninhidrina, y el de lo melionina con ozida de iodo (ver
fipéndice incisos 2.4 y lc, respectivamente).
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© 253 Furificacion de precipitados del experimento de sintesis

de la glicina y de uminodcidos azufrados, por medio de una

columna de intercambio idnico

For medio de esta técnica, se purificaron 1.00 g del precipitado 1
(cristales amarillos), en dos corridas de 500 mg cada una, y 90 mg del
precipitado 3 (cristales blancos), embos sin hidrolizar, del experimento
de sintesis de la glicina y de aminodcidos azufrados, de acuerdo con el
método propuesto por Siuda (1982). De cada uno de los precipitados, se
obtuvieron varias fracciones; a cada una de ellas se les hicieron diferentes
pruebas quimicas (ver Apéndice, incisos 2.1, 2.2 y 2.3). Fosteriormente
éstas fracciones se evaporaron a un ml aproximadamente, y se liofilizaron
para efectuar un andlisis de aminodcidos.

254. |dentificacién y cuantificacidn de aminodcidos por cromatografia
de liquidos de alta presién (CLAP) acoploda a un detector de UV,

Estos ondlisis fueron realizados en la Unidad de Aminodcidos del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.

Para poder usar esta técnica analitica, es necesario derivatizor las
muestros {una vez purificadas y liofilizadas) con orto-oftaidehido (Lindroth
y Moppen, 1979).

Se utilizé un sistema cromatogrdfico modular de Beckman Instruments
serie CLAP, con programador de disolventes, vélwla de inyeccién y
detlector de longitud de onda variable. La columna usada fue la (s,
(250 mm de longitud y 4.6 mm de didmelro Interior) con un tamaiio de
particula de 5u.  Los andiisis se efectuaron o temperotura ambiente, a
una longitud de onda de 340 nm y en el intervalo de 0.01 AUFS.

Con una mezcla de referencio Beckman, a lo cuol se le adicionaron
dcido . B-aminoisubulirico (3-AIBA) y taurina, se determinaron los tiempos
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de relencién de varios ominodcidos, proteinicos y no proteinicos, entre
los cuales estaban los que eran factibles de sintetizarse a portir de la
mezcla reactiva, que contenie como materio prima tiocianato de amenio.

Se hidrolizaron las fracciones del precipitado 1 y las del 3, del
experimento de sintesis de glicino y aminodcidos azufrados, con las
condiciones de operacién mencionadas.  Las fracciones obtenidas al
purificar los restantes 500 mg. del precipitado 1 se onalizaron sin
hidrolizor {Ladrdn de Guevara y Bolivar, 1985; Ladrén de Guevare et. al,
1985; Negron-Mendoza et. al., 1988).

255  Cromatografio de goses.

Para analizar 4cidos carboxilicos que posiblemente llegaran a for-
morse en este sistema, se requiere que previomenle se lransformen o
ésteres metilicos. Los ésteres se preparan agregondo una solucidn de HCI
4M en metanol, con el objeto de esterificar e hidrolizar simulténeamente.
La mezcla se calienta durante 60 minutos entre 60 y 100 °C, después
se enfria y se extraen los ésteres con cualro ml de benceno y un mi de
agua, Y luego, con sdlo cuatro ml de benceno. El extraclo bencénico,
libre de aqua, se evapora baojo una corriente de aire, hasta obtener un
volumen de 0.2 ml (Negrén-Mendoza y Navarro-Gonzdlez, 1962).

Los ésteres se corrieron en el cromatdgrafo de gases Varion serie
3700, con detector de ionizacién de flama. La columno usada para
este andlisis fue de acero inoxidable de cualro pies de longitud, 1/8 de
pulgada de didmetro y empacada con Reoplex 400 ol 10 7 en chromosorb
W, lavado con dcido y tratado con dimelil-silano.  El flujo de los gases
fue: 300 ml/min para el aire y 30 mi/min para el hidrégeno; el gas
acarreador fue el nitrégeno, con un flujo de 30 mi/min. La temperatura
fue programada de 60 a 200 °C, con incrementos de 4 °C/min.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTOS POR CONDENSACIONES TERMICAS
Y POR RADIACIONES

3.1l Propledades fisicas de los precipitados.
De los experimentos realizados se obltuvieron diferentes precipitados.
La Tabla Il resume olgunas de sus propiedades fisicas.

