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RESUMEN

Esta tesis describe ia pirolisis de algunos aminodcidos, poli-aminedcidos, purinas y pirimidinas
a temperaturas entre 400°C y 1000°C. Se evalud la supervivencia de los aminodcidos, de las purinas
v de fas pirimidinas, asi como la formacién de piperazindionas en el caso de los aminoécidos. Se
encontrd que los aminoacidos y las bases nitrogenadas de los dcidos nucleicos no sobreviven a
temperaturas superiores a 700°C; al mismo tiempo, ellos presentan niveles de supervivenciade 1 a
10% a temperaturas de 500 a 600°C y la produccién de piperazindionas es de ese mismo orden que
los aminodcidos correspondientes.

Se estudid el efecto de las atmésferas de N; v de CO- para simular diferentes condiciones de la
Tierra Primitiva en los experimentos piroliticos de los compuestos estudiados v se encontrd que la
diferencia entre los niveles de supervivencia de las moléculas biolégicas pirolizadas en estas
atmosferas, no es muy significativa.

Se llevo a cabe la pirdlisis de los amincdcidos en presencia de gel de silice como un catalizador
modelo a temperaturas entre 400°C v 1000°C y se evalud su efecto sobre la supervivencia de los
amincéacidos y la produccion de las piperazindionas, demostandose que el gel de silice tiene un
pequeifio efecto catalitico en la produccion de las piperazindionas en estas condiciones.

Se analizaron cualitativamente los productos poco voldtiles ¥ solubles en cleroformo, de la
pirdlisis de los aminodacidos valina y leucina como representantes de los aminoacidos a temperatura
de 500°C en la presencia de gel de silice. Se identificaron como principales productos las
piperazindionas, amidinas biciclicas ¢ hidantoinas entre otros.

También se analizaron cualitativamente los productos poco volatiles y solubles en cloroformo
de la pirdlisis de poliglicina, polialanina y polivalina a temperatura de 500°C. Estos productos
fueron separados por un cromatégrafo de gases, acopiado a un espectrémetro de infrarrojo y uno de
masas para identificar cada uno de los compuestos. Los productos principales foeron: isocianato,
acidos carboxilicos, cetonas, nitrilos, amidas, aminas, hidrocarburos saturados e insaturados,
pirroles, piridinas, hidantoinas y piperazindionas. La formacién de las piperazindionas fue una de
las rutas principales de la pirolisis.

A pesar del alto grado de descomposicion de ias biomoléculas estudiadas, el papel de la
entrega por los cuerpos extraterrestres podria ser muy importante en el origen de la Vida, tomando

en cuenta la cantidade de sedimentacion del polvo interplanetario y otres cuerpos espaciales.




ABSTRACT

In this thesis the pyrolysis of some amino acids, poly-amino acids, purines and pirimidines at
temperature of 400-1000°C has been described. Both the survival of amino acids, purines and
pyrimidines, and the formation of piperazinediones in the case of amino acids have been evaluated.
It has been found that most of the compounds studied cannot survive the temperatures substantially
higher than 700°C: however at 500-600°C, the recovery can be at a per cent or 10% level. The
production of piperazinediones is of comparable levels as the survival of the corresponding amino
acids.

Compariscn of the results of pyrolytic experiments under the atmosphere of COz and Nz (both
of them are used to simulate different conditions in the primitive "Earth) gave no remarkable
differences in the survival of the compounds studies.

The pyrolysis of the amino acids in the presence of silica gel as a model catalyst has been
carried out at 400-1000°C, and its catalytic effect on the amino acids survival and the production of
piperazinediones has been evaluated. It has been shown that silica gel has a little catalytic effect on
the production of piperazinediones under the applied conditions.

Less volatile and chlorofoerm soluble products of pyrolysis of the representing amino acids,
valine and leucine, at 300°C in the presence of silica gel have been analyzed qualitatively.
Piperazinediones, biciclic amidines and hydantoines have been identified as principal producis

Besides, less volatile and chloroform soluble pyroiysis products of the poli-glicine, poli-alanine
and poli-valine at the same temperature have been analyzed. All these products have been separated
by the gas chromatography coupled with infrared spectroscopy and mass spectrometry. In this way.
the spectra have been obtained and analysed. The principal products were. an isocyanate, carboxylic
acids, ketones, nitnles, amides, amines, saturated and insaturated hidrocarbons. pyrroles, pyridines,
hydantomnes y piperazindiones. One of the principal pyrolytic pathways is the formatien of
piperazinediones.

Despite the high degree of decomposition of the biomolecules studied. the role of
extraterrestrial delivery by extraterrestnal bodies could have been very important for the origins of
Life, if to take into account high rates of sedimentation of interplanctary dust and other space

bodies.
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1. ANTECEDENTES

L1.  Técnicas experimentales de pirdlisis y cromatografia

Existen diferentes métodos fisicos y quimicos para la degradacidn de polimeros organicos
tales como la hidrélisis, oxidacion, reduccidn, fotdlisis, pirdlisis y radidlisis, los cuales se emplean
para producir los productos de la degradacién que una vez analizados proporcionan informacién
acerca del polimero original. La pirdlisis analitica (Pi) se constdera el método de mayor influencia
en el andlisis de muchos compuestos de este tipo, debido a que puede acoplarse con otras téenicas
de andlisis como la cromatografia de gases (CG), las espectroscopias de infrarojo (ED) y
espectrometria de masas (EM). Estos sistemas integrados permiten una identificacion rapida, segura
v eficiente de los productos.

La pirdlisis convierte a la muestra en otra sustancia o sustancias por medio de temperaturas
altas. Este proceso generalmente produce moléculas con peso molecular mas bajo hasta su
descomposicién completa, sin embargo, también pueden resultar productes con peso melecular mas
etevado, debido a las reacciones intermoleculares. Los perfiles piroliticos son caracteristicos de una
muestra particular, que resultan de la aparicidon de los productos especificos o de la distribucién
relativa de los productos. La pirdlisis analitica es un método que se utiliza para caracterizar una
muestra original por medio de sus productos piroliticos.

La distribucion de los productos de la pirdlisis depende de {a presién, la temperatura y tiempo
de exposicion a la temperatura. Los aspectos tednicos de la pirdlisis de polimeros se basan en un
mecanismo de reaccion por radicales libres.

Segin el método de calefaccion, los aparatos pirdliticos se clasifican en dos grupos: (1) con
energia continua y (2) con energia pulsada. Los equipos del pnmer grupo son los homos o
microreactores v se calientan mediante una resistencia eléctrica y a los del segundo grupo se
utilizan aparatos de filamento mediante el calentamiento inducido de un metal ferromagnético con
la aplicacién de radiofrequencias ("Curie point pyrolyzers"), pirélisis por medio de laser, descargas
clécincas e induccién por radiacion.

La pirolisis instantdnea ("Curie point pyrolysis™) evita las reacciones secundarias y da lugar a
productos difercntes a aquellos producidos en la pirdlisis lenta. Esto genera difcrencias en los

resultados de los productos pireliticos.



La variabulidad de los resultados es debida también & otros factores tales como: las diferencias
ntre las formas y tamafio de la muestra, las técnicas acopladas y sus detectores durante el analisis.
tc., que influyen en Iz distribucior de los productos piroliticos.

Por la manera de analizar los productos, las técnicas de la pirdlisis se clasifican en pirdlisis
en linea" y "fuera de linea” En el primer caso el pirolizader estd acoplado directamente a un
romatografo y/o a otros equipos de analisis v en el segundo caso, el pirolizador estd separado de
0s aparatos analiticos.

Se utiliza también la téenica de la pirdlisis por pasos (Levi et al..1970) para la determinacién
le los residuos organicos en las matrices inorganicas. La columna cromatogréfica se mantiene a
emperatura subambiental (-60°C) y la muestra se calienta desde temperaturas ambiente, hasta 150,
300, 460 y 480 °C durante 3-10 min. La técnica asegura que los productos voldtiles se detecten

-orrectamente.

1.1 1. Pirclisis/Cromatografia de gases (Pi-CG)

El pirolizader puede acoplarse a un cromatégrafo de gases para llevar a cabo la separacidn e
dentificacién de los productos de la pirdlisis instantanea. El gas acarreador empleado en un
cromatografo pasa por el pirolizador y lleva los productos de la pirdlisis en la pre-columna y luegoe
a la columna cromatografica. Los pirolizadores que se acoplan al cromatografo de gases permiten
controlar la temperatura de la pirdlisis y controlar el tiempe de la reaccién (tipo homo).

Las columnas capilares para la cromategrafia de gases que se usan para este anélisis (Irvin.
1982) son OV-17 (poli-fenilmetilsiloxano) y Carbowax 20M (polietilen glicol) principalmente.

La mayoria de las fases estacionarias de las series Chromosorb 100 y Porapaks (Q, QS) pueden
aperarse a temperaturas de 300°C. Otros, como Tenax (2.6-difenil-p-fenilen dxido) son estables
hasta 375°C. Tambien se pueden utilizar las fases Porasil. Spherosil, Carbowax 20M y Carbopak.
de las series HP y Ultra, etc.

En la optimacion del analisis influye la naturaieza del gas acarreador, la mavoria de las
aplicaciones de Pi-CG describen el uso de nitrogeno como el gas acarreadoer vy el heho se ¢scoge
para Pi-CG-EM. La naturalcza del gas acarreador puede influir ¢n fa distnibucion de los productos
51 se utiliza mitrdgeno como gas acarrcador, se dentifican productos de menor peso molecular que
si se utiliza hidrogeno, ya que dste uene un efecto reductor {pirdlisis por hidrogenacion) Una

eficiente scparacion de productos piroliticos requiere una programacion de temperatura.



El andlisis del cromatograma nos permite conocer el nimero de productos y si comparamos los
riempos de retencidn con estandares podemos identificar de que productos se trata. Las técnicas de
infratrojo y espectrometria de masas nos dan una informacidn respecto a la estructura de los
compuestos.

Lo anterior no significa que la cromatografia carezca de importantes aplicaciones cualitativas.
Por ejemplo, mediante un cromatograma se pueden detectar en un hidrolizado de proteina 30 o més
aminoacidos. No obstante, la confirmacién de la identidad requiere la investigacion quimica o
espectral de los componentes aislados. Al mismo tiempo, una investigacidon espectroscopica seria
normalmente imposible sobre una mezcla tan compleja come la anterior, sin una separacidn
cromatogrifica previa. Por lo tanto, la cromatografia es con frecuencia una etapa vital en los
analisis epectroscopicos cualitativos.

Es importante considerar que, aunque los cromatogramas no conducen a una identificacién
positiva de las especies presentes en una muestra, proporcionan a menudo la evidencia segura de la
ausencia de ciertos compuestos. Asi, $1 en la muestra no aparece un pico con el mismo tiempo de
retencién que el estAndar en las mismas condiciones, se puede asumir que el compueste en cuastion
estd ausente {o tiene una concentracion por debajo del limite de deteccidn del procedimiento).

La transferencia ineficiente de los productos del pirolizador hasta la columna cromatogréfica
puede conducir a vanaciones significativas en los productos de distribucién. En caso de los
compuestos simples puede ser adecuada la comparacidn de los tiempos de retencidon con los
compuestos estindar. pero para muestras mas complejas esto no ¢s facilmente aplicable. Ademas.
los tiempos de retencion pueden ser iguales, pero las estructuras no. Finalmente, la identificacion de

los productos puede es mas segura cuando se apliquen las técnicas espectroscdpicas.

1 1.2, Cromatografia de gases/Espectrometria de masas (CG-EM)

La mayoria de los espectrometros de masas de sector magnético y de cuadrupolo se suministran
con los accesorios necesarios para acoplarlos a un equipo de cromatografia de gases Cuando se
dispone de los compuestos de referencia. la identificacidn final se basa en una comparacién de los
espectros de masas deb analito con los espectros de las muestras pdtron de los compucstos
csperados. El procedimiento se basa en suponer que (1) los modelos de fragmentacion son dnicos ¥
(2) que las condiciones experimentales se pueden controlar de tal manera que los espectros sean

reproducibles. La probabilidad que tienen compuestos diferentes de dar el mismo ¢spectro sc hace



cada vez menor a medida que aumentan los picos espectrales. Por esa razdn, la ionizacidn por
impacto de electrones es el métedo elegido para comparar los espectros de los compuestos,

De los espectros de masas de los productos formados por la pirdlisis, la primera informacién
que puede conocerse a través del pico det ion molecular es su peso molecular. El pico del ion
molecular permite ademés determinar si el compuesto contiene ¢ no atomos de nurdgenc
incorporados ya que los compuestos con relaciones de masa-carga (m/z) de nlumero impar tienen un
nimero impar de dtomos de nitrégeno, como en el caso de los nitrilos. Relaciones de m/z pares
sugieren compuestos que no contienen atomos de nitrdégenc o que contienen un nimerc par de estos
atomos, por ejempio los hidrocarburos o los piperazin-2,5-dionas (PDs), respectivamente.

Desafortunadamente, las alturas de los picos de los espectros de masas dependen en gran parte
de variables tales como la energia de haz de electrones, la localizacion de la muestra con respeto al
haz, la presion de la muestra y la temperatura. En consecuencia, se observan variaciones
significantes en la abundancia relativa para espectros obtenidos en diferentes laboratorios y con
diferentes instrumentos A pesar de esto, ha sido posible en un nimero elevado de casos identificar
analitos a partir de espectros de una biblinteca obtenides con diversos instrumentos y condicicnes
de trabajo. Generalmente es deseable confirmar la identidad de un compuesto por comparacion de
su espectro con el espectro de un compuesto auténtico obtemdo ¢on el mismo instrumento v bajo
las mismas condiciones.

Los pirolizadores se pueden acoplar directamente con los espectrometros de masas (Pi-EM)

para la produccién de pirogramas de masa de identificacion.

1.1.3. Cromatografia de gases/Espectroscopia de infrarrojo(GC-EITF)

El acoplamiento de un cromatografo de gases con un espectrdmetro de nfrarrojo de
transtormada de Fourier proporciona un potente medio para la separacion € idenuficacion de los
componentes de mezclas complejas. Los datos espectrales se digitalizan y se almacenan en un
ordenador v a partir de ellos se¢ obtienen los espectros.

A veces se tropieza con dificultades cuando sc intenta comparar los espectros correspondientes
a los efluentes gaseosos de la columna con los espectros de la biblioteca que se han obtenido a parur
de muestras solidas o liguidas. Los espectros de gases contienen una cstructura fina rotacional, la
cual no s¢ encuentra en los espectros de solidos o liquidos; como resultado se observan difercncias

signifteativas en el aspecto de los espectros Otra diferencia entre 103 espectros en lase gascosa y en



fase liquida es la ausencia en las primeras bandas debidas a interacciones intermoleculares, tales
como los puentes de hidrogeno en alcoholes y en los dcidos. Como en el caso de la CG-EM, hay
disponibles biblictecas de espectros digitalizados y sistemas de blisqueda para manipular la enorme
cantidad de datos, que producen los instrumentos de CG/EITF, afin con muestras relativamente

simples.

1.1.4. Cromatografia de liguidos de alta resolucién (HPLC)

Sobre la separacién y el analisis cromatogréfico de los amincacidos se han publicado muchos
trabajos (lrwin, 1982; Merritt et al., 1967; Mauger, 1971). Generalmente, los métodos de separacion
fueron disefiados tomando en cuenta las diferencias de hidrofobicidad de los compuestos y la
influencia de los sustituyentes en la carga final de las estructuras zwitteriénicas.

Las técnicas mds utilizadas para este tipo de analisis son la cromatografia de pares idnicos o la
cromatografia de reparto. Los aminodcidos pueden ser separados en forma no derivatizada en las
cotumnas de exclusion idnica, pero esto requiere de un control del pH cwdadoso, lo cual permite la
elucion de diferentes atninodcidos conforme al cardcter catidénico de los grupos amino terminales,
Las separaciones de los aminoécidos en fase reversa generalmente requieren de una derivatizacion
pre-columna. Una zlternativa es ia cromatografia en la fase reversa de los amincdcidos libres con la
derivatizacidn post-columna. Esto es posible por la formacidn de los pares idnicos al usar las sales
de alquil-sulfonatos como aditivos en la fase méwvil.

Sin embargo, los aminodcidos no derivatizados también pueden ser separados con una buena
resolucion utilizando una columna con silice Cg de 100 x 4 6 mm d.i. {Chaves das Neves and
Morais, 1997). En este trabajo fueron separados cromatograficamente de una mezcla 20
aminodcidos en 35 minutos. Hay que tomar en cuenta que para esta separacion atilizaron gradiente
de elucién. El eluente A fue una soluctén acuosa de acido trifluoroacético con pH 1.97 v el eluente
B acetonitrilo (que aparece en concentracion de 35% en 20 minutos del proceso cromatogrifico y
aumenta hasta 40% en 28 minutos). Ademds, se utilizé el detector Sedex 55 (evaporative light
scattering detector).

La cromatografia de reparto es el tipo de cromatografia de liquidos mdas ampliamente
utilizada. Anteriormente la mayoria de aplicaciones de este métode se referia a los compuestos

polares no 10nicos, [os cuales tienen de bajo a moderado peso molecular (< 3000). Recientemente se



1an desarrollado algunos métodos (derivatizacion y formacion de pares iomicos) que permiten las
eparaciones de los compuestos idnicos por este mecanismo.

En cromatografia de fase reversa, la fase estacionaria es no polar v con frecuencia se trata de
m hidrocarburo, ia fase mévil es polar como el agua, metanol o acetonitrilo. Por esa razén, los
-omponentes mas polares aparecen primero en el cromatograma. Casi las tres cuartas partes de toda
a cromatografia de liquidos de alta resoiucién se lleva a cabo usando cromatografia de fase reversa.
Por lo general, el grupo sustituido de siloxano en estos recubrimientos es una cadena Cg {n-octilo) o
una cadena Cg (n-octadecilo). Los grupos de hidrocarburos se alinean uno junto al otro y en forma
perpendicular a la superficie de la particula, dando una estructura semejante a un cepilio.
Hasta el momento no estd del todo claro el mecanismo por €l cual estas superficies retienen a los
solutos. Se cree que la estructura de cepillo se comporta como una fase estacionaria liquido-liquido
ordinaria. Otra opinién es que en esta fase tiene lugar una adsorcién fisica. Las moéleculas de la fase
movil compiten entonces con las del analito por uma posicion en la superficie orginica. Lo
importante es que las cadenas mas largas originan rellenos, que muestran una mayor retencién.
Ademads, una mayor longitud de la cadena permite una mayor cantidad de Ja muestra. Por ejemplo,
para un refleno de Ciz es casi el doble que para uno de C4 en condiciones similares. Sin embargo,
esta regla no funciona cuando el porcentaje del carbono es idéntico.

En la mayoria de las aplicaciones de la cromatografia en fase reversa, la elucion se lieva a
cabo con una fase movil de elevada polaridad (una solucién acuosa) conteniendo concentraciones
diversas de disolventes como metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano. Se ha de procurar que el pH
sea menor, de aproximadamente, 7.5 porque si no, puede tener lugar la hidrolisis del siloxano, lo
que llevaria a la degradacion de la fase estaciondria.

Una buena cromatografia con fases moviles interactivas, requiere un equilibrio adecuado
entre las fuerzas intermoleculares existentes entre la muestra, la fase movil y la fase estacionaria.
Estas fuerzas intermoleculares se describen cualitativamente en términos de polaridad relativa de
cada uno de los reactivos. Las polaridades en orden creciente para varios grupos funcionales del
analito son:

Hidrocarburos < éteres < ésteres < cetonas < aldehidos < amidas < aminas < alcoholes.

