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El cierre de las importaciones y la caida del peso, reflejado en bajos
presupuestos para la division profesional, dado durante el periodo
Gubemnamental de 1982-1988 obligd a la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México, a sintetizar p-nitrofenil fosfato
de sodio; reactivo que era utilizado como sustrato para el seguimiento de una
fosfatasa, en una de las practicas de Cinética Enzimatica I correspondiente al
curso de Bioquimica I

Este sustrato era utilizado para conocer los efectos de la concentracion
de enzima, del pH y de la temperatura sobre la velocidad de reaccion
enzimatica.

Como una utilizaciéon secundaria, pero no por ello menos importante
actualmente también se usa, como agente fosforilante en la sintesis de
nucleotidos.

El objetivo de la Tesis es desarrollar un método de sintesis facil, viable
y que sea accesible econémicamente, ademas de reunir los requerimientos
analiticos suficientes para su uso como sustrato, y con la posibilidad de ser

desarrollado a nivel laboratorio o a escala industrial.



2.1 Esteres fosforicos y Bioquimica.

Los ésteres de fosforo y en particular los de ortofosfato son muy
numerosos y muchos de éstos juegan un papel central en los procesos de los
seres vivos, aunque no todos se producen naturalmente y/o son de interés
bioldgico directo.

El fosforo es un elemento vital en la composicién de toda la materia
viva y no hay organismo en el cual la quimica de este elemento no sea
utilizada. El cuerpo humano contiene cerca del 1% de su peso de este
elemento, aproximadamente 4/5 partes del ser humano se presenta como
hidroxiapatita en huesos y dientes.

La dieta humana necesita cerca de 1.3 g de fosforo por dia y es
facilmente reunida, la deficiencia de fosfato en el ganado lleva a una
condicion similar a la deficiencia de vitamina D en humanos, enfermedad
llamada osteomalacia [5]. Otros elementos tales como Cu, Zn, Fe, Mn, Co,
Mo, F, Si, Al, etc., cubren el resto del 100% del peso del cuerpo humano
seglin se muestra en la Tabla 1. Atin cuando no todos los elementos en trazas
tienen funciones biolgicas conocidas, algunos metales como el Magnesio
parecen ser vitales para la funcion de ciertas enzimas.

Tabla 1

Mayores componentes del cuerpo humano % en peso

Oxigeno 65 Nitrégeno 3 Potasio 0.3
Carbono 18 Calcio 1.5 Azufre 0.2
Hidrégeno 10 Fasforo 1.0 Total 99.0

El metabolismo animal del fosforo est en gran parte relacionado con el

del Ca**, y la relacién Ca/P en la dieta afecta la adsorcion y secrecién de



ambos elementos. El fésforo lo absorben los animales de los alimentos y las
plantas del suelo, en forma de iones fosfato monoacido (HPOs ) y fosfato
didcido (HoPOy).

En los animales estos elementos se encuentran como sales inorgédnicas
de calcio en huesos y dientes. El fosforo restante estd presente como fosfatos
orgénico, invariablemente en la forma de mono y diésteres; en éstos, el fosforo
esta completamente oxidado unido indirectamente al carbono a través del
oxigeno, y directamente al oxigeno en enlaces P-O-C, como en la sangre,
orina y fluidos tisulares.

No es comiin que existan compuestos de fosforo con enlaces P-C, ya
que el fosfonato es capaz de sintetizarse en forma natural y tener la posibilidad
de ser la base de sistemas de vida; asi a los ésteres de fosfato, algunas
bacterias los reducen de fosfato a fosfito [5].

Durante los tiitimos 20 afios se ha recopilado mucha informacion en la
cual los ésteres de fosfato son sintetizados y usados en sistemas vivos; estando
presentes en los 4cidos nucléicos, bacterias, virus, vitaminas y enzimas,
jugando un papel esencial en la fotosintesis, en los carbohidratos, en el
metabolismo de lipidos, en el ciclo del nitrégeno, y en otras numerosas
reacciones bioquimicas donde éstos son la principal fuente de transferencia de
energia.

Muchos ésteres de fosforo activados biologicamente son disimétricos y
capaces de existir en formas dpticamente activas (D y L), usualmente solo uno
de éstos enatiomeros es de importancia.