312, Espectros de Infrarrojo.
Las caracteristicas esenciales que aparecen en los especlros de LA,
de los diferentes precipitados son las siguientes:

Una banda intensa en la regién de los 3140 cm™!, lo forma de
tensidn {"stretching”} para la vibracién N-H con ‘hombros’ en 2800 cm™*.
Todos los espectros muestran la banda en 205G ¢cm~! del grupo 5-C=N,
que Indicon que oln persiste el idn tiocianato, ademds de una banda
muy pequeiia que corresponde al grupo (=0, en la regidn de 1700-1600
em™L,

Olra vibracién muy intensa presente en: todas las muestras, corres-
. ponde a 1400 cm™!, la cual es debida a la vibracién C=N.

Las caracteristicas de otras bandas parecen indicar que los preci-
pitados 1y 3 (cristeles amarillos), son el mismo compuesto. Dadas las .
‘posiciones de los bondas tales como N-H, en 3190 cm~!, C=N en 1515
Ceml, (=5 en 1006 ¢cm™!, (=0 a 1667 cm™1, se alribuyen a la formacion
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de dcido isopertiociénico.

Después de la hidrélisis dcide, los espectros obtenidos muestran un
incremento en la banda correspondiente a la vibracidn de tensidn del
carbonilo, alrededor de 1630 cm™!.

En las muestras irradiadas se oblienen prdcticomente los mismos
compuestos. La fase superior y la Intermedia muestran un espectro de
LR, idénlico, y por la posicidn de sus principales bandas, se suglere que
corresponden a los del dcido isopertiocidnico.

£l andlisis de los especlros de LR. de los precipitados de los estudios
complementarios, sugiere que en lo mezcla de tiocianalo de amonio con
formaldehido, parte del precipitado amarillo corresponde a la formacidn
de dcido isopertiociénico, ya que este dltimo no funde ol llegar a los
300 °C, y el precipitado amarille funde entre los 102 y 119 °C. En cuanto
o lo mezclo de liocianato de amonio con anhidrido acético, y con dcido
acético glacial, se tiene en ambos, la formacidn de dcido isoditiocidnico.
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TABLA I
PROPIEDADES FISICAS DE LOS PRECIPITADOS
OBTENIDOS EN REACCIONES DE CONDENSACION
Y POR RADIACION.

Precipitado

2

3

3
Cristales
Petri 4
Residuo
Filtrado

Fase

tn ferior
Faae
intermedia
Fase
superior
Jiltrada
Residuo
de la fase
auperior
filtrada

Peso Color Punto de
Jusidn (°C.)
{no purificado)
Mezela no irradiada
2492 ¢ amarillo 160 — 185
4.05g amarillo 155 — 150
0329 blanco 190 ~ 280
030 g amarillo 115- 135
< 0.01g¢g
blanco d.270

36579 crema 114~ 126
Mezcla __ Irradiada

1234 g amarillo 115 - 127

1.84 g anaranjado 110125

2.13¢ amarille 148 ~ 163
1975 ¢ amarillo 97 - 115

Obscrvaciones

No cataba puro.
Habian cristales
blancos similares a
{oa del precipitado
3.
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3.2. FORMACON DE AMINOACIDOS

Lo identificacién de aminodcidos que pudiesen formarse en esle
sistemo, se reolizd por varias técnicos, tales como electroforesis con allo
voltaje, pruebas quimicos cualitativas y CLAP.  Estas pruebas, que se
mencionan mds edelante, se realizaron con los precipitados originales,
asl como con los precipitados hidrolizados y con los fracciones obtenidas
después de una purificacion a través de una columna de Intercambio
idnico. A continuacién se andlizan los resultados obtenidos.

3.21  Pruebas quimicas cualitativos.

Estas consisten en pruebas quimicas especificas que se realizaron
para detectar la formacion de glicina, asi como la presencia de tiocianoto
y de formaldehido (ver Apéndice, incisos la, 2.1, 22, 23 y 24). Los
resultados oblenidos muestran que los hidrolizados dieron prueba positiva
a la glicina.