El agua es mas polar que cualquer compuesto que contenga alguno de los grupos funcionales

anteriores.



Para describir cuantitativamente la polaridad del disolvente, se han desarrollado varios indices.
!l mas util para la cromatografia de reparto parece ser el indice de polaridad P', desarrollado por
nyder. Para mejorar la resolucion cromatografica de dos especies se puede manipular mediante el
actor de capacidad k', el cual puede a su vez modificarse, cambiando el indice de polaridad del
lisolvente. Es decir, para una separacion en fase reversa:

ks ety =10 (F2-FD2

tonde k'; y k'; son valores inicial y final de k' para un soluto dado, P'; y P%; son los correspondientes
ralores de P' de la fase mévil.

Para una mezcla de disolventes A v B ¢l indice de polaridad P’z

Plap =@ Ply+ds Py,

ionde P's y P'p son los indices de polaridad de los dos disolventes y ¢ v ¢p son las fracciones del
solumen de cada uno de ellos.

En el estudio presente se utilizd la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) para
inalizar cuantitativamente las bases de los dcidos nucleicos y aminodcidos recuperados después de

a pirdlisis y los productos mayoritarios de la pirélisis de aminodcidos piperazin-2,5-dionas (PDs).

1.2,  Experimentos de la pirélisis de las moléculas bioldgicas

1.2 1. Pirdlisis de amunodcidos

La pirdlisis de los compuestos bioldgicos, incluyendo los aminodcidos y las bases de 4dcidos
nucleicos, ha sido y sigue siendo un asunto de numerosos estudios (lrwin, 1982; Meuzelaar et al.,
1982). Los primeros estudios de la pirdlisis de aminoacidos los realizaron Jamak (1960) y Ulehla
(1961). Posteriormente Winter v Albro (1964) encoantraron que los fragmentos de aminas
predominaban cn la pirdlisis de estos compuestos, pero su formacion requeria de un periodo de
equilibrio antes del analisis de los productos piroliticos. Esto aseguraria la ocurrencia de reacciones
sccundarias e incrementaria la complejidad de los pirogramas.

Estudiando la pirdlisis d¢ aminedcidos, Simmonds y Shulman informaron sobre la degradacién

controlada para estos compuestos usando P-CG-EM (Simmonds et al., 1972; Memitt et al.. 1967;



Ratcliff et al.,, 1974). Las variaciones en la pirdlisis, combinadas con la identificacidén de los
=spectros de masas de los productos, permite identificar muchos productos de pirélisis, Esto indica,
que bajo la pirdlisis todos los aminoédcidos estudiados, con la posible excepcion de la glicina,
presentan reacciones similares.

Simon y Giacobbo (1965) caracterizaron 28 aminodcidos y en estudios posteriores se
identificaron muchos de los productos de la pirdlisis de los aminoacidos y se propusieron
mecanismos para su formacidn (Vollmn et al., 1966; Shulman et al.,1968; Simmonds et al., 1972,
Ratcliff et al., 1974; Paiterson et al.,1973; Posthumus et al.,1977). Por ¢jemplo, la fenilalanina bajo
la pirélisis produce tolueno, estireno, benceno, etilbenceno (Simon et al., 1973) y el complejo de
productos minoritarios que incluye fenantreno, naftaleno, bifenilo, estilbenceno, quinolina,
antraceno v fenilnaftaleno (Patterson et al., 1973). Segtiin Winter y Albro (1964) a partir de la
fenilalanina por las reacciones secundarias se obtienen amoniaco, dimetilamina, etilamina,
propilamina, tripropilamina, dipropilamina, fributilamina y bencilcianida.

Ratcliff v sus colaboradores (1974) indican que los aminoédcidos se descomponen a 500°C y
producen CO,, H;0, NH; y CO junto con una variedad de compuestos orgénicos voldtiles sirples
como aminas, nitrilos, amidas, hidrocarburos, etc., asi como sufren la ciclodimerizacion
intermolecular produciendo dicetopiperazinas con rendimientos de 5 a 20% (Ratchiff et al., 1974,
Simmonds et al.,, 1972) ¢ hasta 68% para alanina (Basiuk and Navarro-Gonzéilez, 1998). El dltimo
hecho es muy importante en el contexto del origen de la vida porque los residuos de aminoacidos en
PDs pueden regenerar a los aminodcidos libres de nuevo bajo hidrolisis.

Para los c-aminodcidos (Ratcliff et al., 1974) la ruta pirolitica mas importante es la
descarboxilacién con la formacién de aminas. Entre otros productos (Figura 1, Tabla 1), los
aldehidos formados tienen un atomo de carbono menos que la materia prima. Los productos de
reacciones secundarias son N-alquilaldimidinas y nitrilos en cantidades de § a 12% que se producen
de aldiminas sencillas, las cuales a su vez pueden ser los productos de descomposicion de las
dicetopiperazinas y aminas y contienen un atomo de carbono menos que los aminodcidos padres
(Fig. 1, Tabla 1).
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Fig. 1. Reacciones de «-aminoacidos bajo las condiciones piroliticas (Rateliff et al., 1974).

Los o-aminoacidos con «-metil-sustituyentes como la o-metilalanina y isovalina se
descomponen con produccién de las cetonas con un dtomo de carbono menos que los amincacidos
padres. Otros procesos primarios son:

a) la descarboxilacion (Fig. 2):

H

(1

ne i o, @
He co- — |HC — + N
: 0 )
NH+ H,

NH+

Fig. 2. Descarboxilacion de los c-aminoicidos con g-metil-sustituyentes en PD y DCM
b) la desaminacién y condensacion con la produccion de piperazindionas (PDs) y dicetomortolinas

(DCM) como se muestra en la figura 3.
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Fig. 3. Proceso de condensacidn de los a-aminodcidos con a-metil-sustituyentes

Tabla 1. Productos de pirdlisis de a-aminoacidos (Ratcliff et al., 1974)

Produccién Alanina Acidolamino-n-butirico
20% y mas YCOz- /\(COZm
N o CO, NH,+ H20
co, NH,
/\NHZ /\/
5-20% CH,CN CH,CH,CN
N
DKP NH; DKP NH,
0.5-5% C,H, C,H, C,H, C,H,
/\CN N CH,CN
CN
~Nen ZTNH, TN
/YNHZ \/\H/NH1
0 0
CH,CHO CH,CH,CHO
0.05-0.5% CO  CH, CH, co
CH,CN
/\ /\/

Los B-aminoacidos sufren la desaminacién como la ruta predomunante, comparados con los a-

aminogcidos (Rateliff et al., 1974). Como resultado se producen los dcidos o- y B-insaturados y ¢l



moniaco en grandes cantidades. Enire otros productos se encuentran los nitrilos con el mismo
wimero de atomos de carbono de la materia prima v 1as amidas,

Los y-, 8- y e-aminoacidos en condiciones piroliticas producen por el ataque nucleofilico y por
leshidratacion las lactamas correspondientes en cantidades de mds de 95% & y-butirolactona en

:as0 de y-aminoacidos (Fig. 4).

N N N e T Q
N 0

Fig. 4. Formaviéu de lactonas y lactamas corcespoadientes durante la pirdlisis de los y-, 8- y &-

aminoacidos

En un estudio de Basiuk y Navarro-Gonzalez (1998) se evaluaron las cantidades de algunos
aminodcidos simples (dcido o-aminoisobutirico {Aib), L-alanina (L-Ala), L-valina (L-Val) y L-
teucina (L-Leu)) v las bases de acidos nucleicos (uracil, citosina, adenina y guanina), que pueden
recuperarse después de un calentamiento rdpido a 300°C en una atmoésfera de nitrogeno bajo presion
atmosférica normal, asi como Ia produccion simultinea de las PDs. En este trabajo s¢ encontrd que
la mayoria de los compuesios (¢con excepelon de guanina) no s¢ descomponen completamente bajo
estas condiciones y tienen un porcentaje de supervivencia del orden de 1 a 10%. En el caso
especifico de los aminodcidos, las PDs se forman en rendimientos similares con la recuperacion de
los aminocacidos padres.

Hace unos afios se utilizo un método sintético para la deshidratacion directa de los aminoacidos
alifaticos simples en las piperazin-2,5-dionas mediante la sublimacién de los aminoacidos en
presencia de silicagel como catalizador a temperaturas de 170-250°C y presion reducida (Basiuk et

al., 1992). Este método se establecid basandose en una observacion de Gross y Grodsky (1955), la



que establece que los aminoacidos simples pueden sublumarse al vacio sin suftir una
descomposicion. Por el método de triple sublimacion (Basiuk et al., 1992) en presencia de silicagel
se sintetizaron las PDs que se utilizaron en el presente estudio.

Los productos mincritarios de pirdlisis de los aminoacidos Val y Leu (Basiuk, 1998) v de Ala v
Aib (Basiuk et al., 1998b) fueron estudiados por CG/EITF/EM a temperaturas de 300°C. Se
identificaron 12 compuestos para la valina: dcido isobutirico, N-isobutilformamida. 2-metilpentan-
3-ona, varias amidinas biciclicas deshidrogenadas, wuna dicetopiperazina doblemente
deshidrogenada y bisimidazoiona. Para la leucina los productos de la pirolisis identificados con la
misma técnica, fueron mas complicados debido al mayor namero de probables sitios para la
deshidrogenacién v la desalquilacidn. Se identificaron 17 compuestos: acido isobutirico, dcido 3-
metilbutirico, verias amidas, 2.3-diisopropil-piridina, una hidanteoina, una pirrolidindiona y una
imidazolona. El pico mas abundante resultd ser una piperazindiona de leucina (confirmada con una
muestra estandar). La amidina biciclica de leucina no fue encontrada, sin embargo, se identificod su
producto de deshidrogenacion. Para varios compuestos en este estudio se hicieron las simulaciones
de los espectos de infrarrojo (los cuales se referian a los compuestos en vacie), utilizando el
programa "HyperChem". Los epectros simulados se compararon com los espectros de los
compuestos obtenudos experimentalmente para confirmar la calidad de identificacion.

En los trabajos de Baswk v Navarro-Gonzalez (1997) v de Basiuk (1998) se propone que las
PDs pueder isomerizarse en hidantoinas mediante una migracidén del grupo carbonilo hasia el
atomo de mtrdgeno (Fig 5) Esta clase de los productos se detectaron en el caso de la pirdlisis de la

alanina y leucina a 500°C entre los productos menos volatiles.

H J\‘/O =~ HN )\;ﬁo
-

| 3

Fig. 5. Isomerisacion de Ala PD en 3-etil-5-metilhidantoina

También s¢ contirmé (Basiuk and Navarre-Gonzilez, 1997) la formacién de amidinas bi- v

triciclicas, que no habian sido encontradas antes y se propusieron los mecanismos de su



lescomposicidn térmica. Asi, hay la posibilidad de que uno de los dos grupos NH en la molécula de
D no solamente forme la unién peptidica, sino también sufta la acilacién hasta la formacién de la

nolécula formada de tres moléculas de aminodcidos:

Rl R2 Rl R2
o N
NH, NH g0 R2 = NH
—_—
N N
m#ﬁ\/ XKO R1>%/ >€\O
RI 3 R2 R1 g R2 R1

Donde R'=H, R>=CH; para la alanina; R'=H, R*=CH(CHs); para la valina; R'=H,
R’=CH,CH(CHs): para la leucina. La identificacién de la amidina biciclica del &cido -
amineiscbutirico por CG/EITF/EM fue confirmada mediante resonancia magnética nuclear (Basiuk
et al., 1998a-¢). Mas recientemente este compuesto fue separado, purificado v caracterizado por
difraccion de rayos X (Basiuk et al., 2000).

1.2.2. Pirdlisis de dipéptidos

Los productos de pirdlisis de los dipéptidos son distintos de los de las mezclas simples de los
aminodcidos que los forman (Simon et al., 1965). Existen algunos estudios sobre la pirdlisis de
algunos dipéptidos a la temperatura de 500°C por Pi-CG-EM (Val-Pro, Pro-Val, Ala-Pro, Pro-Ala y
Ala-Gly) y de las correspondientes PDs (Smith et al., 1988). Los autores identificaron una gran
variedad de productos (Tabla 2) y confirmaron fa formacién de las PDs de los dipéptidos lineales.
Ademas encontraron que las PDs pueden producir entre cuatro ¥ seis productos por la pérdida de
H»0, H;, CO y/o alquenos (Fig. 6).

Treinta y seis dipéptidos de glicina se analizaron por Py-EM en un trabajo de Hendmcker y
Voorhees (1996). La ruta mas probable de {az formacion de las PDs a partir de los dipéptidos es la

ruptura de! fragmento del dipéptido N-terminal con su ciclacién simultdnea (Fig. 7).



Fabla 2. Productos de pirolisis de los dipéptidos Val-Pro y Pro-Val y de las PDs de Ala-Pro,
Ala-Gly y Val-Pro identificados por Pi-CG-EM (Smith et al., 1988).

Preo Compuesto PM Pico Comf:ue,sfo' £
! 9
] celon 58
@, 2 o "\”;‘;3 -
(&) 1-Pjrroling 69 . )
]
irral L)
) P a5 )\HL"“ e
{5} Iebyttromide. £7 ml\n/’\l,
® }“‘gf““ 99 N
. 194
® pyeroligine1-ona 85 24) ) /kmf\:\/'::}
(19) 7-0 3-Cjanespriot 92
¢

d

Q
Q,
1)) B 1} 154 (25) jj:)
[+)
@6 :L/u\nj\ 138
[}

125

(] Isdmerp (18] 168

Q
a0 o ” _
- HH.
A ’
168 a
as N
[} ' [+]
Q
an ):])me 170 \ru\“ .
@ HH\R)Q 166
(> !
i 170 i
(13) co
H-Il: HHy (k1)) "ac:“HL"" 142
A
Q
(i) %’D 210 o
HJC—H .
9 @n :NH’\" 128
H °
L]
20 ’k“}‘):):\> 191
o

[}

an “\‘('O 154

-]



val-pro_ Fhealenn ’\)Lu
Dot
Pre-val™ -ng uN
Il

Yal-Pro

Fig. 6. Productos de pirélisis de las PDs de Val-Pro y Pro-Val (Smith et al., 1988).
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Fig. 7. Mecanismo de formacion de piperazin-2,5-dionas (Hendricker y Voorhees, 1996)

La formacion de las PDs depende de los sustituyentes en los aminodceidos, sus tamaiios y de la

naturaleza quimica. Por ¢jemplo, los sustituyentes, que contienen los heterodtomos de azufre.
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nitrégeno y oxigeno, pueden cambiar la distribucidn de los productos de la ionizacién electronica
por la incrementacién significativa del nimero posible de los sitios ionizados y de las rutas de
fragmentacion, lo cual a su vez, cambia la ruta de reaceidn; como gjemplo los dipépiides Gly-Asp,
Gly-Asn, Gly-Glu, Gly-Gln y Gly-Arg. Estos efectos son muy complicades v es dificil de
caracterizarlos completamente. Si el dtomo de hidrégeno del heterodtomo en el sustituyente esté en
posicion y con respecto al dtomo de oxigeno del grupo carbonilico, se favorece la polarizacion de ia
union carbonilica y hace al atomo de carbono del grupo carbonilico més sensible al atague
nucleofilico, lo cual facilita la formacion de PD de Gly-Cys, Gly-Ser y Gly-Thr. Estas reacciones
ccurren con igual frecuenciz antes y después de la 1onizacion electronica. Adicionalmente, se
pueden formar los péptidos con una longitud de cadena de hasta se1s aminodcidos.

De esta manera, la formacién o ausencia de las PDs como marcadores especificos para ciertos
dipéptidos, puede servir como un método de identificacion de dipéptidos en soluciones y mezclas.
Tarnbién la identificacién de dipéptidos puros por la formacion de las PDs, observada por Pi-EM, es
mas rdpida que el analisis por Pi-CG-EM ¥y no requiere derivatizacion o alguna otra preparacion de

las muestras que pudiera complicar ¢l andlisis.

1.2.3. Pirdlisis de oligopéptidos

Las PDs se forman también por la descomposicion térmica de oligopéptidos (Voorhees, 1994).
Los oligopéptidos que contienen un nOmero impar de aminoacidos. producen las PDs mas el
aminodcido ¢on C-terminacién libre. La formacién de las PDs ocurre crando los grupos amino en
los aminodcidos de N-terminaciones se ciclan con el siguiente arminoacido, dando como resuitado
una cadena peptidica menor.
Asi, en cl caso de los tripéptudos se eliminan los aminodcidos con C-terminacion (Hendricker
and Voorhees. 1996):
A-B-C — A-B(PD)+C,

en donde A, B. C son fragmentos de aminoacidos.

No se observa la formacion de B-C(PD) ¢ ¢l aminodcido A libre {Fig. 8}
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Fig. 8. Formacion de las PDs de los tripéptidos (Hendricker and Voorhees, 1996)

Para los tetrapéptidos la ruta pirolitica es:
A-B-C-D —» A-B(PD)+C-D:
C-D — C-D(PD)
Y no se detectan B-C(PD) o aminoacidos libres.
Los pentapéptidos y hexapéptidos presentan mecanismos de pirélisis parecidos a los de los

tripéptidos v tetrapéptidos, respectivamente.

1.2.4. Pirolisis de polipéptidos

A pesar de que los procesas de la pirdlisis de amincdeidos son bien conocidos. hay
relativamente poca aplicacién de estos conocimientos en el analisis de polipéptidos o proteinas.
Estos procesos fueron discutidos por Fujimaki (1969), Higman (1970). Kato (1970), Patterson
{1978) ¢ Irwin (1982). B! resumen de los fragmentos caracteristicos observados en proteinas

identiticados por la técnica Pi-EM se presenta en la Tabla 3



Tabla 3. lomes caracteristicos de las proteinas observados por Pi-EM (Irwin, 1982).

M/z Compuesto M/z Compuesto

17 Amoniaco 81 Alquiipirrol

28 Etleno 83 Metilbutanonitrile
30 CH.=N"H. 92 Tolueno

34 Sulfure de lidrégeno {f 94 Fenol

41 Acetonitrilo 164 Estireno

42 Propileno 108 Cresol

44 Dioxido de carbono 109 Cs-alquilpirrol
48 Metanetiol 117 Indol

55 Propionitrilo 117 Fenilacetonitrilo
56 Buteno 126 C;-alquilbenceno
67 Pirrol 131 Metilindol

69 Butanenitrilo 145 C;-alquilindol

70 Metilbuteno

La técnica Pi-EM puede ser atil para obtener los pirogramas de masas para identificacion. La
oresencia de ciertas series de iones refleja los resultados de Pi-CG y permite establecer algunas
conclusiones directas. Por ejemplo, el pico a m/z 34 (H;S) es significativamente mas abundante
para atbimina que para pepsina (Irwin, 1982; Meuzelaar et al.. 1973, 1974, Posthumus et al.. 1974)
y refleja una mayor proporcion de los aminodcidos que contienen azufre (Zemany. 1952)

La pirdlisis de poli-a-aminodcidos (poli-Ala, poli-Phe. poli-Gly. poli-Sar, poli-y-metil-Glu ¥
poli-Pro) y el analisis por espectrometria de masas presentan evidencias sobre la formacion de
algunos oligdmeros ciclicos (poli-Gly, poli-Sar, poli-Pro), asi como sobre su descomposicion v la
formacion de los productos olefinicos y mitrogenados (Ballistreri et al., 1985a.b). Ellos evaluaron
que la estabilidad térmica varia para los compuestos analizados v la temperatura de descomposicion
cs de 230°C para poli-Sar; de 360°C para poli-Gly: de 460°C para poli-Pro; para poli-Ala y para
poli-Phe el intervalo de temperaturas es de 350-400°C, cn el caso de poli-Tyr hasta 40% del peso de
la macromoléeula se conserva hasta la temperatura de 800°C Para poli-y-metil-Glu la mavor
pérdida de peso sc observa a temperaturas de 330-340°C, pero hasta 20% del peso se conserva hasta
los 800°C.