Los triésteres neutros del tipo (RO);P=0, donde R es un alquilo simple
o un arilo, son similares a los ésteres de acidos orginicos, que pueden ser
destilados a presién reducida sin que se descompongan, teniendo también la

propiedad de ser solubles en un gran nimero de disolventes organicos, una



caracteristica de identificacion de los alquil derivados inferiores es su estado
liquido, estos triésteres son muy estables a temperatura ambiente; para que
ocurra una descomposicion de ellos, se debe elevar la temperatura a 150°C por
un periodo de 24 horas.

Los triésteres son compuestos covalentes ionicos, a diferencia de los
ésteres diacido o monodcido los cuales, bajo determinadas condiciones pueden

ser reemplazados por cationes metalicos o no metalicos, seglin sea necesario
(Fig.1)[5]:

0 Ht -+
Vs RO\ /0 H RO\
RO—FP =0 /P\ RO—/P=0
0" H* ro” Yo RO
Monoéster Diéster Tnéster

Fig. 1



2.2 (Quimica del Fosfore

Siendo una de las finalidades de este trabajo la obtencién del p-
nitrofenil fosfato de sodio (éster mono fosfato), es conveniente sefialar algunas
de las caracteristicas del fosforo y sus derivados érgano fosforades. En forma
principal nos interesa esencialmente su estado pentavalente.

El compuesto H;PO, (acido ortofosforico) por su naturaleza triprética
retine las caracteristicas y propiedades necesarias que nos serviran de base
para llevar a cabo la sintesis propuesta, como por ejemplo la formacién de

sales al unirse con diferentes caticnes como €l sodio, (Fig-2) 2}

NaH;PC, Na,HPO, Na;PO,
Fosfato diacido Fosfato monoacido Fosfato trisodico
de sodio de sodio
Fig. 2

Existen dcidos derivados del P™y del PV. La estructura fundamental del
P es el P(OH);, y para el PY ez O=P(OH), siendo esta Gltima la
configuracién mas estable del fosforo, por Jo que es de esperar que sea la

predominante Fig-4 [6]:

OH OH
RO, RO ,OH y y
RO—/P—O /P\ RO—-*P\':-O HO—Pw=(Q
RO R0 Yo oH OH
Triéster Disstor Monoéster Acido

Fig. 3



En el 4cido fosforico el grado de ionizacién exacto depende, de la
acidez del medio; por ello la preparacién de ésteres de fosfato debe llevarse a
cabo en un medio de reaccion anhidro para evitar 1a hidrélisis del producto.

Una propiedad importante de los compuestos del {dsforo es su tendencia
a formar enlaces P-O y P=0, lo que nos permite explicar y predecir reacciones

y estructuras (Reac. 1) y (Reac. 2) [12]:

o}
3H,0 ! T
2 P P —— H + 3HX
A% LO/I\OHJ T w0 Yo
OH
Reac. 1
0
P 2H,0 H 2HX T
P P—H+
a5 — AN — /N
R} x R OHOH R CH



2.3 Miétodos de preparacion de Halofosfatos.

1. En la preparacion del p-Nitrofenil fosfate de sedic por uno de los métodos
de sintesis se obtiene el cloro fosfonato de dietilo (un intermediario
halofosforado), por lo que a continuacién se explican los métodos de
preparacion de halofosfatos.

Las reacciones de hidroxicompuestos con compuestos halofosforados son
unc de la métodos més simples y comtnmente usados para la preparacion de
halofosfatos, consisten esencialmente en la reaccidn de alcoholes o fenoles
con substancias como oxihaluros de fésforo (POCl;) y tiohaluros de fosforo
(PSCl;), este proceso ocurre satisfactoriamente tanto a temperatura ambiente
como debajo de ésta cuando el compuesto hidroxi es un alcohol alifatico
primario, en estas reacciones el hidrogeno del hidroxilo y el halégeno del
compuesto de fésforo son eliminados en forma de (HXT) haluro de hidrogeno
[5); para lograrlo en forma satisfactoria debe suprimirse de la reaccién
mediante alguno de los siguientes métodos, a presion reducida y con agitacién
o burbujeando un gas inerte. La formacion de los derivados primario y
secundario dependeran de la proporcion relativa de los reactivos [20].

La reaccion puede ser restringida a la monosubstitucion empleando un
exceso de oxihaluro (Reac. 3). Sin embargo al hacer reaccionar 2 moles del
alcoho! primario por una mo! del oxihaluro se da la disubstitucion (Reac. 4).
Los alcoholes secundarios y terciarios, generalmente, no reaccionan

facilmente [20].