3.22  Electroforesis con alto voltaje en papel.

Se analizaron muestras estdndares de tiocionato de amonio, glicino,
alanina, metionina, cistina, cisteina y tavrine; sus valores de f se encuen-
tran resumidos en la Tabla IV. Los resultados obtenidos del precipitado
! ya hidrolizado, muestran la presencia de un compuesto con Rf similar
al de la glicino.
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TABLA IV
SEPARACION DE NH,SCN, GLICINA ¥ AMINCACIDOS AZUFRADOS
POR ELECTROFORESIS CON ALTO VOLTAJE.

Compuesio Rf
Metionina 2.0 em (pole negativo)
Glicina 2.5 em {polo negativo)

Prectpitado 1

hidrolizado 2.7 em(polo negativo)
Alanina 3.4 cm (polo negativo)
Taurina 3.8 ecm (polo negativo)
Cistina 2.5 em (polo positivo)
Cisteina 4.8 ¢m (polo positivo)
SCN- 43.6 ¢cm (polo positivo)

323 Purificaclén de precipitados en una columna de intercambio
i4nico. -
El procedimiento de separacién en fracciones, en la columna SP-
Sephodex cm-25, dié cinco o seis picos de cada uno de los precipitados
obtenidos en el experimento por condensaciones térmicas.
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Un cromatogroma tipico de este fraccionamiento se muestra en la Fig,
7.

6 43 2 1

3

1%

Amoniaco 002 M Agua =Ac:O‘H
0.05 M

fig. 7 Cromalograma oblenido en una columno de intercambio
iénico, del precipitado 1.

Resultados preliminares con lo prueba especifica para glicina (ver
inciso 2.4 del Apéndice), con un limite de deleccidn de 3 ug. dieron
prueba positiva.

El primer pico, que eluye en el agua corresponde al idn tiocianato
que no reacciond, Las olras fracciones fueron liofilizadas y analizadas
por CLAP.

324. |dentificacidén y cuantificacién de aminodacidos por CLAP.

Los cromatogramas obtenidos por CLAF revelan la presencia de cinco
compuestos, cuyos tiempos de retencicn corresponden a glicina, alanina,
cisteina, ‘metionina y dcido B - oaminolsobutirico (3-AIBA). De estos .
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aminodcidos, sdlo la cisteina y la melionina conlienen azufre.  Aunque
se analizaron muestras tipo de otros aminodcidos azufrados, tales como
taurina y cistina, se obtluvieron varics picos cuyos tiempos de retencidn
no coincidieron con los de aquélles, o bien se traslaparon con el pico
del reactivo orto-oftaldehido (OPA). Estos resultados fueron encontrados
en los cristales bloncos de los precipitados 1 y 3, tanto en las muestras
hidrolizadas como en las no hidrolizadas.®

También se observaron olros picos en el cromatograma que no se
pudieron identificar, y que probablemente correspondan a aminoécidos
no proteinicos, liourea o olquilaminas.  La identificacién final de estos
compuestos debe hacerse mediante el examen detallado de los espectros
de masas, que aun no se realizan.

Los rendimlentos de formacién de los aminodcidos, fueron muy bajos

y se delerminaron mediante lo integracidn electrénica de los dreas de

los picos: eslos resullados, que son reproducibles, se presentan en la

: Tablo V. Las primeras cualro muestras, corresponden al precipitado 1y

% las siguientes cuatro, al precipitado 3 del experimento de sintesis de la
glicina y de aminodcldos azufrados.

3Los resultados por CLAP del precipitado 1, constitufdo por cristales blancos y
: ) amarillos que no pudieron ser separados por recristalizacién, se atribuyen a los
cristales blancos.
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TABLA YV
CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS EN MUESTRAS
HIDROLIZADAS

No. de muestra Glicinax Alaninas § — AIBAx Metioninas Cisteinas

1 19 315 2 22 109
2 3 495 23 74 *

3 Trazas 627 2 27 191
4 Trazas 192 * 29 215
5 4 259 1 1 132
6 3 62 * 4 23
7 63 642 * 22 288
8 20 205 * 23 o1

* Concentracionl=] nmoles/mg muestra
* Lo sensibilidad del equipo no permitié detector a estos aminedcidos.