En los estudios de la pirdhisis del cabello humano por Pi-CG-EM (Munson and Vick, 1985,

Munson and Petterolf, 1987).} se presenta otra posible ruta para la formacion de las PDs: la ruptura

28



lentre de la cadena de un poli-aminoacido y sin involucrar los residuos de los aminoacidos

terminales (Fig. 9).

T
i R
A 9 — NH
HN/éHR CT/\/ HN\H)\R,
Cé\CHR'/NH ’ O

Fig. 9. Formacién de piperazindionas durante la pirélisis anaerébica del cabello (Munson y

Peterolf, 1987)

El andlisis Pi-CG-EM (Boon and Leeuw, 1987) de poliaminodcidos, proteinas y de materiales
complejos proteinicos fue usado para los estudios del comportamiento pirolitico de los fragmentos
con aminodcidos alifaticos (valina, leucina, isoleucina y alanina). Los datos de Pi-CG-EM apuntan
a los fragmentos caracteristicos de Val-Val, Val-Leu, Leu-Val y Leu-Leu en las muesiras de
hemoglobina; Val-Val, Val-Leu, [le-Ile, lle-Leu y Leu-Leu en las muestras de miogiobina; y Val-
Val, Vai-Leu, Leu-Val, lle-lle, Leu-Ile, Leu-Leu en las muestras de suero de albimina de bovinos.
La composicion de estos fragmentos ayuda a entender lo que esté gcurriendo en estas proteinas bajo
las condiciones piroliticas y permite relacionar la intensidad de los picos en les espectros de masas
de la pirdlisis con la ocurrencia de estos fragmentos en las proteinas Para fines de cuantificacion se
necesita establecer la calibracidn con compuestos de referencia.

Dos picos en el cromatograma de CG-EM de la poli-Ala (Boon and Leeuw. 1987) presentan
espectros de masas muy parecidos, pero tiempos de retencidn diferentes. La posibilidad de la
isomeria cis/trans en este caso fue excluida {por reduccién del nimero de posibilidades en la
posicidn del doble enlace} y se propusteron la 3,5-alquil-3.4-dihidro-2H-pirrolidin-2.4-diona (A) y

la 3-alquenil-5-alquil-pirrelidin-2.4-diona (B} como los productos de la pirdlisis més probables:

R )
=, N O

R N @] R h
H

Estas moléculas tienen cadenas laterales diferentes. que indican la composicién diferente de los

aminedcidos alifaticos en las proteinas estudiadas.



1.2.5. Pirdlisis de deidos nucieicos

La pirdiisis analitica de los 4cidos nucleicos depende mucho de las condiciones
xperimentales (irwin, 1982). Esto se refleja en diferencias significativas de reactividad, polaridad y
olatilidad asociadas con las unidades de azicar, fosforicas y heterociclicas. Segin Posthumus
1974), Levsen y Schulten (1976} para distinguir los productos de la pirdlisis de las bases
itrogenadas es suficiente analizar los productes més volatiles. En particular, los fragmentos
dentificados frecuentemente son ciandgeno (producide solo en las purinas), acetomtrilo,
rroptonitrilo y acrilonitrilo. La presencia de estos productos esia relacionada con la pirdlisis de las
sases nitrogenadas (purinas v pirimidinas) y D-ribosa a temperaturas de 800-850°C. El etileno es el
yroducto mayor en todos los casos, aparte del acetonitrilo y propionitrilo en los casos de citosina y
imina, respectivamente. Las bases de algunos dinucledtidos pueden distinguirse por las
yroporciones relativas de los productos de nitrilos en los pirogramas, pero no hay informacién
fetallada al respecto. Levsen y Schuiten (1976) estudiaron la pirdlisis de los nucledtidos y
malizaron los productos resultantes. Estos compuestos no son tan voldtiles como las bases de
icidos nucleicos, las cuales no se detectan en las pirogramas a temperaturas de 610°C. Sin embargo,
os resultados de estos estudios no permiten la evaluacién de la supervivencia de las bases

ritrogenadas a diferentes temperaturas para la quimica prebidtica.

1.3.  Implicaciones de la pirélisis de las biomoléculas para el origen de la vida
Para entender como las primeras formas de vida evolucionaron en la Tierra a partir de la
materia no-viva, se necesita saber primero cémo las moléculas bioldgicas mas simples
(aminoacidos, purinas, pirimidinas, etc.) aparecieron en el planeta. Las evidencias geologicas v los
modelos fotoquimicos contemporaneos sugieren la existencia de una atmosfera para la Tierra
primitiva compuesta principalmente de dioxide de carbono, probablemente con un porcentaje
pequefio de mondxido del carbono, nitrégeno y vapor de agua (Holand, 1984; Kasting, 1990, 1993;
Walker, 1986). Es dificii explicar como los compuestos organicos pudieron formarse en tal
ambrente no-reductor
Por esta razén, la idea de la entrega extraterrestre de la materia organica (por cometas,
asteroldes, meteoritos o particulas del polve interplanetario) a la Tierra Primutiva, es ahora
cspecialmente atractiva (Anders, 1989, Chyba, 1990.1993; Chyba and Sagan, 1992, 1997, Chyba et
al., 1990, 1993, 1995, Greenberg, 1989; Greenberg and Mendoza-Gomez, 1992, Maurette ¢t al.,



1995; Oberbeck et al., 1989; O, 1961; Steel, 1992; Whittet, 1997; Zahnle and Gninspoon, 1990;
Basiuk and Navarro-Gonzalez, 1993),

Hay pruebas indiscutibles de que las blomoléculas pudieron alcanzar la superficie de la Tierra
transportadas en condritas carbonaceas (Cronm, 198%; Cronin y Moore, 1971; Cronin y Pizzarello,
1983, 1997; Cronin et al,, 1980; Kotra et al., 1979; 1979; Stoks y Schwartz, 1979, 1981). En
algunos casos, la concentracion de los amineacidos alcanza niveles muy considerabies, del orden de
1-10 pg/g (Cronin y Moore, 1971; Kvenvolden et al., 1970; Engel v Macko, 1997), demostrando
que las biomoléculas pueden protegerse eficazmente del calor dentro de los cuerpos espaciales:
segin Secars (1975) las temperaturas piroliticas (>600°C) alcanzan sélamente una profundidad de
aproximadamente Imm en los meteoritos. Por otro lado, {a contribucién (per lo menos hasta ahora)
de la materia organica meteoritica se estima muy insignificante, de muy pocos kilogramos de
carbon organico por afio (Anders, 1989).

El analisis de los extractos de los meteonitos Murray, Murchison y otros mas, después de una
hidrélisis acida demostrd la presencia de 21 aminoacidos, de los cuales 9 son proteicos (Val. Gly,
Ala, Pro, Tyr, Ser, lle, Asp. Glu) y 12 no-proteicos (isovalina, B-alanina, acido a-aminoisobutirico,
dcido B-aminoisobutirico, N-metilalanina. N-metilglicina, N-etilglicina. norvalina, dcido ¢-amino-
n-butirico, dcido B-amino-n-butirico, dcido v-amino-n-butirico y 4cido pipecélico) (Lawless et al,,
1971; Shimoyama et al., 1979; Kvenvolden et al., 1970; 1971). Ademds. en los meteoritos Orgueil,
Murray y Murchison detectaron las purinas xantina, hipoxantina, adenina y guanina. y las
pirimidinas citosina, timina, uracil, 4-hidroxipirimidina, 4-hidroxi-2-metilpirimidina y 4-hidrox1-6-
metilpirimidina (Van der Velden and Schwartz, 1977).

Hay otros tipos de cuerpos espaciales considerados como los vehiculos posibles de la materia
organica extraterrestre: asteroides, cometas y particulas de polvo interplanetarie (Tabla 4). El
destino de los compuestos orgdnicos depende mucho de la naturaleza del cuerpo. tamafio ¢ histora
témmica; esta Qltima no siempre esta muy clara por la falta de evidencias experimentales. Para
cometas, que son cuerpos de hielo, la descomposicion catastrofica en el aire con dispersion de
energia a través de la evaporacidn de componentes volatiles (basicamente el agua) fue sugenda
como el escenario mas probable donde es posible un alto grado de supervivencia de las moléculas
organicas (Chyba y Sapan, 1992: Chyba et al., 1990, 1995; Greenberg, 1989: Greenberg v
Mendoza-Gomez, 1992: Greenberg v Remeo, 1997, Thomas y Brookshaw, 1997). Debido al caracter

esponjoso de los cometas y del polvo cometario (Greenberg y Hage, 1990} es probable que una gran
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parte del polvo, formado después de la ablacidn durante la entrada a la atmosfera, incluso a los
tamarios de particulas de ~10” m. solo se calentarian ligeramente {comparado con los asteroides).

La materia organica contenida en asteroides de un tamafio relativamente pequefio tiene menos
oportunidades para sobrevivir, esto es cierto para Ios asteroides de 100 m de radio (estimaciones por
Chyba et al., 1990) ya que no pueden frenarse eficazmente al entrar a la atmosfera.

Otros vehiculos muy importantes son las particulas del polvo interplanetario. se considera que
elios son la fuente mas abundante de la materia extraterresire (Anders, 1989; Basiuk y Navarro-
Gonzalez, 1995; Chyba, 1990, 1993; Chyba y Sagan, 1992, 1997; Chyba et al., 1990, 1995,
Maurette et al., 1995; Maurette, 1998; Oberbeck et al., 1989; Steel, 1992; Whittet, 1997; Zahnle v
Grinspoon, 199(0). Segin diferentes estimaciones, el flujo contemporaneo de pelvo interplanetario
alcanza de 10° a 107 kg por afio (Esser y Turekian, 1988; Kyte y Wasson, 1986; Love y Brownlee,
1993; Maurette et al., 1995; Maurette, 1998) en los cuales la materia carbondcea constituye una
parte sustancial {del orden de 10%) (Anders, 1989).

El ntcleo de estas particulas puede sujetarse a temperaturas altas durante el pasaje por la
atmésfera. pero el destino final de una particula depende mucho de su tamafio, velocidad y angulo
de entrada a la atmoésfera (Love ¥ Brownlee, 1991). En pasticular, segiin Hunten et al (1980) los
meteoroides del tamafo de un milimetro y menores se evaporan completamente; este evento ocurre
basicamente en la region de altitud entre 80 a 100 km (Love y Brownlee, 1991). De los estudios de
micrometeoroides recuperados del hielo Antartico, Maurette (1998) y Maurette y colaboradores
(1992, 1995) concluyeron que algunas particulas de 100pm de tamafio también pueden sobrevivir el
pasaje atmosférico sin una alteracidn térmica sustancial.

Segin Zolensky y Mackinnon (1985), para particulas de [-5 pm. la velocidad de su
sedimentacion es sumamente lenta, tardarfan varios afios para que caigan de una altitud de 1700 km
hasta la estratésfera (17-19 km). Entonces, para las particulas del tamaiio <1 pm. esta velocidad
debe ser atin méds baja; debido a eso, ellas no deben calentarse en absoluto y alcanzar intactas la
superficie de la Tierra. Asi. no sélo las propiedades guimicas sino también, las propiedades quirales
de las moléculas formadas en el medio interestelar (Bonner, 1991; Greenberg y Li, 1996, Greenberg
et al., 1994) se conservarian para mantener las "semillas de la vida".

De esa manera. analizando cuerpos espaciales diferentes como vehiculos posibles de la materia
orginica extraterrestre, s¢ encuentra un espectro amplio de los histonales térmicos, desde

calentamiento nule hasta los impactos violentos a la superficie terrestre, donde las temperaturas

il
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weeden exceder 10,000°C (Tabla 4). Esto significa que las biomoléculas tendrian muy altas o
sracticamente nulas oportunidades de supervivencia, lo cual permite predecir los casos extremos
ales como las particulas muy pequefias v los asteroides, respectivamente. Sin embargo, se puede
:gperar que existan muchos casos intermedios, por ejemplo, aquellos que involucran las particulas
iel tamafio mediano v cometas, donde el calentamiento puede variar en el intervalo de 100 a
1000°C.

Los resultados publicados anteriormente por otros autores y mencionados en los parrafos 1.2.1.-
1.2.5. demuestran una gran complejidad de los procesos piroliticos de las biomoléculas tipo
aminodcidos, péptidos, proteinas y acidos nucleicos, pero no contienen ninguna informacién sobre
la supervivencia de la materia pruna, lo que tendria relacion mas directa al problema de la entrega

extraterrestre de las biomoléculas a la Tierra primitiva.

Tabla 4. Clasificacion de los cuerpos césmicos como vehiculos posibles de las moléculas
organicas extraterrestres y sus historiales térmicos

—

Cuerpos cosmicos Tamano, m Historias térmicas

Polvo interpianetaric <10°® No se calientan

Calentamiento ligero hasta <
10°-107 500°C

Calentamento hasta

107 - 1073 evaporacion total
Meteoritos Calentamiento superficial
107 ~10¢' hasta < 1 mm de profundidad
Asteroides > 10 Impactos explosivos: hasta >
10,000°C
Cometas >10 Explosién ("disrupcion”) en el

aire' calentamiento moderado

)
)




Ademas, existe un detalle experimental muy importante, que siempre falta por incluir en los
sstudios piroliticos para que sean geocosmoguimicamente realistas. Se tiene gue recordar que los
amunodcidos, purinas y pirimidinas constituyen nada mas una min(scula parte de materia
meteoritica (lo mas probable también es el caso de los nicleos cometarios v las particulas
condriticas interplanetarias de polvo) y al misme tiempo, los compuestos inorganicos superan en
porcentaje. Particularmente, son muy abundantes varios silicatos, que muestran un espectro amplio
de propiedades cataliticas y asi deben ser tomados en cuenta en los estudios de transformaciones
piroliticas de los compuestos orginicos (Basiuk and Navarro-Gonzalez, 1998), especialmente
porque estan presentes en todos tos cuerpos espaciales ricos en la materia orgénica {Jessberger et
al., 1988; Mackinnon y Rietmeijer, 1987; Mason, 1971; Rietmeijer v Mackinnon, 1985b; Wasson,
1985).

En los trabajos sobre la sublimacién de aminodcidos a temperaturas alrededor de 200°C y
presion reducida, se tomod en cuenta la relacidn entre la maténa inorganica y organica (Basiuk,
1992, 1998; Basiuk et al., 1998a.c; Gromovoy et al., 1991). En estos estudios se utilizd silice
amorfa o lava basdltica pulverizada como catalizadores v se encontrd un efecto catalitico importante
en la formacién de enlaces peptidices Ademds, la formacion de dos tipos de cumpuesios poco
comunes. las  hexahidroimidazo[l,2-a]pirazin-3.6-dionas o  amidinas  biciclicas v
hexahidroimidazo[1,2-alimudazo{1,2-d}pirazin-3.8-dionas o arudinas triciclicas que fueron
detectadas en rendimientos significativos (Baswuk, 1992, Baswk and Navarro-Gonzalez. 1997.
Basiuk et al., 1998c). Estos compuestos son muy interesantes desde el punto de vista de nuestros
estudios y de la quimica de aminoacidos y péptidos. sin embarge, con la excepcidn de dos
derivados del dcido «-aminoisobutineo. nunca antes habian sido sintetizados v caracterizados. Las

imidazopirazinas se descomponen parcialmente ix situ formando varios preductos de degradacion.
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

L.a parte importante del presente trabajo fue la evaluacion de la supervivencia de la materia
ganica para la quimica prebidtica. Ei grado en que los compuestos organicos contenidos en los
eteoritos podrian representar el inventario total de las moléculas biologicas en la Tierra primitiva,
rpenderia bdsicamente de la capacidad de estas moléculas de sobrevivir a las temperaturas altas
rrante la deceleracion atmosférica y los impactes en la superficie terrestre.

Aungue algunas evaluaciones indirectas de la supervivencia de las moléculas biolégicas a
tnperaturas altas han sido publicadas, Chyba et al. (1990} basandose en las proporciones de
ascomposicidon térmica de aminodcidos en sclucidn, se sugeria que las moléculas estudiadas
obrevivirian a las temperaturas alrededor de 500°C sélo durante 1 segundo. Sin embargo, existe
na f{alta evidente de datos experimentales sobre el comportamiento de estas moeléculas en las
ondiciones pirolfticas.

La simulacién del comportamiento térmico de las moléculas bioldgicas a la entrega extraterrestre
n la Tierra Primitiva, necesita la consideracién de temperaturas altas, por arriba de los 300°C. Por

thora, los Gnicos experimentos de este tipo han sido informados para 4 aminodcidos v algunas
surinas ¥ pirimidinas por Basiuk y Navarro-Gonzalez (1998} v la Gnica temperatura estudiada fue
500°C, sin considerar tempetaturas mas altas,

Por otro lado, el propdsito més frecuente de las investigaciones de la pirdlisis de compuestos de
ntergs biologico es identificar los preductos de la pirdlisis. en lugar de evaluar la supervivencia de
as moléculas,

Un detalle importante es que las moléculas bioldgicas en los cuerpos ¢ésmicos se encuentran
mas frecuentemente en forma de los oligdmeros y polimeros. por esta razén también es importante
studiar el comportamiento pirelitico de los poli-aminoacidos e identificar los productos de su
lescomposicion térmica, especialmente, la produccion de los compuestos que se puedan recuperar
2n los aminoacidos después de la lidrolisis tales como. piperazin-2.5-dionas. hidamoinas, amidinas
biciclicas y triciclicas.

También hay que tomar en cuenta que en muchos trabajos anteriores se uulizaba la téemca de la
pirdlisis instantanea ("Curic-point pyrolysis"} la cual no permute establecer el tiempo de equilibrio
suficiente # upa temperatura dada y. por lo tanto. muchas de las reacciones de descomposicion se

rerminan dnicamente al mivel de fos productos primarios (Tabla 1). Ademas. los expenmentos
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comunes "en linea” hacen que el andlisis de los productos menos volatiles sea imposible, debido a
su baja volatilidad y a que no producen sefiales bien definidas en los cromatogramas; por lo tanto,
no pueden ser anzalizados por cromatografia de gases. Por otro lado, la mayoria de los productos de
gran interés en el presente estudio son los compuestos de peso molecular elevado. La técnica de
pirélisis "fuera de iinea" con energfa continua, con un horno eléctrico y reactor de cuarzo {descrito
en [a seccion 4.1; Fig, 9) que se aplicd en el presente trabajo, permite un tiempo suficiente para que
el proceso de descomposicion de los compuestos analizados se termine completamente y permite
analisar de los productos de la pirdlisis menos voldtiles que son parte del propésito de este trabajo

Después, los productos de pirélisis condensados se extraen con un disolvente y se identifican y
cuantifican por HPLC.

Para la identificacion de los productos de ia pirdlisis de los compuestos bioldgicos otros autores,
mencionados en la parte introductoria, requirieron las técnicas de Pi-EM, Pi-CG. Pi-CG-EM, CG-
EM o CG-EITF. En esta tesis se utilizd la técnica de pirdlisis "fuera de linea" y CG-EITF-EM
acopladas. La técnica CG-EITF-EM acoplada para {a identificacién de los productos de pirdlisis
obtenidos, es actualmente la herramienta mas poderosa de separacién e identificacidn de mezclas
complejas de compuestos orgdnicos. Mediante esta técnica se obtienen dos tipos de espectros
(espectros de masas y de infrarrojo), por lo que aumenta lz confiabilidad de los resultados.