ROH + OPX, —> ROP(O)X, + HXT

Reac. 3



2ROH + OPX; —3 (RO),F(O)X + 2HXT

Reac. 4

Si este proceso se lleva a cabo con fenoles requiere calentamiento,
generalmente a reflujo, bajo estas drasticas condiciones la restriccién para la
monosubstitucién no es muy efectiva y los rendimientos de derivados
monoarilos, como regla general en teoria son bajos, por lo que, para los
fenoles superiores se recomienda el uso de catalizadores como el cloruro u
oxido de magnesio.

La reaccién de alcoholes primarios con los trihaluros de fosforo, da por
resultado una serie bastante extensa de halofosfatos y ésteres de halofosfato.

Las  ecuaciones tipicas involucradas para la sintesis de estos

compuestos serian:

ROH + PX; —> @®OPX, + HXT

Reac. 5

2ROH + PX; —> ®ROLPX + 2HXT

Reac. 6

En las series de alcoholes aromaticos (como el p-nitrofenol) la primera
reaccién mostrada en (Reac. 5) normalmente procede sin muchas

complicaciones, no siendo asi para la segunda reacciéon (Reac. 6) donde se



observan muy pobres rendimientos cuando se trata de condensar dos
moléculas de alcoholes.

Los dicloruros de alquil fosfato derivados de alcoholes de alto peso
molecular (alquilos de Cy a Cy,) son inestables y como ya se mencioné sufren
descomposicion antes de alcanzar su punto de ebullicién.

En el método para sintetizar los fosfatos dialquil arilo los grupos alquilo
se introducen primero, porque el cloruro de hidrogeno liberado provocaria la
ruptura y la separacién del grupo arilo.

El p-nitrofenil fosfato de dietilo es un aril fosfato de dialquilo, que no
ha tenido €xito comercial significativo, debido a su poca estabilidad ante ia

hidrolisis, este compuesto fue descubierto por Schrader y colaboradores [20].

2. Reaccion de oxihaluros de fosforo, o halofosfatos, con hidroxicompuestos
en presencia de una base.

La preparacion del p-Nitrofenil fosfato de sodio, objetivo de esta tesis
se lleva a cabo bajo el método de sintesis reportado por Bessey y Love [3],
los cuales obtuvieron mejores rendimientos del producto por el uso de
piridina:

En la sintesis de ésteres terciarios formados por la esterificacion de
grupo halofosfato generalmente se usa una cantidad tedrica de una base
terciaria, en este caso piridina, con el objeto de neutralizar el haluro de
hidrogeno formado y asi evitar la hidrdlisis de molécula condensada. Pocos
halofosfatos y tiohalofosfatos se han preparado por este procedimiento
empleando una cantidad estequiométrica de la base. La reaccion se efectia en
un disolvente inerte, usualmente a temperatura ambiente o por debajo de ésta,

y los productos son separados por filtracion (Reacs. 7, 8, 9 y 10):



ROH + POCl; + B ——> ROPOCl, + BHCI

Reac. 7

JROH + POCl, + 2B —— (RO),POCL + ZBHC

Reac. 8

IROH + PSCly + I8 ——> (RO),PSCl + 2BHCI

Reac. 9

ROPSCl, + ROH + B ——> (RO),PSCI + BHCI

Reac. 10

Se obtienen altos rendimientos de los halofosfatos cuando dos moles de
la base son usadas por una mol de oxicloruro de fosforo. Por calentamiento los
clorofosfonatos reaccionan con piridina o hidropiridina, formando haluros de
alquilo; la reaccion se produce mds rapido en los derivados halofosforados de
arilo, dende R es un grupo fenilo [20].

Algunos investigadores han obtenido fosfatos acidos de alquilo por
hidrélisis del producto resultante de ta accion de oxicloruro de fésforo con un
alcohol en presencia de piridina. Mas recientemente King & Nicholson',
hicieron reaccionar proporciones molares de fenol o fenoles substituidos con
oxicloruro de fosforo ante piridina, y el producto obtenido de esta reaccion se

sometio a hidrélisis llevandose a cabo rapidamente sin la necesidad de un

* Brochem. J, 33, 1182, (1939)



calentamiento prolongado. Los resultados experimentales indicaron que la

reaccion estd en equilibrio (Reac. 11):

o)
[
POCl; + 3C H,OH == /P\—Cl + HCl &=—
Ct 0.C4H,
° ;
i
P — O.C,H, + HCl === /P—-O.CGHS + HO
e
HCq-0 C1 HCg- O 0.C4H;
Reac. 11

La piridina no sélo efectia la eliminacion del cloruro de hidrégeno, sino
también la estabilizacion del intermediario clorofosfonato, presumiblemente
por formacion de un complejo de piridina. Un aumento en la temperatura
incrementa las relaciones molares de piridina y fenol con respecto al
oxicloruro de fosforo favoreciendo el desplazamiento del equilibrio a la
derecha [1].