El andlisis de las fracclones hidrolizados, mostré la presencia de los
mismos aminodcidos que las fracclones no hidrolizadas, en concentraciones
ligeramente moyores. En ombos casos, la alanina es el ominodcido mas
- abundante. :
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En la Fig. 8 se muestra un cromatograma tpico de una de las
fracciones colectadas y analizadas por esta técnica.

2
a
N
[
®
1 e @5 :
DA, - > & s liEhe :
2] ol @ ‘(3 o LY
T ML) T T T Al T ¥
5 10 20 30 40 50 80 70

min
1. Glicina; 2. Alanina; 3.Beta-AIBA; 4.Cistelna; 5. Metionina.
Fig. 8 Andlisis de las fracciones por CLAP.

325  Cromaotografia de goses.

En los cromatogromas correspondientes ol andlists de ésteres de
écidos carboxilicos, se observan de uno a tres picos segin el precipitado
analizado.  Estos aparecen en llempos de retencién, similares o los de
deidos dicarboxilicos con seis dtomos de carbono, o bien tricarboxilicos
con cinco dlomos de carbono,

Lo identificacidn tentolive de estos compuestos se hizo con. bose
_.en sus Hempos de relencidn, que coinciden con los del dcido mdlico y-
dcido corboxisuccinico.  Sin embargo, para su idenlificacidn definitiva,
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se requiere del espectro de masos correspondiente.  En la Fig. ¢ se
presenta un cromatogroma de una de las muestras analizadas por esta
técnica,

5 10 20 25 30  min
1.Malico, 2.Carboxisuccinico: 3. No ident.

Fig. 9. Cromatograme realizado por cromatografia de gases.

Cabe sefialar que durante el proceso de esterificacidn, se desprendié
olor o dcido sulfhidrico o a algin tiol.

Un resumen de los productos identificados en el sistema formado por

tioclanato de amonio, formaldehido, cloruro de amonio, dcide acético y
aquo, se muestra en lo Tabla Vi
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TABLA VI
PRODUCTOS IDENTIFICADOS EN LA MEZCLA REACTIVA
FORMADA POR NH,SCN, FORMALDEHIDO, CLORURO
DE AMONIO, ACIDG ACETICO Y AGUA.

Compuesto Clase Formu de tdentificacion
Glicina Aminodcido CLAP, C.C.F.,
Electroforests
Alanina Aminodcido CLAP
B - AIBA Aminoédcido CLAP
Metionina Aminodceido CLAP
Cisteina Aminoéecida  CLAP
Ac. 1sopertiocidnico Heterociclo LR.
Ac. isoditiocidnico  Heterociclo I.R.
Ac. malico Ac. carbozilico C.G.
Ac. carbozisuccinico Ac. carboxzilico C.G.
Ac. sulfhidrico Ac. tnorginico Pruchas quimicas

Olros compuestos que posiblemente llegaron a formarse, pero que
no han sido detectados, son la cianhidrina del formaldehido, el sulfuro de
carbonilo (COS), lo tiourea, el dcido tiocorbdmico, el sulfuro de amonio y
tiocarbamato de amonio. Enlre las causas por los que no se detectaron
se encuentran su boja estabilidad y su reactividad para formor olros
compuestos poliméricos.
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CAPITULO IV
DISCUSION DE RESULTADOS

En los pasadas décadas se ha demostrado que una gran variedad de
compuestos bioldgicos, puede formarse a partir de gases de composicién
quimica muy simple, y que asemejan la atmdsfera primitiva.  También a
partir de compuestos simples y que han sido detectados en el espacio
interestelar, en cometas, o bien en experimentos simulados, se han
obtenido constituyentes importantes para las células,  Aunque entre los
compuestos sintetizados, los aminodcidos han sido de los mds abundantes,
la formacidn abidtica de aminodcidos azufrados presenta problemas, bajo
las condiciones de la Tierra Primitva.