Muchos investigadores mencionan que la atmdsfera primitiva fue compuesta por el digxido de
carbonoe come compueste mayoritario y que probablemente contenia un porcentaje pequefio de
mondxido de carbono. nitrégeno y vapor de agua (Holland. 1984; Kasting, 1990, 1993; Walker,
1986). Por esta razon en el estudio presente se utilizaron N2 vy CO; para modelar las mas
importantes atmosferas en la Tierra primitiva y evaluar la influencia de la atmoésfera en los
resultados de la pirdlisis.

Ademas, se tiene que recordar que los aminoacidos, purinas y pirimidinas constituyen nada mas
una mindscula parte de la materia meteoritica y 1os compuestos inorgénicos {silicatos, que muestran
un espectro amplio de propiedades cataliticas y asi deben ser tomados en cuenta en Jos estudios de
transformaciones piroliticas de los compuestos organicos) las superan en porcentaje. En este trabajo
se tomé en cuenta dicho factor. utilizando a {a silicage]l como un modelo de la materia inorganica y

evaluando su influencia catalitica en los procesos pirolitcos en los aminodcidos (cualitativamente ¥

cuantitativamente)




3. OBJETIVOS

» Llevar a cabo la piréiisis de los aminoicidos, purinas y pinmudinas a temperaturas de 400°C &
1000°C utilizando las atmdsferas de N; y CO; como un modelo de la atmosfera en la Tierra
Primitiva.

» Evaluar la supervivencia de los aminoacidos, de las purinas y de las pirimidinas a temperaturas
entre 400°C y 1000°C, la formacion de piperazindionas en el caso de los aminoécidos y el efecto de
la atmésfera utilizada.

o Cuantificar la pirdlisis de los aminoacidos en presencia de gel de silice, como un catalizador
modelo a temperaturas de 400°C a 1000°C y evaluar su efecto catalitico sobre la supervivencia de
los aminodacidos y la produccién de las piperazindionas.

e Determinar los productos producidos en las transformaciones térmicas de los aminoéacidos a
temperaturas de S00°C en la presencia de gel de silice, por cromatografia de gases acoplado con
espectroscopia de infrarrojo v espectrometria de masas.

¢ Determinar los productos producidos en las transformaciones térmucas de los poli-amincacides a
temperaturas de 500°C, por cromatografia de gases acoplada con espectroscopia de infrarrojo v

espectrometria de masas.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Equipos y accesorios

Para pesar las muestras se utilizé una balanza Sartorius {(BP toploaded balances, Serie
BP3108) la cual tiene una sencibilidad de < £0 000! g.

Las muestras en estudio se analizaron cuantitativamente mediante un cromatdgrafo de liquidos
Hewlett-Packard 1090 Serie [I, con un detector de UV tipo "arreglo de diodos”. Las columnas
cromatograficas fueron las sigumentes:

2) una columna de 100x2.1 mm d.i. empacada con Hypersil ODS RP-18 de 5 um

b) una columna de 250x4 mm d 1 empacada con Spherisorb ODS 2 RP-18 de 5 pm.

El uso de las columnas diferentes fue necesario para la optimizacidn del proceso cromatografico vy
se discute en la seccidn 5.

Los productos se analizaron cualitativamente utilizando 1a técnica acoplada CG/EITF/EM. Para
la cromatografia de gases se utilizé el cromatégrafo Hewlett Packard 5890 Series II Plus acoplado
paralelamente a un espectrometro de masas tipo cuadripolo HP 5989B y un detector de infrarrojo
HP 5965B FTIR. ambos de Hewiett Packard. La columna utilizada fue una Ultra 1 (Hewlett
Packard) de silice fundida de 50 m de longitud, 0.20 mm de didmetro interno y un grosor de
pelicula de 0.33 pm (fenil-metil-silicona),

Para los expenimentos de pirdlisis se utilizé ef arreglo experimental mostrado en la Figura 9. El
reactor de cuarzo fundido. disefiado especiaimente para estos experimentos. tiene una longitud de
17 cm. el grosor de sus paredes es de 3 mm: esto asegura un calentarmiento rapido de la muestra a
una temperatura dada, lo cual permite simutar el calentamiento de las moléculas bioldgicas durante
la entrada atmosférica de cuerpos espaciales y sus impactos en la superficie de la Tierra. La manera
adicional de lograr ¢l mismo propésito se realizé con <l uso de pequefios vasos de papel aluminio
muy ligeros (menos de 0 1 g) usando cantidades pequefias de los compuestos a estudiar (0 5 g para
todos los aminodcidos y las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos)

La muestra a pirolizar se puso en el vaso de papel aluminio v se instalo dentro del wbo por
arriba del reactor del cuarzo (Fig 9: 3a). Cuando la temperatura del reactor estaba equilibrada. ¢l
vaso se dejaba caer al fondo del reactor (3b) y se quedaba ahi durante ¢l tiempo de analisis
correspondicente. El gas acarrcador {nitrégeno o dioxido de carbono) entraba por el tubo 7 v salia

por el tubo 8. o cual permitio mantener deniro del reactor (1) una presion atmosténca y ssmular la



Fig. 9. Arreglo experimental para los estudios de pirélisis de los aminodcidos y las bases de

los acidos nucleicos:

(1) reactor de cuarzo fundido;

(2} horno (Jsoterm® de Fischer Scientific);

(3} aminodcidos o bases de los dcidos nucleicos en un vaso de papel aluminio:
(a) antes y (b) durante la pirdlisis;

(4) tubo de vidrio;

{5) tubo de polipropileno;

(6) tubos de conexién de hule;

(7) entrada del gas acarreador (N2 o CQ-);

(8) salida del gas ¥ del humo;

(9) sublimado.



atmoésfera en la Tierra primitiva (la cual se discute en las secciones 1.3, 5.23. y 5.3). Los
compuestos més volétiles salian con el gas acarreador por el tubo 8 y el sublimado se quedaba en la
parte inferior (9) del reactor amba del horno. Después de terminar el experimento, el homo se

apagaba y se abria y el reactor se enfriaba a temperatura de ambiente.

4.2. Disolventes y reactivos
4.2.1. Disolventes y reactivos

Para los estudios de la recuperacion de los compuestos bioldgicos se utilizaron los aminoacidos
disponibles comercialmente: glicina (Gly) de Aldrich (Milwaukee, W1, USA) con pureza de 98.5%,
L-c- y B-alanina {Ala y B-Ala. respectivamente) de Sigma Grade (St Louis, MO, USA), 4cido a-
aminoisobutirico {Aib), L-valina (Val) y L-leucina (Leu) de Aldrich de la pureza de 99%, L-prolina
{Pro). L-fenilalanina (Phe), acidos L-glutimico (Glu) y L-prrogiutdmico de Sigma Ultra con pureza
superior a 95%, pirimidinas (uracilo y citosina) y purinas (adenina y guanina) de Sigma de 9% de
pureza y silicagel de Aldrich,

Para los estudies de pirdlisis de los poli-aminodados se utilizd poli-glicina {poli-Gly). poli-
valina (poli-Val) y poli-L-alamna {poli-L-Ala), disponibles comercialmente (Sigma, 99% de
pureza).

Las muestras auténticas de los PDs. cvelo-Aibs, ciclo-(L-Alad,, ciclo-(L-Val),, ciclo-(DL-Val),.
ciclo-(L-Leu)a, ciclo-(DL-Leu),, ciclo-(L-Pro); fueron sinteuzados previamente por el método de
triple sublimacién por el grupo de Basiuk en el Instituto de Quimica de Superficies de la Academia
de Ciencias de Ucrania, Kiev (Baswuk et al, 1992). Los PDs fueron recristalizados v son
cromatograficamente  homogéneos Estos compuestos fueron analizades por refractometria,
cromatografia de liquidos, cromatografia de gases. espectrometria de masas y espectroscopia de
infrarrojo. Las muestras de ciclo-Glya y ciclo-(DL-Ala); se utilizaron de Aldrich de 99% de pureza.

Los disolventes metanol y cloroformo utilizados fueron de Aldrich de pureza de 99.9% v
99.8% (grado cromatografice), respectivamente: el acido trifluoroacético (TFA) fue de pureza de
99% v ¢tanol fue de Malinkrodt con pureza de 99 9% (2rado cromatogréfico).

Para la cromatografia de gases se unlizd como gas acarreador el helio (grado cromatografico,

Praxair {nc.).
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4.2.2. Preparacion de las soluciones estandar

Para el analisis cuantitativo de los productos de la pirdlisis de los aminodcidos y bases de los
qcidos nucleicos, se prepararon las soluciones estandar de las bases de 4cidos nucleicos, de los
aminoacidos ¥ sus piperazin-2,5-dionas y para estas se analizaron las dreas de los picos de los
cromatogramas obtenidos por HPLC.

Las soluciones estandar se prepararon disolviendo 50, 40, 30, 20, 10, 5 y 1 mg de los
compuestos a analizar en 100 mL (el amincéacido y su PD correspondiente en el mismo volumen) de
disolventes correspondientes (seccidom 5.1.2.; Tabla 7). Los intervalos de ia concentracién fueron
escogidos por comparacién con los intervalos de recuperacidn de los compuestos a analizar. A
partir de las diferentes concentraciones se obtuvieron las dreas de los picos en los cromatogramas.
Por ¢jemplo, para la glicina y su PD los resultados de la cuantificacion se muestran en la Tabla
7.2.1. (Apéndice 7.2, p.108). Para la leucina y su PD, adenina, uracilo v citosina los resultados a

diferentes temperaturas se presentan en las Tablas 7.2.2, 7.2.3, 72.4 y 7.2.3, respectivamente
(Apéndice 7.2.p.109-112).

4.3. Procedimientos de pirdlisis
4.3.1. Procedimiento para la pirdlisis de los aminodcidos y las bases de los deidos
nucleicos

Los experimentos de pirdlisis para cada compuesto y cada temperatura se¢ hicieron una vez.
excepto para el uracilo (seccién 5.1) para demostrar la reproducibilidad de los resultados. Las
muestras de los aminodcidos v las bases de los acidos nucleicos se pesaron en las balanzas en
cantidad de 0.5 g en un vase de papel aluminio v se colocaban al tubo de vidrio arriba del reactor
(Fig. 9). El homo se dejaba en equilibrio a cada una de las temperaturas estudiadas (400-1000°C)
con ¢l flujo continuo de gas acarreador (N> o C(;). Cuando la temperatura del reactor estaba
equilibrada en el horno, el vaso de aluminio se soltaba moviendo ¢l tube honzontal de poh-
propileno y se dejaba caer al fondo del reactor

La volatilidad de los compuestos v ta evolucion del humo durante la pirdiisis dependia de la
temperatura (secc1on 3.1). El sublimado, que normalmente se formaba en las paredes del reactor
sobre ¢l horno, conteniz los compuestos condensados con un pese molecular relativamente alte. los

cuales se analizaron en ¢l estudio presente
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4.3.2. Procedimiento para la pirdlisis de los aminodcidos valina y leucina en
presencia de silicagel
Para el estudio de los productos de la pirdlisis de amincdcidos en la presencia de un dxido
mineral SiO; (silicagel} se utilizaron muestras de 0.5 g de leucina y valina como representantes de
los aminodeidos a temperaturas de 400 a 1000°C en atmdsfera de Na. La silicagel en cantidad de

10g fue puesta en el reactor de cuarzo (Fig. 3) antes de empezar el calentarmente del horno; otras

condiciones experimentales fueron las mismas que las descritas anteriormente.

4.3.3. Procedimiento para la pirdlisis de poli-aminodcidos

La purdlisis de los peli-aminodcidos se realizé con el mismo arreglo experimental, anteriermente
descrito, utilizando una atméosfera de nitrdégeno v una muestra de 0.2 g del poli-aminoacido y la
temperatura del horno fue 500°C. La duracién del experimento fue de 15 minutos. Los compuestos

condensados fueron extraidos con cloroformo y se analizaron por CG/EITF/EM

4.3.4. Preparacion de las muestras del condensado

Después de terminar el experimento. el horno se enfriaba. el reactor se desconectaba, y el
sublimado se trataba con diferentes disolventes: con agua doblemente destilada (en el caso de Gly.
Ala, B-Ala y Glu). o con una mezcla HoO/MeOQH 1:1 (Aib, Pro, Phe, Val, Leu. uracil v adenina) 6
0.1% de una sclucion acuosa de é&cido trifluoroacético TFA (citosina). El uso de los diferentes
disolventes (seccidn 5.1.1) se debe a la optimizacion de la recuperacicn del condensado y depende
de la solubilidad de los compuestos condensados. En muchos casos, se formd una cantidad
significante de la materia carbonizada inscluble.

El uempo del contacto del disolvente con el condensado, formade en el tube del reactor.
depende de la solubilidad del compuesto analizado v de otros compuestos del condensado y es
diferente para los condensados Por ejemplo, en el caso del condensado de la glicina el tiempo fue
mds corto que para la valina Este tiempo depende también de la temperatura de la pirchsis
utilizada. Mientras la temperatura ¢s mds alta, se obticne la cantidad mds clevada de la materia
insoluble carbonizada en las paredes del wbo del reactor. la cual hace el proceso de disolucion del
sublimade mds dificil. Para opumizar ¢l proceso se utilizé la agitacion del reactor con ¢l disolvente

v en algunos casos un calentarmienio ligero



Para el andlisis cualitative (CG/EITF/EM) de los productos de las transformaciones térmicas de
poli-aminedcidos v los amunodcidos valina y leucina en presencia de silicagel, tos sublimados
obtenidos en el experimento de la pirdlisis se sometieron a una extraccidén con cloroformo. El
reactor con el sublimado se lavd con 5 mL de cloroformo; la solucion resultante se evapord hasta

tener un volumen de 1 mL.

4.3 5. Condiciones cromatogrdficas (HPLC)

Después de ajustar el volumen a 100mL con el disolvente correspondiente. la muestra se analizd
por cromatografia de liqmdos (HPLC), utilizando un detector UV a longitud de onda de 200 nm
para los aminodcidos y 260 nm para las bases de los acidos nucleicos. El flyjo de la fase mavil fue
de 102 ml min™ para diferentes compuestos (Tabla 3}, la temperatura de la columna fue de 45°C

Como fase movil se utilizaron las siguientes soluciones:

a) agua doblemente destilada y desionizada (H;O} para una elucién isocratica en el caso de Gly.

Ala. B-Alay Aib;
¢) (.1% solucion acuosa de acide trifluoroacético para la elucidn isocratica en el caso de bases de

los dcidos nucleicos y Glu:
¢) una mezcla de H;O-metanc! 80:20 (v/v) para la elucidn 1socratica de Pro:

d) una sofucidn acvosa (0.1%) de 4cido triflucroacético (TFA)-metanol 80G:20 (v/v) para la elucidn
isocratica de Phe;
2} el gradiente de H:O-metanol de 0% a 100% de metanol a 20 minutos en ¢l ¢aso de Val. y de 0%

a 100% de metanol en 10 minutos para ¢l caso de Leu.

Las otras condiciones (tiempos de retencion de los compuestos v las PD correspondientes para
los aminoacidos, longitudes de las columnas v las velocidades de flujo de la fase mévil) para los

compuestos analizados se muestran en la Tabla 3.

4.3.6. Condiciones experimentales de CG/EITF/EM

El espectrémetro de masas funciona por impacte electrémco con electrones energetizados a 70
eV. La resolucion de este instrumento es luma y su intervalo espectral es de 10 a 2000 m/z Tl
detector de infrarrojo tiene una resolucion espectral de 4 numeros de onda v un intervalo espectral

de 4000 a 500 cm™



Tabla 5. Condiciones cromatogrificas de los analisis

HTpUEsto Tiempe de | Tiempo de retencién | Fase movil Longitud  de | Velocidad
retencién de la PD la  columna, | del flujo
del correspondiente, mm (mL/min}
compuesto, | min.
man.

licina 1.3 16 H,0 230 1

lanina 1.28 2 58+2.82 H,O 230 1

alina 0.3 6790 Gradiente de 100% H,O { 100 1

a 100% MeOH en
20min.
2ucing 0.35 4.76-53¢ Gradiente de 100% H,O | 100 i
a 100% MeOH en
10min

rolina 20 68 H,O'MeQH (80:20) (v/v) | 250 2

cido 2- (13 23 H,O 250 1

minoisoburin-

W

enilalanina P S R s 01% TFA en | 250 2

H.O MeOH (30 20)
cide glutdmico | 13 18 0.19% TFA en H-O 250 1
(ac piroglutamico)
«denina 21 H.0 250 2
Jracil 2.0 H,C 250 2
J1iosina 161 0 1% TFA en H,0 250 1

Para lograr una separacion optima de los compuestos organicos formados se utilizé una rampa
de temperatura de 55°C a 250°C con aumento de 7°C min™'. Se utilizé el helio como gas acarreador
con un flujo de Iml min™.

La temperatura de la celda del detector de infrarrojo fue de 250°C. La temperatura de las

interfases, que conectan al cromatégrafo de gases con el espectrémetro de masas y con el detector

de infrarrojo también fue de 250°C
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La identificacién de las especies orgénicas formadas se realizd a través de los espectros de
aasas e infrarroso registrados por los instrumenios. Ademds de una cuidadosa interpretacién, los
spectros se compararon con las muestras estindar en el caso de dicetopiperazinas y para otros
ompuestos contra los espectros de masas e infrarrojo de las bibliotecas electrénicas Wiley 138K y
IPA-REVA, respectivamente. Los resultados de la bisqueda de los datos en las bibliotecas de
PA-REVA v Wiley 138K para los compuestos selectos se presentan en el Apéndice 7.3 (p.113-
20).

1.3.7 Andlisis cuantitative y tratamiento estadistico de los resultados

A partir de concentraciones de las soluciones estandar y las areas de los picos correspondientes
n los cromatogramas se prepararon las curvas de calibracion para los compuestos analizados y se
1seourd la linealidad de las respuestas (lo que significa que !a relacién entre la concentracion de
sompuesto en la solucion analizada y el area del pico cromatogrifico es lineal)., El niumero de
réplicas de cada analisis fue de tres para cada concentracién, lo que permite asegurar la repetibilidad
de los resultados. Los cromatogramas correspondientes se muestran en ¢l Apéndice 7 1 {p.103-107).

El cromatografo utilizado para el presente estudio estaba equipado con un integrador
electrdnico que proporciona mediciones muy precisas de las dreas de los picos cromatograficos de
los compuestos analizados. Los resultados de las dreas para las diferentes concentraciones de la
glicina se muestran en la Tabla 6 y los resultados obtenidos después de la pirolisis de la glicina v
algunos otros compuestos (leucina, adenina. uraci! y citosina) a temperaturas desde 400 a 1000°C
se muestran en el Apéndice 7.2 (p 108-112). Las curvas de calibracién para la glicina, la PD de

glicina y de uracil se muestran en la Fig. 10.

Tabla 6. Resultados de calibracién de ta glicina y su PD, obtenidos por HPLC
(y - Area del pico en el cromatograma, la cual se obtiene digitalmente:

Ay - promédio de drea del pico en tres réplicas.

X - concentracion en mg/100mL).

Wlicina,x v Ay | PD.x, Ty, A,
10 22 o 3 550|350

20 348

21 [ | 532
15 30 1 3j 75 1820 | 81

33 8§24

3 822
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Las 4reas bajo los picos en el cromatograma se utilizaron para calcular Ja concentracidn de los
ompuestos, comparando con una grifica de las 4reas de los picos en funcién de la concentracion
ara cada uno de los compuestos. Para las PDs se tomd en cuenta que para la formacién de una
noiécula de PD se necesitan dos moléculas del aminoacido padre menos dos moléculas del agua.