Los alcoholes diaril alquilicos reaccionan lentamente con oxicloruro de
fosforo a 100° C y el producto de la reaccién al ser tratado con hielo da una
mezcla de mono y diésteres del acido fosforico. La reaccion se lleva a cabo
mas rapidamente a bajas temperaturas cuando se¢ emplea piridina como
disolvente y como agente condensante. La piridina ha sido usada por otros
investigadores en la preparacion de ésteres de acidos inorganicos.

E. Fisher introdujo el uso de la piridina con oxicloruro de fosforo, para

la preparacion de ésteres fosforicos, y el método fue empleado mas tarde por

" Ber.. 47, 3194, (1914}
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Abderhalden’. Este investigador noté que se formaba un compuesto cristalino
cuando se mezclaban piridina y POCl;. Se cree que la formula era (CsHsN),
POCI; (aducto I).

Los alcoholes diaril alquflicos reaccionaron a 0°C en una 5° parte del
tiempo requerido cuando se empleaba piridina, esto hizo suponer que la
funcion de la piridina no era solamente la de fijar el cloruro de hidrégeno que

se libera. El compuesto de adicion piridina-oxicloruro es doble. La reaccion es

(Reac. 12):

4 o
C
SHNQ 49 poon CsHsN{ °
P —_— P + CsHSNHCI
N SN
CsHN ol RO cl
Ct
(5
L
CsHN CHN 40 H,0
- PLaN ——> RO.PO(CH), + 2CsHgNHCI
CsHN( - OR
cl
(II)

Reac. 12

Pueden ser obtenidos excelentes rendimientos por este método usando
piridina y regulando las condiciones de presion y temperatura experimentales.
Si hay un exceso de oxicloruro de fosforo la reaccion se restringe a la

formacion del éster monofosforico.

* Ber., 51, 1380, (1918)
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La presencia de la piridina es un factor necesario en la formacién del
cloruro, y la reaccién es mdas facil de explicar si se asume que la
descomposicién del compuesto piridinice (II} se debe a la influencia del

aumento de la temperatura (Reac. 13):

e o
CsHsN( OR C5HgNY
/P< = >3—0 + R
CsHN O CsHN |
cl 0
Reac. 13

Fl oxicloruro de fosforo ha sido utilizado esencialmente como un agente
para introducir el radical H,PO,". Los experimentos muestran, sin embargo,
que el oxicloruro de fosforo en asociacion con piridina puede actuar de
acuerdo con las condiciones experimentales, como un reactivo para la
introduccion del radical 4cido o para el intercambio de un hidroxilo (OH ") por
un cloro.

El compuesto piridina-oxicloruro (I) fue preparado por Runciman B. D.
& Emest L. D [18] por reaccién de piridina y oxicloruro de fésforo la cual
origina un aceite que produce rapidamente unos cristales, éstos fueron lavados
y secados: este producto fue analizado. Observando P=9.2%, Cl=27.8%,
literatura P=99%; CI=34.1% (CsH;N),.POCl;. Este compuesto es
extremadamente higroscopico y se descompone en agua. Es soluble en

cloroformo. No es soluble en tetraclorure de carbono.



2.3.1 Hidrélisis de Halofosfatos.

En el sistema biologico es de gran importancia que los ésteres fosfato
sean hidrolizables (Reac. 14 ):

RO),PO THERS RO),PO)OH 2> ROP(OXOR, HH, moxom),

Reac, 14

La accion de las enzimas incrementa en un millén de veces la
proporcion de la hidrolisis en los sistemas biocldgicos.

SiR es un grupo complejo; depende de la naturaleza y estructura de éste
el grado de hidrolisis, asi como también de las condiciones de reaccion, a
saber: pH, temperatura y concentracion.