Lo materia prima principal para nuestros estudios fue el tiocianato de
amonio, que se sabe se produce en manantioles geotermales (Muhkin,
1974, Dowler e Ingmaonson, 1979), y se ha detectado en el material
interestelor (Irvine et. ol, 1987). Olro compuesto importante en la mezcla
de reaccién es el formaldehido, que es un componente muy abundante en
los comelas y que tombigén ha sido detectado en el espacio interestelar.

4.1 Formacidén de aminodcidos.

Las reaccicnes entre el tiocianato de amonio y el formaldehido, en
presencia de cloruro de amonio, originan un gron nimero de productos,
dada la gran reaclividad que presenta el tiocionoto de omonio.  Entre
estos productos destaca la formacién de ominodcidos azufrados.

Como se menciond onteriormente, existe un gran problema en la
sintesis de aminodcidos ozufrados, que se han ltrotado de sintelizar
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partiendo de diferentes rutas: de uno mezcla de dcido sulfhidrico y
varias combinaciones de nitrégeno y carbono expuestos a descorgos
eléctricas, sin embargo, el rendimiento obtenido fue cproximadamente
de 2 2 (Bhadra y Fonnamperuma, 1986). por lo irradiacidn UV de una
solucién acuosa 0.1 M de tiocionato de omonio, se obtuvo un rendimiento
menor ol | % (Steinman et. ol 1966).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran la formacion
de aminodcidos con un rendimiento del 2 7% (similar ol de Bhodra y
Ponnamperuma); que aunque es superior of de olros estudios enfocados
al problema de los aminodcidos azufrados, aun sigue siendo muy bajo.  El
mecanismo de formacidn de aminodcidos es muy complejo, y principalmente
deriva de la formacién de HCN en lo descomposicion hidrolitico que sufre
el liocianalto de amonio para producir compuestos heterociclicos, como en
el siguiente ejemplo:

e —

Algunos de los aminodcidos oblenidos son de naturaleza no proteinica,
y probablemente correspondan o clertos picos no identificados en el
cromatograma resultante del andlisis por CLAF. For ejemplo, un ominodcido
posible serio la tioglicina.

N MU
y -
“SCN ¢ C f*—ﬁ"ﬁ-c: H;? 43-CH
N “C0.H
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A pesor de que en la presente investigacidn, se lograron obtener
diversos aminodcidos {proteinicos y no proteinicos), algunos de ellos con
azufre, no existe aun un mecanismo de sintesis abidtica de aminodcidos
azufrados con rendimientos lo suficientemente elevados, como pora poder
explicar su origen y permanencia en la Tierra Frimitiva.

4.2.  Potencialidad del NHSCN en lo siatesis de heterociclos,

Un hecho importante que cabe destacar es la gran potencialidad
que presenta el i6n tiocianato en las sintesis quimicas, y que por ello
es capoz de originar una gran variedod de compuestos que pueden ser
intermediarios muy dtiles en la sintesis de gran nimero de heterociclos,
tales como imidazoles, purinas, tiazoles y pirimidinas (Gompper et. al,
1966). También es posible obtener triazinas al comblnar acido isotlocidnico
con un Isonitrilo {Ugi et. al., 1965).

L N.\Cf/
R-M=C + 2HMCS—F |
R—M__._NH
¢
5

El tiocianato de amonio en solucidn participa en el sigulente equilibrio:

NH,SCN = NH; + HSCN

y o su vez, el dcido tiocidnico estd en equilibrio con su forma tautomérica,
el HNCS, que tonto en estado gaseoso, como en soluciones acuosas Yy
no acuosas, predomina sobre el acido tiocidnico. El écido isotiocldnico
se ‘encuentra principalmente en su forma no disociada, y en solucién se
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polimeriza répidamente:

5
HNCS + "SCH === ¢-M=C=M}
“§
lscn'
Sx C’N\\‘?:"HH— S\CI;N\CJ'”
O e N G
- e £—5

H+

Sxpr iy A
|
s

n—L

e emmpmaena

El 4cido isopertiocidnico se Forma también con sdélo mezclor tioclanato
de amonlo y formaldehido, reaccidn prdcticamente espontdnea, por lo que
dicho heterociclo resulté ser el mds abundante en nuestros experimentos.
Lo fécll formacidn de este compuesto, nos permite predecic que estas
reacciones también pueden llevarse a cabo en el espacio interestelar {y
por tonto en cometas), donde como se menciond anteriormente, ya. se
“-“han detectado ol &cido Isotiocidnico y al formaldehido.
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4.3,  Olras reacciones probables en el sistema reactive constituido
por NH,SCN, formaldehido, cloruro de amonio, acido acético y agua.