Las ecuaciones de las rectas de regresién obtenidas mediante el método de los minimos
:uadrados tienen la siguiente expresidn aigebraica:

y=mx+h,
Jonde y - respuesta, &rea bajo la curva en el cromatograma de los compuestos;
n- pendiente de la recta de calibracién;
i~ concentracion del compuesto;
»- es intercepto (el valor para y cuando x es cero) u ordenada a! origen de la recta de calibracién.

En la aplicacidén del métode de los minimos cuadrados, es necesario suponer que hay una
elacién lineal entre las ireas de los picos (¥) v la concentracién del compuesto {x). También se da
sor hecho que cualquier desviacidn de los punios ndividuales respecto a una linea recta es
ronsecuencia del emor en la medicion, es decir, se asume que los patrones se han preparado
:uidadosamente, con lo cual los errores inaeterminados en el proceso de preparacion son
lespreciables comparados con los del proceso de medicion (Tabla 7).

La desviacion vertical de cada punto respecto de la recta se conoce como residual (Residual = v,
-xm + b). La linea que se deduce por el método de los minimos cuadrados es aquella que mimmiza
la suma de los cuadrados de los residuales de todos los puntos. Para estimar si los puntos
=xpertmentales se ajustan bien a las rectas de calibracion. se calculd el coeficiente de correlacién,

(r) que esta dado por:

v=T {(xi- X)yi- NI E - T[S - 9100

La linea de la recta de regresion no es la misma recta que la de calibracion (excepto en el caso
donde todos los puntos caigan sobre una linea recta, exactamente cuando r = 0), se calculd
baséndose en el principio que la linea debe pasar por el "centro de gravedad” de los puntos ( X. ;):

(m) =T {(xi- x}yi- v}/ £ (xi- X
b= ;— m x
La recta de regresion se utilizd para estimar la concentracion de las muestras problema y el

limite de deteceion del procedimiento analitico Primero se caleuld el dato estadistico Sy
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Sy = {Z (yi-¥D) 7/ 02377,

En donde Vi- es valor de los puntos scbre la recta de regresién caleulfada, el cual se calcula a
partir de la ecuacion de regresion.

Una vez determinadas la pendiente y la ordenada de origen de la recta de regresion es fécil
calcufar un valor de x correspendiente a cualquier valor de y medido.

Es importante evitar ia confusidn entre el limite de deteccidn de una téenica con su
sensibilidad La sensibilidad de una técnica se define como la pendiente de una linea de calibracién
y, siempre que la representacién sea lineal, puede ser medida en cualquier punto de ella. El limite de
deteccion es la cantidad de concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial det
blanco, va (¥s = b), mas dos veces la desviacién estandar del blanco, Sg {Sg = Sy/x). El valor de {y)
en ¢l limite de deteccidn estd dado por: v' = yg + 358

El limite (y"} de cuntificacidn ("lirite de determinacion™), considerado como el limite mas bajo
para mediciones cuantitativas precisas tiene el valor: ¥" = yg = 108g Los resultados estadisticos

<

para los compuestos cuantificados el este trabajo se muestran en la tabla 7.

Tabia 7. Resultados estadisticos para los compuestos analizados cuantitativamente

Compuesto Ordenada de | Pendiente | Coeficiente | Limite  de | Limite de | Intervalo |
arigen (b) (m} de deteccion, cuantificacibn, | estudiado
correlaciéon | (mg/100mL) | (mg/100mL) (mg/100mL)

Ghicina y 1.0 1.92 0999 | 049 i 1.65 10-25

PD 750 108.40 0.999 0.05 017 5-12.5

Alanuna y 3.90 232 0.999 1.40 4.52 1-25

PD -63.60 60.72 0.997 1.80 611 1-25
B-Alanina 2.00 297 0.999 2.16 720 1-50
Valinay 330 2.26 0.998 212 7.07 1-25 )

PD | -201 767 0.996 1220 1735 | 1-25

Leucina y -7.00 i 7.20 i 0.993 | 250 $20 i1-25

PD -337.80 69.26 | 0.997 170 580 1-25

Prolna y 04 048 0999 100 334 150
| PD 8.75 210.77 0,099 0.61 2.03 1-50 ’




Acido 2-[1.50 2.16 0.999 1.06 3.50 125
aminoisobutiri

oy P 11620 :8384 0.999 1.2 4.10 1-25
Fenilalanina -1.5 1.58 0 999 1.92 6.45 1-30
Acido 475 10.37 0.999 (.43 430 1-50
glutamico  y

piroglutamico | g6 75 48.03 0.999 2.11 7.05 1-50
Adenina 3020 117.41 0.999 0.73 2.40 5-125
Uracil -8.80 104.36 0.999 0.38 1.28 10-25
Citosina -30.45 0.999 10.38 1.28 1-25

i 75.54
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1.  Secuencia de andlisis del sublimade y de identificacion
La etapa mds importante de esta investigacidn consistié en la pirolisis de los compuestos a
estudiar, cuyo efecto simula el calentamiento de los compuestos durante el pasaje atmosférico v ia
entrada a la superficie de la Tierra Primitiva de los compuestos orgdnicos. La segunda etapa
consistid en el andlisis de los compuestos, los cuales sobrevivieron durante el calentamiento y de
los productos, resultados de estos compuestos y recuperados del sublimado. La secuencia de

andlisis del sublimado y de la identificacién de los productos se muestra en la Fig 11

Sublimado

l

. . £
Solucion HPLC cuantificacion
—————— . ra
acuosa de los aminoacidos,
las PD, purinas y pirimidinas

CHCI,
A\
Extracto CG/EITF/EM (cualitativo)
Identificacion de los compuestos
Wiley 138K EPA-REVA

Fig. 11. Secuencia de anilisis del sublimado y de identificacion

La eliminacidn del humo durante la pirdlisis dependia de la temperatura: por ejemplo. si ¢l
proceso de la pirdlisis se realizaba a 400°C se requeria esperar 10 minutos para ehminar totalmente
el humo v la muestra permanecia por 20 minutos en el homo para alcanzar el equilibrio del sistema
En el caso de los experimentos a temperaturas entre 500 a 1000°C Gnicamente se requenan 6
minutos para equilibrar el sistema Los productos voldtiles de descomposicion con bajo peso

molecular se eliminaban con <!l flujo continuo de Na o CO»,
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Los experimentos de la pirdlisis ro se repetian, tomando en cuenta ia larga duracion de los
experimentos, su laboriosidad v la peligrosidad. Sin embargo, para el uracilo, se hicieron tres
réplicas de la pirdlisis a todas las temperaturas estudiadas (Fig 12) para confirmar la
reproducibitidad de los experimentos piroliticos. La reproducibilidad de los datos obtenidos después
de la pirblisis y cromatografia de Hquidos (HPL.C) es bastante alta. Los errores de medicién son
menores de 2.5% (0.3% a temperatura de 400°C, 1.8% a 500°C, 2.3% a 600°C y 1.6% a 700°C), lo

que se considera razonable para los estudios analiticos,

30 i ) 1 L 1 1 H 1 1
25 4 _ﬁr\ ~
20 -
® L
g
5 154 -
8
;f L
e 104 -
5 4 L

T T
660 700 800

temperatura, T (°C)

T
400 500

Fig. 12. Recuperacién de uracile a temperaturas (T) de 400 a 800°C v la reproducibilidad de
los resultados
J.1.1. Optimizacidn de la recuperacion de muestra

Para la recuperacion completa de la muestra se necesita saber la solubilidad de los aminodcidos
v las bases de los acidos nucleicos en diferentes disolventes (Tabla 8). En la base de estos datos se
escogld empincamente a los disolventes, los cuales permiten la disolucion completa del
cendensado. Por gjemplo, ¢l agua se utilizé para los compuestos Gly, Ala, §-Ala y Glu, los cuales

se disuelven facilmente a temperatura ambicnte; para Aib. Pro, Phe, Val, Leu, uracil y adenina se
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1tilizé una mezela HyO/MeQOH 1.1; para la citosina se utilizé 0.1% solucion acuosa de TFA. Se
fomé en cuenta la solubilidad de las PDs correspondientes, la cual es mas baja que 1a de los
aminodeidos correspondientes. Por ejemplo, las PDs de la valina y leucina son hidréfobos, entonces
para disolver las PDs juntos con los aminodcidos correspondientes (relativamente hidréfilos) en la
misma muestra, hay que hacer un diselvente adecuado, escogido empiricamente. Para la guanina no
se muestra €] cromatograma, ya que este compuesto no se disuelve en los disolventes comunes y
ademds, su comportamiento durante la pirdlins es diferente de otros compuestos estudiados

(seccién 5.3).

Tabla 8. Los amineicidos y las bases de los dcidos nucleicos estudiados y sus selubilidades en
diferentes disolventes

Compuesto Férmula Solubilidad

Glicina NH-CH;-COOH En 100mL del agua a 25°C se disuelve 25 g, en 100 g
de alcohol abs. -0 06 g: insoluble en éter

f-alanina (WH,)CH;-CH,~COOH Facilmente en agua, poco en alc . inscluble en éter y
acetona

Alanina CH3-CHINH,)COOH En 100 mb ael agua a 25°C se disuelve 166 5 g

msoluble en éter

Valina (CH;)s-CH-CH(NH»)COOH En 10C mL del agua a 25°C se disuelve 88.5 g,

insoluble en disolventes neutros comunes

Leucina (CH;),CH-CH-CH(NH)COOH | En 100 mL del agua a 25°C se disuelve 24.26 g, en

99% alcohol 9.72g/1, msoluble en érer

Acido glutarnico COOH-CH-CHL-CH{NH,)COOH | 8.64 g/l a 0°C en agua, wsoluble en <tanol. metanaol.

éter, acetona v disolv, neutr Comunes

Fenulalanina CeHs-CHy-CH(NH:}COOH | En agua 29 6 g/i a 25°C, facil en etanol y metanol
En agua 162 3 g/l a 25°C; ¢n alcohol 1 55% a 35°C,
H COOH msoluble en éter, butanol, 1sopropanol
Prolina '
H|C><COOH Facil en agua, dificil er ale | nsol en eter

Acido a-aminoisobutineo

lg se drsuelve en 2000 mL del agua fna y en 400 mL

N .. .
NWK/ Sy del agua hirviendo, soluble en alc | insoluble en éter
i |

K\“)L e NH v cloroformo

Adenina

=
1<



Facil en NH,OH, solucion acuosa de KOH, dificil en |
j’\ “\ alc.; casi insoluble en agua
Guanina BT -
T 0 ig se disuelve en 130 mL del agua, poco soluble en
‘ \f alcoholes, msoluble en éter
P,
Citosina :LHE
N\/o Facil en agua caliente, a 23°C se disueive 0358
‘ 4\|JH partes en 100 partes del agua, cast nsel. en ale.,
éster, soluble en NH,OH
Uracilo

5.1.2. Optimizacion de las condiciones para HPLC

Los estudios cuantitativos se tealizaron por HPLC tomando en consideracion los tiempos de
retencion de los estandares respectivos. Los intervalos de concentracion de los estandares para los
compuestos arnalizados se mantuvieron alrededor de 50mg/l1C0mL (lo que equivalc a 10% de
recuperacion de los compuestos pirolizades) y 0.5mg/100mL (igual a 0 1% de recuperacion). Los
resultados menores de 0.1% se igualaron a cero.

El uso de diferentes disolventes se debe a las propiedades de los aminodcidos y las bases de
acidos nucleicos (Tabla 8). Es importante, tomar en cuenta la solubilidad tanto para la recuperacion
completa del sublimado. como para optimizacién de HPLC para los compuestos con diferentes
propiedades fisico-quimicas. Otro pardmetro importante es la polaridad de {a fase movil. Los
compuestos analizados por HPLC en fase inversa aparecen en el cromatograma en orden de
disminucion de la polaridad. Primero aparecen los picos de los compuestos mas polares y después
los menos polares, en ¢l siguiente orden general: alcoheles, aminas, amidas, aldehidos, cetonas,
ésteres. éteres v finalmente hidrocarburos.

Para obtener una buena separacién en un tiempo razonable, las polaridades de la muestra. de la
fase mdévil v de la fase estacionaria se han de armonizar cuidadosamente. Una vez escogida la fasc
estacionaria {en todos los casos es Cjp), se realizd una sene de pruebas obteniendo los
cromatogramas con varias fases moviles hasta que se llegd a una separacion satisfactoria para cada

uno de los compuestos. En ¢l caso del radical mas grande del compuesto a analizar [R-

L
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CH(NH2)COGH] se necesita la proporcion més grande del disolvente menos polar que el aguaen la
fase mavil, lo que disminuye el tempo de retencion del compuesto La explicacion del efecto de ta
fuerza del disolvente sobre los factores de capacidad se encuentra en la seccion 1.1 4. Para los
disolventes que fueron utilizados en el presente estudio, P' de metanol es 5 1; del agua es 10 2 v del
acido trifluorcacético es <-2. Utilizando ias formulas (seccién 1.1.4), se encontrd ia mejor manera
para una separacion adecuada. Por ¢jemplo, para las PD de valinag v leucina. las cuales son muy
poco solubles en agua, se necesita un gradiente del agua con metanol. Asi, para obtener el tiempo de
retencion de la PD de 6.75 min, la fraccién de metanol en la fase movil debe llegar a 32.5% con el
uso de gradiente. La solucidn acuosa de dcido trifluoroacético de 0.1% se utilizd para la elucion
isocrdtica del dcide glutdmico y de las bases de los acidos nucleicos, los cuales son poco solubles en
agua y en la mayoria de los disolventes neutros. Con el uso de TFA se mejoré notoriamente la
forma de los picos.

El uso de las columnas cromatograficas (HPLC) de longitud diferente (10.0 y 25.0 cm) también
estd relacionado con la optimizacidn. Cuando se analizan los compuestos muy hidréfobos (como las
PDs de valina y leucina) los cuzles tienen un tiempo de retencidn grande, es mejor utilizar las
columnas mas cortas para lograr una elucidn mas rapida (las PDs de Val y Leu. disueltos en el agua,
tardaban mas de 1 hora en salir en el cromatograma) Al mismo tiempo. para los compuestos
hidréfilos {como glicina, los 4cidos glutamico y piroglutamice), los cuales eluyen muy rapide de las
columnas cortas, el uso de las columnas de 25.0 em mejora la resolucidn del cromatograma.
aumentando el factor de capacidad k' de los compuestos a analizar.

El uso de estandares de las diferentes PDs [ciclo-(L-Ala), y ciclo-(DL-Ala). etc.] se necesitd
para la identificacion de los picos en el cromatograma. debido a que la sublimacién proveca la
racemizacién de las PDs v la aparicidn de los dos picos de los diasterecisémeros de PDs en ¢l
cromatograma. Sin embargo, para cuantificar la cantidad de las PD obtenidas. las dreas de los picos

correspondientes s¢ sumarcen

513 Condiciones para CG/EITF/EM

El analisis cualitativo se realizd mediante cromatografia de gases acoplada con EITF y EM. El
numero de réplicas fue tres para wodes los andlisis. donde se utillizd esta téenica. Dentro de estos
analisis, generalmente. se conservd la canudad v la calidad de los picos cromatograficos.

Analizando entre las tres réplicas. se escogid un cromatograma, ¢l cual permutid analizar por
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espectrometria de masas y espectroscopia de infrarrojo el mayor nimero posible de los picos con la
mejor resolucién. Los estdndares que fueron utilizados para este método fueron las PD (seccién
4.2)

La columna Ultra 1 para la cromatografia de gases se selecciond por la excelente facilidad con
que separa compuestos volatiles polares y no polares, su alta capacidad de retencidn, su gran
estabilidad quimica y caracter hidrofobo y también por el grado minimo de sangrado que presenta a
temperaturas de alrededor de 250°C. De acuerdo con los estudios realizados por Basiuk (1998),
Basiuk y sus colaboradores (1998a-c) este tipo de columna es la mas adecuada para la separacién de
diferentes clases de los compuestos desconocides con pesos moleculares ¥ las formulas moleculares
diferentes, los cuales se producen después de la pirdlisis de los aminoécidos.

Al igual que en la cromatografia de liquidos, para la optimizacion de la cromatografia de gases
se tomd en cuenta la solubilidad de los compuestos en cloroformo. Por ejemplo, en el trabajo de
Basiuk y colaboradores (1998a), se utilizd un gradiente uniforme de agua - metanol de
concentracion de 0% a 100% en 30 minutos para el andlisis por HPLC del sublimado de Aib y Ala
y el mismo gradiente en 40 minutos para Val y Leu; en estas condiciones no se encontraron las
evidencias de las amidinas biciclicas. Por otro lado, en la fraccién disuelta en cloroforme v
analizada por CG/EITF/EM se identificaron los productos con peso molecular grande, comao las PD.
las amidinas bi- y triciclicas. Este hecho permitié escoger el cloroformo para disolver el sublimado
para ¢l presente estudio, como el disolvente eficaz para disolucién de los compuestos a analizar con
¢l peso molecular elevado.

Sin embargo. es dificil de recuperar todos los compuestos del sublimado obtenidos después de
la pirdhisis. Asi, después de disolver los compuestos en cloroformo para el andlisis cualitativo
(CG/EITF/EM) de poli-aminoacidos en la solucidn acuosa, analizada por HPLC (Basiuk et al.,
1998a). todavia se observd la presencia de las PD de la ghicina {en cantidad de 2.8%) vy alanina
{0.4%). Sin embargo, para las soluciones en cloroformo, esto no perjudica los resultados del andlisis
cualitativo de los productos de la pirdlisis.

Para lograr la separacién cromatogrifica de todos los preductos durante un tiempo razonable,
se utihzod un gradiente de temperatura de 55 a 250°C con aumento de 7°C min’. lo que permitid
terminar el andlisis en menos de 40 minutos. El aumento del tiempo de analisis por mds de 40 min
necesita méas de 30 MB de memoria del disco duro para adquinr los archivos espectrales. Ya que la

computadora acoplada con el equipo tiene capacidad limitada. esto resulta ¢n fallas con pérdida de



atos. Ademas, el aumento del tiempo del analisis empeora la calidad de los datos espectrales,
ruciales para la identificacién de los compuestos desconocidos. Por otro lade, la disminucién del
iempo de analisis mediante el incremento de temperatura. disninuye la resolucion cromatografica.

Una observacién cuidadosa de los eromatogramas puede ayudar en la identificacion de los
ompuestos. Los picos cromatograficos presentan tiempos de retencién mayores al aumentar su
imero de dtomos de carbono. Los compuestos alifiticos mas ramificados eluyen antes que los
nenos ramificados. En general, los compuestos aromdticos presentan los mayores tiempos de
etencion, debido a que los productos con mayor peso molecular tienen mayor afinidad por la fase
stacionaria. causada por la similitud de la naturaleza quimica entre ambos.