En condiciones acidas, neutras, o alcalinas y siendo R un grupo arilc,
los mono, di y tri ésteres al ser sometidos al proceso de hidrdlisis producen la
ruptura en el enlace P-O, lo cual ha sido demostrado por el uso de agua pesada

marcada con el is6topo l80, el cual queda unido al acido ortofosforico y no al
alcohol (Reac. 15):

RO)HO),PO + H°OH —— ROH + (H®OHXOH),PO

Reac. 15

A todos los valores de pH, la hidrélisis de los dialquil ésteres causa la

ruptura del enlace C-O.

17



En condiciones alcalinas los mono y tri alquil ésteres, sufren
rompimiento de los enlaces P-O. A pH bajo se dan rupturas minimas C-O,
Bajo diferentes condiciones la ruptura puede suceder en cualquiera de los
enlaces P-O 6 C-O [3].

Las soluciones de los ortofosfatos son fuertemente alcalinas, como
consecuencia de la hidrdlisis y sus sales (las que contienen los iones H,PO, y
HPO,?) son inestables térmicamente descomponiéndose al ser calentados en

P,0Os y desprendiendo agua (Reac. 16) [2]:

PO} + Hp0 “=—; HPO + OH™
Reac. 16

Los fosfatos asi como otros ésteres, son hidrolizables, propiedad que
permite regenerar el 4cido y el alcohol originales. El OH unido al fosfato le
confiere una acidez que permite gue puedan estar presentes varias especies en
equilibrio en la solucién de hidrolisis, mediante esta reaccion los ésteres de
acidos fosforicos se pueden ionizar, como ejemplo, un mono alquil éster

podria existir como dianién, monoanidn, y éster neutro (Reac. 17):

/OH o~ HY o HY
RO —P =0 “—— RO—P=0 “— RO—Pm==0
OH OH 0~ H*

Reac. 17



Dificilmente se produce ia ruptura del enlace alquilo-oxigenc v esto se
debe a que el anién carboxilato es fuertemente bésico y se comporta ¢omo un
mal grupo saliente, como el dcido fosforico tiene una acidez intermedia entre
los dcidos carboxilices y sulfénicos el anion fosfato es un grupo saliente
superior al carboxilato, por lo que el ataque nucleofilico al fésforo compite
con el ataque al carbono alquilico.

En soluciones acidas ocurre con mayor facilidad la degradacion del
éster fosforico al acido fosforico, no siendo asi en soluciones alcalinas, en las
que s6lo se hidroliza un grupo alcoxi de los trialquilfosfatos (RO)PO. Los
mono y dialquil ésteres ROPO(OH) » y (RO) ; PO(OH), son inertes al alcali,
atn después de un iratamiento prolongado, lo que se considera un
comportamiento extraordinario pero la explicacion es que los grupos OH
unidos al fosforo en los ésteres mono y dialquilicos se encuentran en forma
anidnica en solucion alcalina; por lo que la repulsion entre cargas iguales no
permite el ataque del ion hidroxido a estos aniones [15].

En estos ésteres existe una marcada tendencia a formar enlaces P=0, In
que causa que se lleve a cabo la reaccion de Arbusov [12], la cual se cataloga
como una de las reacciones mas ttilzs de la quimica de los compuestos
organofosforados, de modo que se da la trasposicion de un trialquil fosfito a

un fosfonato {Reac. 18).

o]

1
RO,P X5 (RO),—P —R

Reac. 18
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La reaccion (Reac. 19) ilustra la oxidacion con halogenocs de los

trialquilfosfitos [12].

(RO3,P + C1, — [(RO) 313c1]*c1*——> (RO),FO)CL +RCI

Reac. 19

Para los monoésteres la hidrolisis es mas rapida a pH=4, siendo
relativamente estables a valores de pH bdasico, el anién monoécido
{RO)P(OXOH)O™ es menos estable que el (RO)P(O)O; , y la proporcion de
aniones del monoéster varia considerablemente y esta relacionado con la
capacidad de donar electrones del grupo R involucrado.

En condiciones alcalinas los trialquil ésteres tienen un comportamiento
menos estable en comparacidn con los mono y dialquil ésteres, sin embargo
cuando los mono, di y trialquil fosfatos tienen radicales comunes (R), la
hidrélisis se presenta en la misma proporcion.

Esteres de fosfato mds complejos muestran variaciones considerables en
la proporcion de la hidrdlisis, asi el acido glucosa-6-fosforico es mas estable
en condiciones acidas, hidrolizandose inicamente por la accion de écidos
minerales, cuando se calienta con HCI a 100°C toma varios dias para que se
complete la hidrélisis, en contraste el acido glucosa-l-fosfato bajo estas

mismas condiciones en un periodo de 10 min es completamente hidrolizado,
Tabla 2 [5].