Una reoccidn Importante que posiblemente se lleva o cabo en este
sistema, es lo Isomerizacidn del tiocianato en tioureo:

NHSCN = H;NCS - NH,

Esta reaccidn tamblén puede producirse o través de uno adicién de
amoniaco al enlace CN, en el &cido isotiocidnico:

H-N=C=S§ + NH3 —+ H;NCS~NH;

Lo tioureo, al igual que el HNCS, es uno de los compuestos quimicos
azufrados que se han detectado en el espacio interestelar (Irvine et., al.,
1987). por lo que las reacclones anteriores pudiesen ser una de los
fuentes de formacién de la liourea.

Los reacciones de hidrdlisis originan varios compuestos, algunos
de ellos con vidos medias muy cortas que sufren descomposiciones
posteriores:

SCN- HY H,0 0=C=8 -— H;S + CO; + NH,
————

0=C=8§ NH, 0O0=C-SH — 0=C—S—N.H‘+
—

NH, NH,
Acido tiocarbdmico Tiocarbamato de amonio
(Inestable)

fAsl, lo poca establlidad en solucién de estos compuestos y su gran
reaclividad- no hizo posible su deteccién en el laboratorio.
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Otras reacciones probables, ocurfiian por la interaccidn entre el
tioclanalo y los mismos productos de su descomposicidn; tal es el caso
del dcido sulfhidrico:

SCN~ H;S ~§-C-NH,
—£5
I
§

Ditiocarbamida
de amonio
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES

El andlisis de los resultados obtenidos en este estudio, nos permite
hacer las sigulentes observacliones.

1. E! tiocianato de amonio es una materic prima importante en
estudios de evolucidn quimica, yo que por su reactividad origina ua gran
nimero de compuestos orgdnicos.

2. Por las reacciones de adicion del tiocianato con el HCN, o
bien por su descomposicién origindndolo, permiten ser una forma natural
de concentrar HCN y de liberarlo por hidrdlisis, sirviendo ast como su
reservorfo. A su vez, el &cido cianhidrico, es una molécula clave en
lo evolucidn quimica y origina una gran caontidod de compuestos de
importancia biolbgica.

3. Entre los productos detectados en los experimentos llevados a
cabo en este trabajo, se tienen ominodcidos azufrados, sin embargo, e
baojo rendimlento de su formacidn, (2%) aunque es superior ol de otros
“experimentos similores (1%), no resvelve el problema para esta close
de compuestos a menos de que se proponga, que aunque el grado
de sintesis fue bajo, estos se fueron acumulando a lo lergo del tiempo.
Esta premisa estaria condicionada a los estudios cinéticos de estabilidad
para los aminodcidos azufrados.

4. En todos los casos, los productos de reaccidn fueron los mismos,
Independientemente de la fuente de energio utilizada.
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5. Destacar la gran visidn que tuvo Alfonso L. Herrera en la eleccidn
de los materios primas (tiocianoto de omonio y formaldehido) para sus
estudios, y que fueron lo base para este trabajo, recordando que en su
époco no se conocia la presencic de estos compuestos en el espacio
Interestelar.

6. Es importante aclorar, que las concentraciones que se manejaron
en este trabgjo, no corresponden a las concentraciones que se supone
existieron en la Tierra Primigenia.  Sin embargo, representan un primer
paso en la sintesis abidtica de aminodcidos azufrados y de heterociclos.
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APENDICE

). REVELADORES

a} Ferricianuro de Potasio - Cloruro Férrico:
Para compuestos con propiedades reductoras, fenoles, aminas, tiosulfatos
e isoliocianatos.

Solucidn A: solucidn acvosa de ferricianuro de potasio al 1% .
Solucidn B: solucidn acuosa de cloruro férrico al 2 % .