El uso de la energia de 70 eV para la espectrometria de masas por impacto electrénico permite
sperar varios tipos de rupturas en los compuestos a analizar. debido a que esta energia es como
ninimo tres ordenes de magnitud superior a la necesaria para romper los enlaces quimicos tipices
Por eso, para cierto tipo de moléculas. la fragmentacion es tan efectiva que no se queda ningln ion
molecular v, por lo tanto, la informacién mas importante para la determinacién del peso molecular
e pierde. Esto sucede para vanos compuestos analizados, sobre todo para los hidrocarburos con
beso molecular elevado

Al aumentar el nimero de carbonos en una melécula, su espectro de masas se va complicando.
E] patrén de fragmentacion de los hidrocarburos con cadenas lineales saturadas de cuatro o mas
itomos de carbono se caracteriza por la presencia de grupes de picos separados por 14 unudades de
masa distribuidos alrededor de los picos de m/z 43 y 37, los cuales son en la mayoria de los casos.
los de mayor intensidad. Se nota que al aumentar el pese molecular, la intensidad del pico del ion
molecular disminuye Los espectros de masas de los hidrocarburos saturados ramficados son
similares a los espectros de los hidrocarburos de cadena lineal pero presentan caracteristicas
adicionales. A medida que el numero de ramificaciones es mayor, ¢l 1on molecular puede no
aparecer. En estos casos el pico que aparece a la mayor relacién m/z debe corresponder a un
fragmento de la molécula que sea el producto de unza pérdida ldgica como 15, 29 o 43 unidades que
corresponderian a la pérdida de los fragmentos como CHi; C;Hs & C;H,. ademads. de la
fragmentacién ocasionada por el rompimiento dei enlace en la posicién ¢n que se encuentra la
ramiticacion. Este rompimiento ocurre con mayor facilidad cuando el d&tomo de carbono estd mds
sustituido v siempre ¢l sustituyente de mayoer masa ¢s ¢l que preferentemente se climina como un

radical o una molecula neutra, en muchas ocasiones corresponde al pico base o 4 uno de los picos



nas abundantes del espectro. Respecto a \0s compuestos insaturados, el ton molecular del espectro
le masas e¢s de mayor intensidad que el del correspondiente alcano por que el catién radical
nvolucra a los electrones de la doble ligadura, lo cual incrementa su estabilidad. En este tipo de
ompuestos, la ruptura que predomina es alilica perdiéndose. al igual gue en el caso anterior, el
ragmento de mayor masa,

En los compuestos aromdiicos la presencia del anillo hace al ion molecular estable v provoca
jue este. generalmente, se presente como el pico base. Los compuestos aromaticos presentan un
oico de m/z 91 {C4HsCH+) onginado por la ruptura del enlace en la posicién B respecto al anillo.
Este fon experimenta una reorganizacion y origina al ion tropilium (C;H++), el cual, a su vez, se
ransforma al ion de m/z 65, observado en los espectros de los compuestos aromaticos tras la
~érdida de acetileno (CH=CH).

En los bencenos monoalguilsustituides un grupo de iones caracteristicos son originados por la
ruptura orto al anillo seguida de ia migracién de un hidrégeno, lo que da lugar a los picos m/z 77,
78 y 79. Con cadenas hidrocarbonadas de més de cuatro 4tomos de carbono, el pico base de m/z 41
es resultante de una reordenacién de McLafferty que sufre la molécula.

En los espectros de los deidos carboxilicos los iones moleculares son diferentes y su abundancia
aumenta con ¢l aumento del peso molecular. El pico (M-OH+) es diagndstico para los acidos
insaturados. La pérdida de CO; se observa en los espectros de deidos dicarboxilicos y sustinados. la
cual sucede durante la decarboxilacién térmica. Los acidos alifaticos dicarboxilicos también se
caracterizan por los iones m/z 36 (HaO,) v 46 {CHOn). Los dcidos carboxidicos aromdticos
presentan en sus espectros la pérdida de OH seguida por la pérdida del CO. El hidrégeno en el orto-
sustituyente preduce el pico abundante (M-H,O+) por ¢l efecto "orto”, ef cual sighe de la pérdida de
CO.

En el espectro de las lactonas ¥ anhidridos se presenta et pico m/z 56 debido a la pérdidz de
(CaHJCO+) vy miz 44 (CO3).

En las arunas alifdticas el 1on molecular es de muy baja abundancia o puede no aparecer. Esto
se debe al efecto del grupo amine come ¢l iniciador de la reaceidn de ruptura. Por la alta afinidad
de las aminas a suftir una protonacion, s¢ producen los iones estables de MH™, los cuales
proporcionan la informacidn sobre el pese molecular. En las amunas aromdiicas el pico basc se
produce por la pérdida del grupo algqulo debido a la ruptura ¢ En los n-alquilaminas primarias se

presenta el pico m/z 86 (CsH<NH;+) debido a la reaccion de sustitucion, en aminas secundarias m. 7



44 debido al ion (CH»=NH-CHi+) y en las aminas terciarias el mismo ion por el grupo
HHN(CH;)=CH.]).

Los espectros de masas de las amidas primarias se parecen a los espectros de los 4cidos y
ésteres correspondientes. En las amidas secundarias el nitrogeno juega el papel del iniciador de la
reaccion de la ruptura. Los iones moleculares més frecuentes son MH" debidos a las reacciones
entre ¢l ion y la molécula. Los iones que contienen el mtrogeno producen los picos m/z 59, 73, 87,
etc. Y las pérdidas de los grupos alquilo producen los picos m/z 44, 58, 72, 86; para las cadenas méas
largas los iones mds abundantes corresponden a (CHj)s - m/z 72, 128, 187 y 240. Los picos que
corresponden a la pérdida de los hidrocarburos, como (CHazp+) v {CoHznt) son menos
abundantes. Los espectros de las amidas secundarias y terciarias muestran los resultados de las
reacciones adicionales como la ruptura B de la unidn de N-R con la reordenacién de uno o dos
atornos de hidrogeno (myv/z 60; debido a la pérdida de NHCO y Hy). Las amidas terciarias tienen una
recrdenacion en ambos lados de la cadena. la cual produce los picos (M-CsHgt), (M-CaHz-C2Hsz+).
(M-C4Hg-CaHat), y (M-CyHs-CoH3-C:Hyt), los que corresponden a mvz 115, 88, 87 y 60,
respectivamente, La ruptura o inducida por el nitrdgeno produce iones de (M-CyHs+) y (M-CH;3+),
los cuales se descomponen por la eliminacion de las cetenas y la reordenacién del hidrogeno
[+H:N=CHCHj;] (nvz 44} v [+H;N=CHC;Hs] (m/z 58) La pérdida de cetenas representa una ruta
de descomposicién importante en acetamidas. Para los N-arilacetamidas la reordenacién del
hidrogeno con la migracion de la carga del grupo amido ocurre solamente cuando el ion resultante
(M-RCONHR'+) es estabilizado y el radical R es pequefio. La ruptura de la unién C-N con la
obtencion del ion alcanoile {CH3CO+) es mas reducida que en el caso de los ésteres. Esta ruptura.
normalmente es menos favorecida en las amidas secundarias (m/z 77). siendo lo contrario en las
amidas terciarias (m/z 156).

En el espectro de los nitrilos alifiricos las rupturas mayores son mdas dificiles para la
interpretacidn que para otros compuestos simples. Las series de 1ones més importantes son {C,Hap.
1N+ (CoHznaN+) v las series de ionmes comunes de los hidrocarburos son: {CpHan+] (mvz 27, 41,
55...) ¥ [CoHana#] (mvz 26, 40. 54....). Los picos de iones moleculares son débiles o pueden no
aparccer. a pesar de que ellos son fuertes para los nitrilos aromaticos. Afortunadamente, los nitrilos
alifancos forman el pico MH" por la reaccién "ion-molécula”. Las series de iones m/z 40, 54, 68,
82, . para (CH2)CN+ dominan la porcion mds baja del espectro de masas; las scries que

corresponden a la reordenacidn del hidrogeno, CuHzp N+ (m/iz 41, 33, 69. 83, } tienen mayor
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umportancia para n ~ 3 hasta 6. Los nutridos insaturados y aromdticos tienen los iones moleculares
mds abundantes, y los icnes (M-H)+ por la ausencia del a-hidrdgeno no son abundantes

En todos los casos, reuniendo los fragmentos con los gue se justifican los picos del espectro de
masas, se puede proponer Una estructura quimica.

La informacion que proporciona la espectrometria de masas permite conocer el peso molecular
del compuesto analizado y la espectroscopia de infrarroje permite conocer los grupos funcionales
que forman cada uno de los compuestos. Esta informacion vista en conjunto, ayuda a elucidar la
estructura molecular del compuesto analizado. Teniendo en cuenta que en presente trabajo los
productos de la pirdlisis contienen grupos carbonilicos y carboxilicos, especial atencidn se prestd a
los maximos de banda de ve—g y formas en los espectros de infrarrojo. Estas bandas son muy
sensibles a la presencia de otros sustituyentes, asi como para estumar e} tamafio de los sustituyentes
en el caso de compuestes ciclicos. También los espectros de los nitrilos se caracterizan por tener
una absorcidn de mediana o poca intensidad, originadas principalmente por las vibracicnes de
alargamiento del enlace C=N.

En la tabla 9 se recopilan los intervalos de absorcidn. en base de los cuales se realizaron las
asignaciones de los grupos quimicos caracteristicos de los compuestos producidos en este estudio.
La informacion que proporciona el espectro en el infrarrojo por si sola no es suficiente para elucidar
la estructura quirica de un compuesto. Es dificil diferenciar entre moléculas de los compuestos que
pertenecen a una misma farmlia debido a que les numeros de onda. en que se presentan las bandas
de absorcién de los diferentes grupos quimicos. son muy parecidos y las bandas se sobreponen
frecuentemente Esto es lo que sucede con la absorcién de los grupos metilo ¥ metileno, presentes
en los espectros de muchos compuestos anaiizados en este estudio. Pero la identificacion de las
absorciones caracteristicas de grupos quirmecos especificos es la tarea mis sencilla. Conjuntando
esta informacion con la proporcionada por los espectros de masas y comparandola con aguella que
se obtiene de las bibliotecas electronicas. puede garantizarse que la estructura quimica propuesta
para un compuesto determinado ¢s acertada.

Para ¢l presente cstudio las diferencias de los espectros obtenides experimenialmente con los de
tas bibliotecas aparecen por varias razones, principalmente se debe al uso de los diferentes aparatos
¥ temperaturas de analisis. Influye también que para obtener los espectros de los compuestos de las
bibliotecas se utilizan los compuestos de alta pureza v ea ¢l trabajo presente los compuestos que se

analizaron. fueron separades por cromatogratia de gases



Tabla 9. Regiones de absorcion caracteristicas de Ias vibraciones de algunos grupos quimicos
especificos

Enlace Tipo de compuesto Intervalo de frecuencias, cm™
C-H Alcanos 2850-2970; 15340-1470
=C-H Alquenos 3010-3093; 673-995
C-H Alquinos (=C-H) 3300; 112341375, 890-970: 575-695
C-H Anillos aromaticos 3010-3100; 690-300
N-H Aminas, amidas 3300-3500
C=C Alquenos 1610-1680
Cc=C Anillos aromaticos 1500-1600
C=C Alguinos 2110-2260; 610-700
C-N Aminas, amidas 1180-1360
C=N Nitrilos 2210 2280; 580-525
C-O  Alcoholes. éieres. dcidos carboxilicos. ésteres 1050-1300
C=0 Aldehidos. cetonas. 4cidos carboxilicos. ésteres 16903-1760
NO- Nitrocompuestos 1500-1570: 1300-1370
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5.2. Pirdlisis de aminodeidos
5.2.1. Recuperacidn de los ammodcidos

La recuperacidn de los aminodcidos a temperaturas por arriba de 400°C en los experimentos
realizados en atmésfera de nitrégeno, se presenta en la Figura 13. (Los valores mas bajos de 0.1%

se 1gualaron a cero).

Yal
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Fig. 13. Recuperacién de los aminoacidos en funcién de la temperatura de pirélisis.

En todos los casos la recuperacion disminuyd con el aumento de la temperatura. A la
temperatura de 400°C los valores para alanina y valina estdn en niveles de 10 y 13 %
respectivamente, de 3-4 % para gheina, dcilo o-aminoisobutirico y leucina, y los mds bajos de
1.5% para prelina v fenilalanina. El acido-L-glutdmice y la B-alanina se descomponen totalmente a
temperatura de 400°C. Para g¢licina, prelina, leucina y fenilalanina la diferencia entre la
recuperacion a temperaturas de 400 y 500°C no es significativa, sin embargo, en ¢l caso de alaning,
dcido a-aminoiscbutirico v valina los valores disminuyen significativamente (para Aib cast a la

mitad}
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El aumento de la temperatura a 600°C resulta en la descomposicidon completa del dcido -
minoisobutinico v la fenilalanina siendo estos los compuestos menos estables Los aminoacidos
licina v prolina s¢ descomponen totalmente a 700°C: valina y leucina no se detectan después de
00°C y alanina a esta temperatura muestra (.4% de la recuperacion resultando ser el més estable de

odos los amincacidos estudiados.

».2.2. Produccion de dicetopiperazinas (PDs)

Para los aminoacidos Gly. Ala, Aib, Val, Leu vy Pro también fueron analizades los
endimientos de las PDs como productos de la condensacién térmica y una posterior deshidratacion
érmica. Los resultados estan en la Figura 14. B-Alanina, como todos los B-aminodcidos, no puede
ormar moléculas de PD; para la fenilalanira y acido glutdmico no fue posible contar con los
-ompuestos estdndar de las PDs. El acido glutdmico forma mas facilmente al acido piroglutamico
por deshidratacidn intramolecular). que puede tener las mismas implicaciones para la quimica
orebidtica que la formacion de las PDs; el 4cido piroglutdmico regenera a la matenia prima en las
:ondiciones de hidrdlisis En el caso de los amincacidos épticamente activos (Ala, Val, Leu v Pro.
1sados en los experimentos en la forma de los L-enantiémeros) las PDs se detectan en forma de
nezclas de diaestereoisdmeros. debido a su racemizacién z las altas temperaturas.

El valor de produccidén mas grande de la PD lo presenta la Pro a 400°C que es alrededor de 80%.
£l valor correspendiente para el derivado de Ala es considerablemente més bajo (48%). pero mas
srande. que para todas las demas PDs v el dcido piroglutdmico. Es interesante comparar la
produccién de las PDs con la recuperacién de los aminodcidos. Para una comparacién de la
recuperacién de los amincacidos y de los rendimientos de sus productos de condensacion, los
resultados de experimentos de pirdlisis se prescntan en forma de graficas individuales para cada
arninodcido en la Figura 15.

Como se esperaba, los rendinuentos considerables de las PDs en Geasiones superan a los valores
de 1a recuperacion de los aminodcidos (Fig. {3), en particular para Gly, Ala y Pro. Esto se explica
facilmenie para la Gly, que no tienc ningin sustituyente alquilico en su moléeula, asi que el
mnpedimiento estérico del sustituyente duranie la cicledimerizacién es insignificante. La Ala. que
posce ¢l sustituyente pequedio (CHi). muestra propiedades simulares. Pero s un o-sustituyente ¢s
grande, esta situacion cambia; en of caso de Val la recuperacion del aminoacido es notablemente

mayor que los rendinuentos de ta PD en ¢l mismo intervalo de temiperatura: En el caso de la Gly, la



D desaparece alrededor de 900°C, mientras que i aminodcido se descompane completamente a
100°C. En los casos del Aib, Pro v Glu se observa una situacién similar, Para Val y Leu los

uninodcidos son mas estables que las PDs comrespondientes Ala representa un caso intermedio,

londe fos dos compuestos analizados no se detectan después de 800°C.
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Fig. 14. Produccién de las PDs (para Gly, Ala, Aib, Val, Leu y Pro) y del acido piroglutimico
(para Glu) en funcion de la temperatura de pirdlisis.

el Aib v la Leu representan los casos intermedios, donde estos valores son comparables. El
comportamicnto térmico de Pro fue inesperado- a pesar de que su sustituyentc o es grande y
directamente conectado con el dtomo de mitrégeno {(que lémcamente debe de causar las
abstrucciones adicionales durante la ewclodimerizacion a ciclo-Pro;), la pirdlisis produce la PD en
rendimientos 1-1.5 ordenes de magnitud mas grandes que la recuperacidn del arminoacido.

Un comportamiento muy peculiar se observa para los amunoacidos Glu y Gly: mientras que
para otros amnoacidos los rendimientos de las PDs disminuyen uniformemente, estos valores para

la P de Gly ¥ para el dcido prroglutimico pasan por un maximo cerca de 600°C La desaparicion



completa de los productos de condensacion se observa para Val y Leu a 700°C; para Aib, Pre y Glu
a R00°C, para Gly y Ala a 900°C. De esta manera. la relacion entre la estabilidad térmica de las

materias prumas ¥ la de sus productos de condensacidn no es la misma para los diferéntes

aminoécidos
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Fig. 15. La comparacion de la recuperacion de sminodcidos y la produccién de PDs en funcién
de la temperatura en atmosfera de Ni.
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1.2.3. Influencia de la atmésfera en los resultados de la pirdlisis

Varios investigadores mencionan que la atmésfera primitiva fue compuesta por el CO; ¥ que
yrobablemente contenia un porcentaje pequefio de CO y vapor de agua. Durante la formacién de la
tmésfera, éste pude tener propiedades oxidativas, sin embargo mas tarde pudo no tenerlas Esto
sodria influir durante e] calentamiento de las moléculas biolégicas por lo que se tomd en cuenta
lurante los experimentos de pirolisis

Sin embargo, los experimentos no muestran una diferencia notable en los productos de la
Jirdlisis con las dos atmésferas estudiadas. Similares resultados se obtuvieron para Val en
atmoésfers de Ny y COy (Fig. 16: compare a Fig. 15). Al mismo tiempo. los valores de recuperacion
e Ala y la produccion de su PD en atmédsfera de COQ, fueron mas bajos en comparacién con los de

la atmosfera de N; (aproximadamente la mitad) y el aminodcido se descompone a 700°C (Fig. 10).
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Fig. 16. Recuperacion de Ala y Val y la produccion de las correspondientes PDs a
temperaturas por arriba de 400°C en los experimentos con atmésfera de COa

5.3.  Pirdlisis de tas bases de dcidos nucleicos
Uracilo v adenina demostraron una estabilidad térmica mas alta en términos de recuperacidn y
las temperaturas de completa descomposicion de estos compuestos se presentan en la Figura 11
Para adenina después de un calentamiento a -00°C fa recuperacién alcanzo un valor de 10% v 25%
para 300-600°C. gradualmentc disminuy$ cste parametro al limite de temperatura de 1000°C

(incluso a esa alta temperatura todavia encontrd 0 2% de recuperacién).
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El valor maxymo para ¢l uracilo era casi igual que para la adenina a 500-600°C, sin embargo, la
‘ecuperacion del uracito no sélo disminuyd mas rapidamente a 800°C, sino que también empezd
son un valor muy bajo de 0.6% a 400°C durante un calentamento de 30 min. Este hecho sugiere
que 500-600°C es el intervalo de temperatura optima para la supervivencia de éstas bases
aitrogenadas, dentro del cuai el proceso de sublimacioén rebasa al proceso de la pirdlisis.

El mismo comportamiento se puede ver en el caso de la citosina, sin embargo, dentro del
intervalo de temperatura estudiadoe, su recuperacion ne alcanzd ni siquiera 1%.

El comportamiento de guanina fue muy diferente: después de 20 minutos de exposicién a
400°C, la muestra se carboniza y no se observa ninguna volatiiidad ¢ condensacién del sublimado
A las temperaturas mas altas se descompone, pero de nuevo no produce ningin sublimado. Asi,
guanina no se volatiliza bajo la presidon atmosférica, por lo tanto su comportamiento térmico es
diferenie a otros compuestos biologicos estudiados en el presente trabajo.