20



Tabla 2

Proporcide relztiva de hidrélisis de (ROYP(0)YT,”

a 100 °C

Fosfato de Metilo 1.00 (%)
Fosfato de Etilo 0.74
Fenilfosfato 32.0
p-Tolilfosfato 26.6

p-Nitrofenil Fosfato 66.80

Bencil Fosfato 1.61
Glicerol-1-Fosfato 1.85
Glucosa-1-Fosfato 1.85

Las condensaciones y la hidrdlisis tienen lugar por derivados

<0

intermedios pentacoordinados al fésforo (Reac. 20).

H—0—P—J—R + R—0—H ==

HEH
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HeH

Reac, 20

Por otro lado los polifosfatos y los fosfatos condensados forman puentes
C-O-P y P-O-P muy estables para permitir su empleo en las estructuras
bioquimicas y lo suficientemente labiles para permitir su uso en reacciones
bioquimicas y como catalizadores [10].

Siendo haluros 4cidos, los halofosfatos estdn sujetos al proceso de
hidrélisis dando como resultado de esta reaccion los correspondientes acidos

libres de acuerdo con las reacciones (Reac. 21) y (Reac. 22) [20]:

ROP(D)X, + 2H,0 ——> ROP(OXOH), + 2HX

Reac. 21

(RO),P(OIX + H0 ——> (RO}P(O)OH + HX

Reac, 22
Los alquil dihalo fosfatos inferiores y los derivados arilo pueden ser
hidrolizados con éxito por tratamiento con agua, a temperatura ambiente o por
debajo de ésta. Los derivados secundarios (RO),P(O)X resisten la hidrolisis
suave requiriendo temperaturas mas altas en comparacién con los

dihalofosfatos de alquilo, en un medio 4cido la hidrélisis parcial de las



ligaduras del éster se ve favorecida. En alcali acuoso los helofosfatos
secundarios en general y los dihalofosfatos primarios, se convierten en las
correspondientes sales de los 4cidos; por acidificacion de los halofosfatos
secundarios y dihalofosfatos primarios se obtienen los 4cidos libres. Los
haluros de €steres ciclicos usualmente sufren apertura de anillo en tratamiento

hidroiitico de cualquier clase.
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2.4. Aplicaciones del Producto. Actualizacién Bibliografica.

2.4.1. Aplicaciones Bioquimicas.
p-Nitrofenil Fosfato:

Como sustrato de fosfatasas de doble especificidad Cdc25 (ejemplo la
fosfatasa cisteina) de especificidad dual que catalizan la activacion de la
quinaza ciclica-dependiente {7].

Como sustrato de una fosfatasa alcalina no dependiente de Mg™ de
Saccharomyces cerevisiae [9].

Como sustrato de una nueva fosfatasa 4cida eucaridtica dependiente de
Mg* (MDP-1) [19].

Para medir la influencia de tensién de agua en la hidrélisis de ATP y p-
nitrofenil fosfato (pNPP) por la ATPasa de la membrana plasmatica, en
vesiculas purificadas de membrana plasmatica del hipocotiledén del frijol de
soya por el método de gradiente de centrifugacion de la sacarosa. Los
resultados experimentales indicaron que la tensién del agua cambia el
mecanismo de catdlisis de la membrana plasmatica H -ATPasa por alteracién
del proceso de defosforilacion catalizado por la fosfatasa [17].

El p-nitrofenil fosfato (pNPP) podria ser hidrolizado por vesiculas de la
membrana plasmatica del hipocotileddn del frijol de soya. El pNPP puede
inhibir l1a hidrélisis de ATP y el transporte de H' de la membrana plasmatica
H'-ATPasa. Mientras que la hidrolisis de pNPP es inhibida por MgATP y
vanadato; sin embargo, la hidroxilamina y los iones potasio no afectaron la
hidrdlisis de pNPP. La conclusién es que la defosforilacion procede de manera

separada de la fosforilacion; el K' no requirié de defosforilacion [16].



Para la determinacion de la estructura cristalina de tiroxina fosfatasa
una proteina de peso molecular bajo del Saccharomyces cerevisiae y su
complejo con el sustrato p-nitrofenil fosfato [21].