Revelador: mezclar cantidades iguales de Al y B un poco antes
de su uso.

Tratamiento para después del rocio: los colores se Intensifican
con rociadas subsecuentes de HCI 20 (Stahl, 1969, p. 876).

b) fodo:
Revelador Universal.

El cromalograma se introduce en un recipiente cerrado, en el fondo
del cual se ponen unos cristales de todo. Los vopores de lodo se
generan mas répido si se calienta ligeramente el vaso.

Otra forma es poner la placa en una atmdsfera densa de vapor de
lodo durante cinco minutos o rodarla con una solucidén de lodo al 5 %
en cloroformo. El exceso de iodo se evapora con aire {Stahl, 1969, p.
882).

Tamblén se pueden poner unos cristales de todo dentro de un malraz,
al cual se le introduce aire por ua lado, y por otro lado se coloca una
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pipeta Pasteur, con ayuda de la cual, se rocia la ploca con los vapores
de lodo.

¢) Azida de iodo:
Para aminodcidos que contengan ozufre, sulfuros y penicifina.
Solucién de Azida de lodo.

Revelador: Se prepara una solucidn “fresca” con tres gramos
de azida de sodio en 100 ml de iodo 0.1 N {[Cuidado!, la azida de
sodio sélida es explosiva) (Stahl, 1969, p. 882).

2. PRUEBAS QUIMICAS ESPECIFICAS

2.1. PRUEBA PARA DETECTAR FORMALDEHIDO
con ACDO CROMOTROPICO

A un ml. de la solucién problemo se le agrega un ml. de H;SO,
concentrado y una pequeia cantidad de &cide cromotrdpico sdlido,  Se
‘calienta durante 10 minutos en un bafio de agua caliente. El color violeta
es una prueba positiva de la presencia de formaldehido.

Limite de identificacién: 0.14 ug. de formaldehido. (Welcher, 1963, p.
1632; Feigl, 1983, p. 434 - 435).

2.2. PRUEBA PARA DETECTAR GLICINA MEDIANTE SU
CONVERSION A ACIDO GLICOLICO

En un tubo de ensayo, se mezclon una gota de la solucidn problema,
una gota de una solucidn al 1 % de nitrito de sodio y una gota de HC
concentrado.  Se calienta leatomente hasta que hierva y se evopore,
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entre fos 105 - 110 ° C. E residuo se enfria y se le agregan tres gotas
de un reactivo® recién preparado. La mezclo se calienta en ua boflo de
agua hirviendo, durante cinco o diez minutos. Un color violeta indica la
presencia de glicina.

Reoclive®: fi un poco de Hy;SO4 concentrado se le agrega
4cldo cromotropico, se calienta ligeromente y se centrifuga.  Se utiliza el
liquido sobrenadante.

Limite de identificacidn: 10 ug. de dlicina (Feigl, 1983. p. S00 -
501).

2.5. PRUEBA PARA DETECTAR GLICINA MEDIANTE
SU DEGRADACION A FORMALDEHIDO

Se mezclon una gota de la solucidn problema y una gota de una
solucidn acuosa al S % de cloramina T recién preparada, la mezcla se
calienta de tres a cinco minutos en un bofio de agua caliente. Después de
enfriarse, se agregan cinco gotas de H; SO, concentrado y una pequedia
contidad de dcido cromotrdpice.  Una respuesta positiva la indica un
color violeta, que puede aporecer Inmediatamente o blen después de
calentar un corto tiempo, en un bafio de agua caliente.

Limite de identificocién: 3 pg. de glicina (Feigl, 1983. p. 501).

2.4. PRUEBA DE LA NINHIDRINA PARA LA
DETECCION DE ALFA Y BETA AMINOACIDOS

Lo solucidn de ninhidrina se hace con 0.2 g. de ésta en 50 ml. de
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agua destitada.

Se toma un ml. de la solucién de ninhidrina y se ‘mezcla con un ml.
de lo solucidn problema, se caliento en un bofio de agua caliente durante

cinco minutos.  El color violeta es una pruebe positiva (Shriner, et. al,
1966. p. 286).
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