Los experimentos reproducidos bajo la atmosfera de COs en lugar de N no demostraron las

diferencias notables en la recuperacion de bases de los acidos nucleicos (Fig.17}.
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Fig. 17. Recuperacién de bases de los dcidos nucleicos a temperaturas arriba de 400°C en
experimentos ¢on las atmésferas de N: (—~) y COz (-}
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5.4.  Recuperacion de la valina, leucina y sus dicetopiperazinas en presencia de
silicagel y la identificacion de los productos obtenidos por CG/EITF/EM

5.4.1. Recuperacion de la valina, leucina y sus PDs en presencia de silicagel

La recuperacion de los aminoacidos valina y leucina en ausencia y en presencia de silicagel
(810;) se muestra en la figura 18, donde se puede observar que la presencia de silicagel no cambia
significativamente la recuperacion de los aminoacidos. Esto se debe a que ¢l tiempo del contacto de
los aminodcidos vaporizados con silicagel fue corto para cambiar el orden de transformacion de los
aminoacidos en Jas PDs comparado con los experimentos sin silicagel. Sin embargo. la
recuperacion de valina disminuyé de casi 13% en experimentos sin silicagel, a 9% con silicagel a la
temperatura de 400°C. Lo mismo sucede a temperaturas mds altas: a 500°C la cantidad de
aminoacido recuperado disminuye de 9 a 7 % a 600°C de 6 a 5 % v a 700°C de uno a 0.3%. En
cambio, la produccidn de PDs aumenta de 9 2% en ausencia de silicagel, a casi 13% en la presencia
de €sta a 400°C; de un poco més de 3% a mds de 4% a temperatura de 500°C, y de menos de 0.5%

a t.5% a 600°C.
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Fig. 18. Recuperacion relativa de los aminedcidos valina y feucina en ausencia y en presencia
de silicagel
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La situacidn cambia un poco para la leucina, que casi no presenta cambios notorios para la
recuperacién de aminodcidos en presencia y ausencia de silicagel. Pero la produccién de PDs
aumenta de 8 a [2% & la temperatura de 400°C: de 28 2 4.3% a 300°C, de casi 0.4 a 1% a 600°C y
a 700°C la recuperacidn no se detecta en ambos casos.

Es interesante citar, que la produccién de PDs no se detecta a temperaturas mas de 700°C en

ambos casos y la recuperacion de los aminoacidos se detecta a temperatura de 800°C,

5.4.2  La identificacion de los productos de pirélisis de la valing en presencia de
silicagel por CG/EITF/EM

El cromatograma de los productos de pirdlisis de valina en presencia de gel de silice. solubles
en cloroformo, se muestra en la Fig.19. Los especiros de infrarrojo y masas correspondientes a estos
compuestos se muestran en las figuras 7.4.1. (p.121-122) y 7.4.3. {p. 126-127) del Apéndice, donde

los nimeros de los espectros corresponden a los nimeros de los picos en el cromatograma.

Tiempo.min

Fig. 19. Cromatograma de los productos de pirélisis de 1a valina en presencia de silicagel

Para el compueste 1, que aparcce después de 7 minutos en ¢l cromatograma no s¢ pudo

obtener un espectro de masas de buena calidad (p.121), sin embargo. €l espectro de infrarrejo de
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sste compuesto (p 126) podria corresponder a un acido carboxilico alifitico segin los datos de la

siblioteca de EPA-REVA que presenta las bandas correspondientes a la absorcién de voy a 3575

m, Ben 2 1395 em™, veog de 4cidos alifaticos saturades a 1777 cm’™ v 8o a 1280 cm’. En et
Apéndice 7.3 {p.113) se presentan los resuitados de la comparacion del espectro de infrarrojo,
obtenido experimentalmente, con el espectro de la biblioteca EPA-REVA.

El pico 2 en el cromatograma corresponde a la N,N-dietf-lauramida por su espectro de
infrarrojo (p.126), q.. tiene ia absorcién Voo de amidas tercidrias a 1669 cm™ v von a 1465
1377 em™. En el espectro de masas (p.121) no se puede distinguir el ion melecular a my/z 233, que
corresponde al peso molecular de este compuesto, sin embargo, se encuentra ¢l ion a m/z 113, que
puede corresponder a la pérdida de un radical alquilo de la molécula, y otros iones a m/z 98 y 70
pueden ser debidos a la perdida de los grupos CH; v CO, respectivamente.

El compuesto, que corresponde al pice 3 en el cromatograma, por su espectro de infrarrojo
(p.126) se parece al compuesto 2 v tiene Ve a 1463 cm™ que corrssponde a las amidas
secundarias, pero la intensidad de absorcién vega 1674em™ es mas pequefia y de Vey mas grande,

gue para el compuesto anterior. En su espectro de masas (p.121) tiene un pico a m/z 127, que puede
corresponder a la N-etil-pentenamida. Sin embargo, no fue posible concordar los resultados
obtenidos por espectroscopia de infrarrojo y espectrometria de masas para proponer la fémnula de

este compuesto.

El pico eluido aproximadamente a los 10 minutos (pico 4; Fig.13) se identifica facilmente. Por
su espectro de masas (p. 121) corresponde al acido 3-metil-2-butenoico en la biblioteca Wiley 138K
(la comparacion del espectro de masas, obtenido experimentalmente, con el espectro de la

biblioteca Wiley 138K se presenta en el Apéndice 7.3, p.117). Esta asignacién también corresponde
con su espectro de infrarrojo (p. 126}, que tiene bandas de absorcion de V=g a 1750 cm’, de Ve=c
a 1657 em™, vy a 3579 cm™. dos picos de absorcién de ey a 1376 y 1450 cm’™ y la absorcién de
torcimiento Teya 1112 em’

El preducto 5 de la pirdlisis exhibe las bandas de infrarrojo (p. 126) que pueden pertenecer a
la 3,4-diisopropil-B-propiolactama v tiene la banda de absorcidn intensa de Ve.p 2 1749 em™, la
banda de Vi a 3037 em™, vep 2 2973 em™ v vew a 1386 cm”'. Su espectro de masas (p. 121)

puede ser interpretado de la sipuienie manera

&9



:\E&* m/z 110

83

miz 153 o8

La comparacién de los espectros de inframmojo (p. 121) con ia biblioteca de EPA-REVA para

el compuesto & permite identificar a la valeramida (como en el caso de poli-valina, el
compuesto14). El espectro tiene una banda de absorcidn de Ve—p de "amida I" y Owy "amida II" 2
1727 y 1574 cm™, respectivamente, dos bandas de vy a 3432 y 3544 em™ de las vibraciones

simétrica y asimétrica. respectivamente y 8¢o a 1324 cm™. La comparacién del espectro, obtenido

experimentalmente, con el espectro de la biblioteca EPA-REVA se presenta en el Apéndice 7 3.(p.
114).

La naturaleza aromaética de! compuesto 7 (p. 126) puede ser sugerida por la forma de ia banda

veg a 2972 em™, Scp 2 1218 em™ v la presencia de un sobretono a 1785 cm’! caracteristico de

anillos sustituidos. Las bandas vy a 3497 em™ y Sy a 1591 cm™ apuntan a la presencia de un
grupo amino en el compueste En el espectro de masas (p.121) se encuentra ¢l pico a m/z 194, que
puede corresponder al ien molecular que tiene un numero par de dtomos de nitrégeno o no tiene
mngtno (no se confirmé con el espectro de infrarrojo). Solo se pudo suponer que este compuesto es
parecido a 2.6-dietil-m-toluidina, pero se pudo identificar en definitiva este compuesto

El compuesto que corresponde al pico 8 se identificé como 2-isopropil-53-etilpiperazina
deshidrogenada. El espectro de infrarrojo (p. 126) de este compuesto tiene la absorcion de vwy a
3498 cm’'. Gy 2 1564 cm™ de "amida 117, Veana 1302 em’! ¥ veer aproximadamente a 1600 em”!

En su espectro de masas (p. 121) contiene un ion de m/z 152, que puede ser 2| ion molecular y otros

fragmentos, que son debidos a las rupturas siguientes:



-C.H N -CH, -CH;
miz 109 ~—— 4 — = yz 137 ——— miz 122

H?

miz 152

Los compuestos 9 (N-metil-2,5-diisopropil-imidazolona} y 11 (2-isopropeml-3-isopropil-
imidazolona) contienen (p. 121) dos bandas de absorcion de ve—o & 1745 y 1769 cm’,
respectivamerte, ¢l espectro del compuesto 9 no contiene la absorcién de vy a 3476 cm’! que
aparece en ¢l espectro del compuestell (p 122). Sin embargo, ¢l compuesto 9 contiene la absorcidon
de veon a 1468 em™ v una banda pequefia de Vg a 2363 om’', caracteritica de amunas tercianas
(esta banda es més abundante en ¢l espectro del compuestoll). Para el compuesto 11 también
aparecen las bandas de Vg a 1640 vy vyga 1399cm™ de "amida [". Los espectros de masas (p.

126) permiten proponer las opciones siguientes para estos compuestos, Figura {a) para ¢l 9 y (b}

parac] 11:
(a)
Mz 167 ~——
-C,H,
m/z 140
i-Csﬂ3
0
mfz 111 20
>
N -C. 6 - 3 .
L% miz 126 =~ miz 111
-CH
_N 1
H
0
mi7 97

—— m/z 168
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El compuesto 10, eluido después de 18 munutos, tiene en su espectro de infrarrojo (p. 121) las

bandas caracteristicas de amida primaria: vaa 3416 em’™, v a 1390 em’', veuy alifitico 2 2967 v

2885 em™ y Voo 2 1702 em™. En el espectro de masas {p. 126) es dificil de encontrar el 1on
molecular, pero si suponemos que este es el pico a mz 129. podemos explicar las rupturas de este
compuesto (hexanamida) de la sigumiente manera:

35

B
© TCONH,
=0
m/z 129 -
El sigwente pico 12, que aparece a aproximadamente 20 minutos, pertenece a un <ompuesto

que tiene grupos amida y carboxilo, los cuales en el espectro de infrarrojo (p.122) correspenden con
las bandas vy a 3448 cm™. Ve a 1493 v 1337 em™ y Veg 2 1710 em” y también presenta la
banda de Vg a 3616 em™. Su espectro de masas contiene (p.127) un 16n a m/z 171, que podemos

atribuir al ién molecular Otras bandas de su espectro de masas pueden corresponder a las siguientes

rupturas del dipéptido (Val-Val) desaminado didesmetilado 3y deshidrogenado:

5
0 127
g COOH me
| #’CzH-;
O m/z 99
m/z 171

Uno de los productos de pirdlisis mas esperade y observade frecuentemente es P (Munson
and Vick. 1985: Ballistrerri ¢t al., 1985: Boon and Leeuw. 1987, Munson and Petterolf. 1987,
Smith et al.. 1988: Noguerola et al., 1992: Voorhees et al.. 1994: Hendricker and Veorhees, 1992).
El compuesto 13 corresponderia a este compuesto, que fue confirmadoe por comparacion con el
estandar. Su espectro de infrarrejo (p 122) tiene la absorcion caracteristica de Viyja 3472 em™. Ve
» de amuna aromatica a 1417 em™, 8y a 664 em’! y la banda de veega 1752 em™ En su espeetro
de masas (p.127) tiene un ion molecular a m/z 194, que puede corresponder a una dicetoprperasing

sustittida ¥ doblemente deshidrogenada. Su formacien fue registrada antertormente (Basiuk., 1898)



/ los picos que se observan en el espectro de masas se explican segin el siguiente patron de
Tagmentacion:

0 i miz 72

N Z 1"C2H3

|

NH - m/z 99
e m/z 183L m/z 157 4 NH

J 'CHsl co [€C  mizs4

m/iz 194 @,. m/z 166 m/z 142—_—C—H3—> m/z 127
-CH.

miz 112

El pico 14 aparentemente es un dipéptide desarninado de valina, que sufrid la pérdida de un

atomo de oxigeno de la parte C-terminal de la molécula. Tiene en su espectro de infrarrojo (p.122)
las bandas de Viyua 3424 em™, vy de grupo isopropilo a 1375 em’, Veca 1510 em™, veap 2
1703 3 1777 cm” ¥ Vey a 2702 em’! caracteristicas de un aldehido insaturado. En su espeatro de

masa (p. 127) tiene el lon melecular a m/z 183 y otros iones, que corresponden a las rupturas

siguientes:

H2 L}

1 -m/z 99
g ———— m/z 84

o5

m/z 183

Para ¢l compucesto 15 se observan las bandas (p. 122) de yya 3571 cm™ tipica para las amidas
secundarias vaporizadas, dos bandas de vy a 1287 y 1410 em’™', dos bandas de Ve—pa 1777 v
1719 em™ v 8. g a 1287 y 1209 em™ Por el espectro de masas (p.127) este compuesto es parccida

al de PD de vaima (3,5-diisopropil-pirrolidin-2.4-diona) con un ion molecular a m/7 183. que sc



refiere a la pérdida del grupo imino de la molécula de PD (m/z 198 - 15) v otros picos de este

2SpeCiro. que s¢ interpretan como las siguientes rupturas de su molécula:

miz 183 %

Los dos compuestos de este tipa {seccidn 1.2.4.) fuzeron identificados mediante GC-MS entre los

productos de la pirdlisis de a poli-alanina por Boon and Leeuw {1987).

El espectro de infrarrojo (p. 122) del producto de la pirolisis 16 tiene dos bandas de vy a 3300
¥ 3434 em™ v la banda de Veeg a 1720 v 1777 em™, ademas tiene la absorcion de voy a 3655 em™
v Ve 2 1503 y 1410 em’'. Por lo tanto, este compuesto puede ser el dipéptido de valina El
dipéptido tiene la masa molecular de 216. pero en el caso presente el i0n mds pesade en el espectro

de masas (p. 127) es el de m/z 188. Esto puede significar que dos grupos metilo estin ausentes.

Otros picos del espectro de masas se pueden interpretar de la siguiente manera.

™
H o
Q ‘ ~NH,
) e mifz 172
H.N OH
N <
Q

I aH miz 157

La presencia de los dipéptidos 12 v 14 y de los productos de su degradacién implica que la
formacién de la dicetopiperazina pasa por !a etapa de condensacion de dos moléculas del

aminodcido con la pérdida de una molécula de agua.

Para los dos siguentes picos. que corresponden a los compuesios 17 v 18, los espectros de
infrarrojo (p 122) son parecidos a las de amidinas biciclicas de valina (inidazo[1.2-a]piperazin-3.6-
dionas) FEl espectro del compucsio 17 contiene la absorcion especifica de vy a 3500 em’!

aproximadamente y la banda de v 2 1704 em™' El compuesto 18 tiene las bandas de absorcidn



de Vyza 3421 em™', vey a 1491 y 1395 em™ v las bandas de ve—ga 1715 cm™ y de 8cag a 1270
cm!, parecidos a los derivados de poli-valina v otras amidinas biciclicas. Para ¢l compuesto 17 no
se obtuvo un espectro de masas de buena calidad, pero mediante la comparacion de los espectros de
infrarrojo (las bandas de Ve en el intervalo de 2700 a 3000 cm™) de este compuesto con el 18,

podemos sugerir que la diferencia entre ellos consiste solamente en la cantidad de grupos metilicos.

Los picos en el espectro de masas {p. 127) del compuesto 18 pueden ser debidos a las siguientes

rupturas:

-CH,, -CH,. NY
- M/Z 246 ——= m/z231

-C,HO -C.;H
m/z 207

m/z 165

m/z 277

En el caso del compuesto 19 el espectro de infrarrojo (p. 122) no fue de buena calidad. Se puede
distinguir solo los picos de la absorcién de Ve=ga 1712 y 1680 cm™, de vey3a 2970 y 2881 em™ y

de veva 1418 em™. De su espectro de masas (p. 127) se pudo concluir que este compuesto tiene un
peso molecular mavor que la PD de valina v es parecido al de las amidinas biciclicas (ion
molecular a m/z 307), pero la formula mas 0 menos exacta no puede ser deducida para este caso.

Las amidinas biciclicas (imidazo[1.2-a]piperazin-3.6-dionas) junto con los productos de su
degradacion fueron identificados en varios trabajos sobre la pirolisis de aminodcidos (Basiuk and
Navarro-Gonzalez, 1997; Basiuk et al., 1998a-c; Basiuk, 1998), utlizando las mismas técnicas
acopladas.

E! pico 20 correspunde a un compuesto carbonilico con varios grupos metilo, como se concluye

de su espectro de infrarrojo (p. 122} Se observo la absoreidn de vy 2 3370 em’ Ve-ga 1713 cm’.

V¢on aproximadamente a 1490 y 1390 em’ y la absorcién de ve.ca 1631 em”! Su espectro de
masas (p 127) tiene un ion a m/z 281, que puede corresponder al 1on molecular, y un ion abundante
a m/z 156 gue se encontraba en los espectros de los compuestos 18 y 19, sin embargo, de la misma

forma que para el compucsto 19 no ¢s posible proponer la formula precisa



Para el pico 21 el espectro de infrarrojo también fue de baja calidad (Apéndice 7.4, p. 122) ¥
solamente se observaron las bandas de Veag a 1718 v de Sc_p a 1285 cm™. lo que no permitié
proponer la formula para este compuesto. El i6n molecular a m/z 324 en su espectro de masas (p.
127) permite suponer que este compuesto puede ser una amidina triciclica de la valina
{hexahidroimidazo-[1,2-a]imidazo[1,2-d]piperazin-3,8-diona), pero no hay datos adicionales que
permitan confirmarlo.

El compuesto 22 que corresponde al Gltimo pico en el cromatograma, es parecido a una amidina
biciclica por su espectro de infrarrojo (p. 122). Tiene la absercidn caracteristica para este tipo de
compuestos: las bandas de ve_ga 1712 em' yde eoppa 1285 e’ vyna 3428 v 1391 em™, como
los compuestos 17 y 18. El ién a m/z 277 podria ser un fragmento del ién molecular (p. 127) de este
compuesto, y el ion de m/z 281 de muy baja intencidad que puede ser el ion molecular, lo cual
podria explicar la presencia de los otros iones abundantes en el espectro de masas de la sigmente

marnecra

CIL. _C.HN
ﬂ,. m/z 262 Ctls m/z 195

NH rn’z 180
m/z 167 w/z 126
0 C,H, JCH
m/z 1490

m/z 277

l_O=C=N_CH3 rn/z 99
m/z &3

Asi, que entre los productos menos volatiles de la pirdlisiz de valina a temperatura de 500°C en
la presencia de silicagel se pueden proponer las estructuras de: dos dcidos carbovilicos. uno de los
cuales es ¢l acido 3-metil-2-butendico, vanas amidas (N N-dietil-lauramida, N-ctil-pentenamida v
valeramida y hexamida), 3.d-diisopropil-B-prepiolactame, 2.6-dietiltoluiding, Z-1sopropil-3-etil-
piperazina. dos imidazolonas (N-metil-2.5-diisoptopil- y 2-1sopropenil-5-isopropil-imidazelona).
una dicetopiperazing doblemente deshidrogenada. tres dipéptidos de valina (dipéptide desaminado y
didesmetilado, desaminado v deshidrogenado y didesmetilado), 3,3-diisopropl-pirrolidin-2.4-diona,

fas BCA de valina v sus 1sémeros y TCA.
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3 4.3 La identificacidn de los productos de pirdlisis de la leucina en presencia de
silicagel por CG/EI/EM

Los productos de la pirdlisis de la leucina er: presencia de silicagel corresponden a los pico-s del
cromatograma de la Figura 20. Los espectros de infrarrojo y masas correspondientes a estos
compuestos se muestran en figuras 74.2. (p. 123-125) y 74.4 (p. 128-130) del Apéndice 74,

donde los nimeros de los espectros corresponden a los nimeros de los picos en el cromatograma.