Para determinar la evidencia de un no-enlace de coordinacién del p-
nitrofenil fosfato al centro dinuclear del Fe(III)-M(I1), en la fosfatasa 4cida de
bazo purpura de bovino durante la produccidn enzimética [14].
p-Nitrofenil Fosfato de Dietilo:

Como sustrato inhibidor para la desacetilacion del Rifalazil en
microsomas del higado humano [13].

Como sustrato inhibidor de la enzima fosfolipasa A2 (aiPLA(2)) nativa

de los pulmones de humanos, ratas y bovinos [8 ].

2.4.2. Aplicaciones generales.

Para medir los efectos de isétopos de atomos pesados para las
reacciones del p-nitrofenil fosfato (pNPP) en complejos estables de Co como
el cis-{Co(en)2(OH)pNPP] (1), Co(NH3)5pNPP (2), y un complejo
Co(ciclico) de pNPP (4) formado reversiblemente en solucion. Los complejos
1 y 2 sufren disociacién de pNPP en competencia con el ataque nucleofilico
para liberar p-nitrofenolato [4].

Para la determinacién de la aceleracion de la catdlisis acida en la
transesterificacién fosfato de 2-Hidroxipropil-p-nitrofenilo por solventes
organicos [11].

Otros ésteres fosféricos tienen propiedades para aplicarse en diferentes
dreas como plastificantes, retardantes de flama, reactivos en la preparacion de
polimeros érgano fosforados, para la extraccion de cationes con disolventes,

insecticidas y gases enervantes [5].



El p-nitrofenil fosfato de dietilo presenta una marcada accion
insecticida, usandose como el precursor de los insecticidas de ésteres de

tiofosfato y también se usa en el tratamiento dei glaucoma [20].



3.1 Sintesis.

3.1.1 Material y equipo.

3.1.1.1 Equipo.

Espectrofotémetro Perkin-Elmer Hitachi Modelo 200

3.1.1.2 Reactivos.

1.- p-Nitrofenol recristalizado (Q.P.)

2.- Oxicloruro de fosforo destilado (Q.P.)
3.- Piridina seca (Q.P.)

4.- Carbonato de sodio (Q.P.)

5.- Hidréxido de sodio concentrado (Q.P.)
6.- Mezcla (1:1) de etanol-éter

7.- Agua



3.1.2 Método de obtencidén.

El método utilizado para ia obtencion del producto consiste en hacer
reaccionar el p-nitrofenol con oxicloruro de fosforo usando piridina come
disolvente, de este modc se obtiene un derivado dihalcfosfato de arilo. Se
hidroliza con agua en condiciones de reaccién muy controladas.

La obtencidn de la sal de sodio del p-nitrofenil fosfato se puede realizar
con dos reactivos diferentes Na,CQO; o NaOH:
la. Nap,CO;. Al utilizar este reactivo el p-nitrofenil fosfato de sodio se obtiene
con bajo rendimiento (25.44%) y alta pureza (90.23%).

El producto fue caracterizado por espectroscopia ultravioleta utilizando el
coeficiente de extincion molar.

1b. NaOH. Con esta hidrolisis el producto que se obtiene estid contaminado
con p-nitrofendxido de sodio, lo que aumenta el rendimiento del producto pero

su calidad es menor.
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3.1.2.1 Preparacién de p-Nitrofenil Fosfato de Sodio usando Oxiclorure

de Fésforo, p-Nitrofenol y Piridina.

1.- Un matraz bola de 3 bocas de 500 ml, se acondiciona con refrigerante en
posicion de reflujo y dos embudos de adicién.

En el matraz, enfriado externamente con bafio de hielo, se coloca 0.55
mol (76.7 g) de p-nitrofenol; por uno de los embudos de adicién se agrega
piridina 0.55 mol (44.41 ml) gota a gota, bajo agitacion continua; terminada
esta adicion se afiaden 0.54 mol (51.43 ml) de POCI;. Se retira el bafio de
hielo y se calienta a reflujo durante 25 horas.

Terminado el reflujo se destila la mezcla de reaccién a presion reducida.
El producto de punto de ebullicién de 76° C cristaliza en cuanto se enfria. El
destilado es mezcla de oxicloruro de fésforo y piridina que no reaccionaron en

el disolvente. El rendimiento del dicloro fosfato de p-nitrofenilo fue del
63.82%.

S «
OZN@OH + pPCCly; —= OzN‘@*O——P/\;‘O + HCt

c1

2.~ Hidrélisis

El compuesto dicloro fosfato de p-nitrofenilo obtenido de la destilacion
se hidroliza con agua y se refluja pasando a través de la solucién una corriente
de aire seco para eliminar los vapores acidos que se producen. Se forma el
fosfato diacido de p-nitrofenilo, esta solucién se evapora en una desecador al
vacio que contiene NaOH, precipitando instantaneamente. Este precipitado se

filtra. El rendimiento fue del 40.20%.



Cl CH

ozw@oﬂpfw\so + 2H,0 — OzN@—ﬂ-—P{mo
a

OH

3.- Formacion de la sal de sodio:

3.1.- Na,CO,

La sal dis6dica del fosfato de p-nitrofenilo se prepara adicionando el fosfato
acido de p-niirofenilo que se encuentra disuelto en agua, carbonato de sodio,
la solucion cambia a un color amaritlo intenso. Se precipita la sal disédica del
fosfato de p-nitrofenilo agregando una mezcla (1:1) de éter etilico-etancl, se
recristaliza con la misma mezcla. El rendimiento fue de 25.44% con una

pureza del 90.23%.

ONa

OH
/ /

OzN—@‘O——P\—T—O + NagCoy —— OzN—@—O—P—\=O + HyC0,
OH

OMa

3.2.-NaOH

El fosfato acido de p-nitrofenilo se refluja pasando aire seco a través de
la mezcla de reaccion, se le ajusta el pH a 7-8 con una solucién de NaOH
concentrada manteniendo la reaccidén en bafio de hielo. El exceso de agua y
piridina se eliminan de la mezcla de reaccién por destilacion a presion
reducida a 60 °C.

Al residuo sélido de la destilacion se le adiciona etano! caliente al 87%
para extraerlo, se filtra en caliente. El producto sélido se seca en un desecador
al vacio, obteniéndose un sélido ligeramente amarillo. El rendimiento fue de

(30.969 g) 58.88%.
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3.2 Caracterizacion,

3.2.1 Espectroscopia Infrarrocjo.

Banda intensa = (i)
Banda media=(m)
Banda suave =(s )

Banda ancha=(a)

Tabla 3

p-Nitrofenil fosfato de sodio

Literatura cm™

Observado cm™

Observade cm™

Absorciones Importacion | Sintetizado
( i), -OH fenoles, arométicos 3600-3100 | 3500-3200 | 3440-3360
( 1), -OH, alcoholes, fenoles 3600 -3100 | 3500-3200 | 3140-3000
( s ), -C-NO,, fenoles aromaticos | 1600 - 1580 1610 1600
( s ), P-fenilo, R-NO, 1490 1520 1500
(5), P=0, J-0-P=0, -C-NO, 1380 1370 1360
( m ), P-O-C, @-O-P=0, P=0 1260 - 1250 | 1290 -1260 1256
(s5), P-O-C 1180~ 1100 1200 1160
(s), P-O-C 1180-1100 | 1160-1120 1130
{s), C-0.0 11801100 | 1160-1120 1070
( s5), B-0-P=0 1000 — 950 1000 —980 995
(s), B-O-P=0 1000 -950 | 1000980 960
( s ), sales inorg., p-nitrofendxido 580 600 590
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3.2.2 Espectroscopia Ultravicleta.

Tabla 4
Determinacion de pureza del p-Nitrofenil fosfato de sodio
Propiedades Importacién Sintetizado
A vax 0.43 0.467
Azam 311 nm 290 nm
Concentracion 7% 107 g/ml 1x 10™ g/ml

Se realiza espectroscopia ultravioleta para determinar pureza del

producto y cuantificarlo.
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. Se sintetizd el acido p-pitrofenil clorofosforico, haciendo reaccionar

p-nitrofenol, piridina y POCl;.

. La hidrélisis alcalina para la obtencion de la sal se realizdé con NaOH y
Na,CO; . En el primer caso el producto fue de mayor rendimiento por la
hidrolisis parcial del acido p-nitrofenil fosférico, al contaminarse con p-

nitrofendxidoe de sodio

. El mejor producto se consiguié al hidrolizar con Na,CO; porque el p-
nitrofenil fosfato de sodio obtenido fue del 90.22% de pureza, aunque el
rendimiento es del 25.44%.

. De la actualizacién bibliografica se observa que el p-nitrofenil fosfato
de sodio ahora también se utiliza como sustrato en el metabolismo de la
respiracion, de tal modo que la sintesis de este producto continua siendo

vigente.
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