25 27 29 31 33 35 37 38 41 43

Tiempo. min

Fig. 20. El cromatograma de los productos de pirdlisis de ta leucina

El pico | corresponde a una amina primaria por su espectro de infrarrojo (p. 123) que es similar
a la 3-metilbutilamina. En este espectro se presentan las absorciones de vy aproximadamente a
3500 cm™ y de &y de aminas primanias a 1623 em’'. Ve a 1468 v 1320 cm™ El espectro de

masas {p 128) concuerda con esta conclusion. Un ion abundante a m/z 87 ¢s ¢l ion molecular. ¢l

on a miz 58 y 44 corresponden a los frugmentos caracteristicos de aminas primarias (C:Hs-



CH=NH*} y (CH;-CH=NH,+). respectivamente v ¢l ion a m/z 70 se produce por la pérdida del
grupo NH;.

El compuesto 2 se identifico como un alcano ramificado por su espectro de infrarrojo (p. 123).
El espectro presenta las bandas de vy alifitico a 2966 v 2890 cm™. de S¢yz a 1463 em™, Seus a

1383 em™ y oscilacion de CHa de hidrocarburos para la cadena de 7 y més &tomos de carbono pPouz
a738 em™ Enlos espectros de masas de los hidrocarburos ramificados frequentemente no se puede
encontrar ¢l ion molecular Sin embargo. 1on a m/z 118 {p. 128), corresponde a un fragmento de la
molécula con més de 8 Atomos de carbono v et ion a m/z 90 a la pérdida de CH,. Los iones a mvz
70. 55 y 43 pueden corresponder a los fragmentos CsHjp. C4H- v C3Hs. respectivamente

El producto 3 de la pirdlisis corresponde a una cetona insaturada y no muy ramificada: su

espectro de infrarrojo (p. 123) contiene la absorcién intensa de Ve—c a 1672 em™ y Veg de

intencidad baja a 1774 em’, ey 2 1457 em™, Scyz a 1379 em’™, asi como unz absorcion vey a
2962 cm’. Su espectro de masas (p, 128) tiene un ion de m/z 112, que puede ser el ion melecular,
entonees la férmula del compuesto corresponde a C7H,,O. Otros iones. que aparecen a m/z 98, 70 y
56 pueden ser debidos & la pérdida consecutiva de 1os grupos Cliz, CO ¥ CH, respectivamente,

El compuesto 4 por su espectro de infrarrojo {p. 123) es un alqueno ramificado Esw se

confirma por la inlensa absorcidn de Veo¢ a 1672 em”’ (caracteristica para olefinas di-. tri- o

tetraiquilosustituidos) y las bandas de Veys a 2966, 2882 v 1465 em™ . S¢y3a 1372 em™, asi v ey
22843 em™. Sin embargo, en este alqueno doble enlace no estd entre los carbonos termunales. por lo
tanto no se presenta la banda a 3010-3095 em™. En su espectro de masas (p. 128) conticne un 1on a
m/z 140, que puede ser el ion molecular. Entonces se puede auibuir la formula del compuesto
CioHzp Los iones a miz 124 v 98 son debidos a la pérdida de los fragmentos CHy v CiH,,
respectivamente, del lon molecular Otros iones a m/z 84, 70 v 35 corresponden a los fragmentos
CeHy2, CsHio v C4Ho, respectivamente.

El producto de la pirdlisis 5 por su espectro de infrarrojo (p. 123) se parece a la isovaleramida,

Este espectro contiene dos bandas de absorcién de vayy en el intervalo de las frecuencias de 3400-
3600 em’, Orpa 1589 em™. Oz a 1370y 1459 em™ {corrcsponden a vibraciones de flexion
|

simetrica y asimetrica, respectnvamente), asi como la absorcién de "amida ' v g a 1731 cny’

Ademds su prco en ol cromatograma de gases se encuentra a un tiempo de 113 minutos quc



corresponde a la isovaleramida, rdentificada anteriormente bajo las mismas condiciones de analisis
{Basiuk, 1998).

Segin la biblioteca Wiley 138K, el espectro de masas del compuesto 6 corresponde a N.N-
dietilalilamina. Su espectro de infrarrojo (p. 123) contiene la absorcidn de Ve—¢ a 1670 em’, vea

2 1377 cm” (caracteristica de aminas terciarias) y varias bandas de vy en el intervalo de 2884 v

3000 cm™. Las aminas terciarias no absorben a longitudes de onda alrededor de 3500 y no se
encontrd otras evidencias de la presencia de un niirdgeno terciario, lo gue no permitié una

identificacion mas segura.

El pico 7, que aparece después de 13 minutos, se identifica facilmente por su especiro de

masas, que corresponde a 3-metil-2-isopropil-2-hexenal en la biblioteca de Wiley 138K, En su

espectro de infrarrojo (p. 123) tiene una absorcién especifica de un aldehido a vy 2 2703 cm’ yla

banda de Ve 2 1707 em’™, asi como Veee a 1631 cm™ v las bandas de veu & 2967, 2886 v 2823
!

cm .
El producto de pirélisis 8 por su espectro de infrarrcjo (p 123) se parece a un polimetilalcane:
tiene las bandas de vey a 2966 - 2884 ecm™y Seys a 1371 em™. Su espectro de masas (p 128)

contiene un ien de m/z 196 es poco probable que éste sea el ion moiecular, sin embargo, pedria

corresponder a un fragmento de C3Hz 0 (CnHan-2) que es caracteristico para los alcanos

El producto de pirdlisis 9 exhibe en su espectro de infrarrojo (p. 123) la absorcion de v~y a

3498 em’!, vey @ 1321 em’' y las de Vep en el intervalo de 2850 a 3000 cm™. En su espectro de
masas (p. 128) encentramos un ion a m/z 181, que puede ser el ion molecular de una amina
secundaria Cj2H,sN v los iones abundantes a m/z 166, 151 y 124 corresponden a las pérdidas de los
fragmentos CHj, C3Hz v CyHs, respectivamente

El compuesto 10 se identificd tentativamente como un alcano ramificado por su espectro de
nfrarrojo (p. 123). en el cual se encuentra la absorcidn intensa de los grupos metilo a 2964 cm™ y
Bcrpa 1464 em™'. Pero es dificil de encontrar el ion molecular (p. 128). de la misma forma que para

muchos hidrocarburos, Sclo se puede decir, que este compucsto tiene mas de 16 atomos de carbone
{ion a m/z 219).

Los espectros de infrarrojo (p 124) de los compuestos 11 y 13 son parceidos a los de cetonas

ramificadas (la absorcion de v de las cetonas alifdticas a 1721 y 1723 em™, respectivamente). EI



compuesto 11 ademis tiene el pico de baja intensidad de Ve-c a 1648 em™', que corresponde a un
compuesto insaturado cis disustituido Considerando los iones del espectro de masas {p. 128) de
m/z 250 y 307 como los iones moleculares. se puede asignar las formulas generales Cy7H;0 para el
compuesto 11y CyoH330 para el compuesto 13 El ion més abundante de m/z 237 encoutrado en el
espectro de masas del compuesto 11 podria ser debido al fragmento C¢Ha0 (0 CrHan-20) y otro
ton a m/z 43 que corresponde al fragmento CH3-C™=0, ambos fragmentos son caracteristicos de las
cetonas alifiticas. Y para el compuesto 13 ¢l ion mads abundante de m/z 221 se debe a la pérdida del
fragmento de CsH,40 del ion molecular

Segln los espectros de infrarrojo (p. 124), los compuestos 12 y 14 se parecen a los alcanos

ramuficados, pero tienen pequefias bandas de absorcidn de Voo a 1726 vy 1724 cm’!

respectivamente. que pueden ser debidos a la contaminacion por los compuestos 11 y 13. Como
normaimente no se puede encontrar el ion molecular para muchos hidrocarbures grandes, en el caso
del compuesto 12 (p. 128) solo se puede suponer que este compuesto es més grande. que CgHss (el
ion de m/z 253}. De la misma manera. para ¢l compuesto 14 (p. 129} se pudo constatar que el ion
de m/z 292 corresponde al fragmento Ca;Hs.

El compuesto 15 en su espectro de infrarrojo (p. 124) tiene una banda muy intensa de Vc=p a

1743 em™, Ve a 1629 ¢’y Sy a 1466 v 1388 cm™ Los datos de la biblioleca EPA-REVA

propornen la estructura de una cetona insaturada ciclica con estructura ramificada mas compleja que

la siguiente:

o

Sin embargo. en este caso el compuesto ticne un pese molecular (p. 129) de por lo menos 266 que
es mucho mds aito que del compuesto propuesto A partir de los datos espectrales es diticil de

proponer una formula defimitiva para este compueste,

El compuesto 16 por su espectro de infrarrojo (p 124) puede ser una amudina biciclica Tiene
las bandas de Ve 0 a 1797 v 1739 em™. v n a 1707 cm™' y Ve @ 1372 e, dos bandas de vy a
3483 ¥ 3422 e’ yuna a 1415 em™. En su espectro de masas (p. 129) tiene el ion molecular a m/z

265 y otros picos, que se originan de la sigutente fragmentacién



H -CH -C,H
B = M w09 T e CHL

-NH
mfz 226 —= m/z 211

-CH,
miz 170 —— m/z 154

-CO

m/z 142

m/z 307

Sin embargo, no se pudo explicar la presencia de dos bandas de vyy en lugar de una. como se
observaba antes (Basiuk et al., 1998a).

Los compuestos, que corresponden a los picos 17, 18 y 19 son las PDs de leucina y sus
producios de descomposicion térmica. Para el analisis de estos compuestos utilizamos un estandar

externo de ia PD de leucina. Sus espectros de infrarrojo (p. 124) corresponden a los espectros del

estdndar y en todos hay una banda de absorcion de veao @ 1722 em y las bandas de vy 2 3423

cm’ de baja intensidad. de Ve en intervalo de 2850 a 3000 ecm™, de Scya 1410 em™ v 8cg a 1268
cm’™. E'y En su espectro de masas (p. 129) el ion molecular a m/z 226 tiene muy poca abundancia.
aparentemente debido a una intensa fragmentacion con la pérdida de un grupo CH; (el 1on més

abundante a m/z 211). Otros picos en el espectro comesponden al siguiente patron de

fragmentacion.

S_b
H

-C,H,, -CH,
—_———— = mfz 154
-CH,
m/z 211 =—ie C,H,. -H,
-CH..-2H,
miz 226 O 2 167
mz
m/z 193

]1



La presencia de tres picos {17-19) con las mismas caracteristicas espectrales se puede explicar
or la descomposicion in situ de 1a PD v la formacion de diastereoisdmeros (el misme fenémeno se
sserva al inyectar el compuesto auténtico).

Por sus tiempos de retencidn y caracteristicas espectrales, los siguientes compuestos

Jarentemente estan relacionados a las amidinas biciclicas deshidrogenadas. Los compuestos 20.

4, 25 y 26 son parecidos entre si por sus espectros de infrarrojo (p. 124-125). Tienen do bandas de

ssorcién de Voo a 1724 v 1694cm™, vyy a 3425 cm™ de poca abundancia, de 8¢y a 1385-1388

m' y8uy a 1550 em™. Sus espectros de infrarrojo también son parecidos a los espectros de los
ompuestos 16 y 21. Ademds, en sus espectros de masas (p. 129-130) se encuentran como iones
15 abundantes a m/z 319, 320, 318 y 5318, respectivamente. Esto puede significar, que los
ompiuestos 24 y 25 con 20 y 26 son dos pares de isdmeros de las amidinas biciclicas que difieren
ntre ellos por dos dtomos de hidrdgeno.

El compuesto 21 por su espectre de infrarrojo (p 123) se parece a una amidina biciclica

eshidrogenada y presenta las bandas de absorcién de Voo a 1724 em™, Ve & 2966 em™. dcna

468 cm™, Scp a 1587 em’! y la banda de vyy a 3423 cm”. Este compuesto iambién lue
dentificado anteriormente v su espectro de infrarrojo fue confirmado por la simulacion (Basiuk et
1.. 1998a). Su espectro de masas (p. 129} tiene un ion a m/z 319, que corresponde al ion melecular,
-] ion més abundanie ¢s de m/z 166 correspondiendo a la pérdida de {CHa+Ha) del 1on de m/z 184
1 ion a m/z 261 corresponde a la pérdida del grupo CsHyp del 1on molecular. Otros iones en su

spectro corresponden a las sigmentes rupturas:

/ H
N —
; NH
/ i
N
m/z 319 0
(o]
M
"z

El pico 22 corresponde a un compuesto que se formd de la descomposicion de fa anudina

viciclica in sitw Bl juego de tres bandas (p 125) de los enlaces dobles (dos de v o yuna deve )




alrededor de 1700 em™ es parecido al compuesto 21. En su espectro de infrarrojo los picos estan a
las mismas frecuencias, sin embargo. la intensidad de la absorcién de ve—g a 1724 cm’! es menor.

El argumento a favor de la presencia de la amidina es el ion molecular (p. 129) de m/z 320 en ¢l

espectro de masas. Esto permitié atribuir la formula del compuesto con el peso molecular 277 que

produce las siguientes rupturas:

-CO

= 'z 249

l-C:H4

m/z 221

&-CH

m/z 208

m/z 264

El compuesto también 23 es parecido al 21 por su espectre de inframojo (p. 125) v tiene las
bandas caracteristicas casi a las mismas frecuencias (la absorcion de vnya 3424 emt yvde Ve=p a
1719 em™). Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de contaminacién por los compuestos
vecinos. Para los espectros de infrarrojo de los compuestos 23 y 27 que tambidn se 1dennticaron
anteriormente, fueron hechos las simulaciones de los espectros de infrarrojo (Basiuk et al.. 1998a).
En ef espectro de masas del compuesto 23 (p. 129) se encuentra un ion de r/z 307, que puede ser el
wn molecular, Admitiendo. que este compuesto se origina de la pérdida de CH: de la amidina

biciclica, los picos en su espectro de masas pueden corresponder al siguiente patrén de

fragmentaciéon

|7

154

miz 307 X

138



El compuesto, que corresponde al pice 27, por su espectro de infrarrojo (p. 125) es el producto
de la doble deshidrogenacién de la amidina biciclica de ieucina, que fue 1dentificada anteriormente
¥ para su espectro de infrarrojo se hicieron simulaciones por el programa "HyperChem" {Basiuk.
1998). La pérdida del hidrdgeno puede suceder tedricamente en varios sitios de la amidina. El
espectro de masas (p. 130) contiene un ion de m/z 317, que se considera como ¢l ion molecular
{ofros lones mas grandes, pueden ser contaminantes de los picos pestenores, inclusive el ton de m/z
321 que pertenece a la amidina biciclica). Las rupturas de este compuesto bajo impacto electronico

producen los siguientes picos en ¢l espectro de masas

miz 317

E

i 1

oo

i

Los fltimes compuestos 28-31 son los mas dificiles de identificar. Estos compuestos también
se parecen z las amidinas biciclicas de leucina por sus espectros de infrarrojo (p. 125}, Sin embargo,
1o presentan una segunda banda de la absorcidn intensa en intervalo de 1600-1800 cm™.
caracteristica para las amidinas triciclicas. Estas bandas aparecen en los especiros de infrarrojo de
€stos compuestos, simulados por "HyperChem"” en ¢l trabajo de Basiuk y Navarro-Gonzalez (1997)
El problema fundamental aqui es la presencia sistematica en sus espectros de masas (p. 130) de los
plcos que corresponden a compuestos mas pesados que las PD y las amidinas biciclicas. y pueden
corresponder a las amidinas triciclicas. La presencia de los iones pesados pedria ser interpretada
también por las reacciones secundarias de las amidinas biciclicas formadas. en las cuales algunas
moléculas o radicales se adicionan a las amidinas. Sin embargo. carecemos de datos cspectrales
para confirmar esta hupotesis y determinar las estructuras correspondientes,

Para los productos menos volatiles de la pirdlisis de leucina a la temperatura de 500°C en
presencia de silicagel s¢ pueden proponer las formulas de  3-metilbutilamina y una amina

secundaria C3Ha:sN, cinco hidrocarburos saturados ramificados ¥y uno msaturado. tres cetonas



mmificadas alifaticas y una ciclica, isovaleramida, N N-dietilalilamina, 3-etil-2-isopropil-2-hexenal.
na amidina biciclica y sus productos de deshidratacién. deshidrogenacién vy pérdida de los
ustituyentes alifaticos.

Comparando los productes obtenidos en este trabajo v los que se identificaron en el trabajo de
lasiuk (1998) para la valina vy leucina en ausencia de silicagel a las mismas condiciones
xperimentales y analiticas se puede concluir que la cantidad de los productos identificados
elativamente seguro ¢s mas grande para ambos compuestos (asi. para la valina, la diferencia 2s en
a cantidad de 10 compuestos v para la leucina - 14). Varios productos identificados son los mismos
:n ambos casos ¥ para ambos compuestos. Sin embargo, se nota la mayor cantidad v variedad de los
:0MPpUestos con un peso mayor (como las PDs, las amidinas biciclicas y con la posibilidad de las
wnidinas triciclicas) en presencia de silicagel. No se enconiréd evidencia de hidantoinas para la
valina m para la leucina, aunque la hidantoina de leucina se identificé en el caso de la purdlisis sin
silicagel (Basiuk, 1998).

Las diferencias también se notan en el analisis cuantitativo por HPLC de estos compuestos en
presencia y ausencia de silicagel, lo cual demuestra el aumento notorio de la produccién de las PD v
il musmo tiempo. la disminucion de los amineacidos recuperados a temperaturas de 400 a 600°C

astudiadas,

3.5.  Pirdlisis de poli-aminodcidos

5 5.1. Productos de pirdlisis de la poli-glicina

La formacién del humo durante la pirdlisis s¢ observaba después de aproximadamente 1 minuto
¥ terminaba completamente después de 2-3 min: los productos de descomposicidn de bajo peso
molecular, que fueron los mas volatiles, se eliminaron con el flyjo de nitrogeno. La condensacién
de la mezcla de los compuestos menos voldtiles se observaba simultineamente en las paredes del
reactor fuera del horno. La pirdlisis de la poli-glicina a 500°C bajo una atmosfera de mitrégeno da

lugar a los productos de descomposicién voldtiles con peso molecular bajo, asi como a los

compuestos menos volatiles que fueron analizados por 1a técnica acoplada de CG/EITE/EM.
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Tiempo, min
Fig. 21. El cromatograma de los productos de pirélisis de poli-Gly

En la figura 21 se puede distinguir fécilmente varios productos que se forman en mayor
concentracion. Los espectros de infrarrojo y masas correspondientes a estos compuestos se
muestran en el Apéndice 7.5.1 (p. 131). donde los nameros de los espectros comesponden a los
numeros de los picos en el cromatograma.

El primer pico, eluido después de 8 minutos comprende varios compuestos. pero el espectro que
corresponde a su méaximo se obtiene con una calidad bastante buena. La comparacién de los
espectros obtenidos con los espectros de masas (p. 118) e infrarrojo {p. 115) de las bibliotecas
electronicas Wiley 138 v EPA-REVA (los resultados de la comparacion se presentan en el
Apéndice 7.3.3) permite identificar a la acetamida. El pico mas abundante con m/z 44 ¢s debido a la
ruptura del enlace C-C y pérdida del grupo CH;.

El siguiente pico emitido a 12 minutos aproximadamente (pico 2) perienece a una x.y-dimetil-2-
pirralidinona. segan la posicién de la banda de Ve=p en su espectro infrarrojo (p 131). La
comparacién del espectro. obtenido experimentalmente, con el espectro de la biblioteca EPA-
REVA se presenta en el Apéndice 7.53.4. (p. 116). El espectro de masas (p. 131) tiene un pico
ntenso a m/z 113 que puede ser el ion molecular. Observande el espectro de infrarrojo que no
conticne absorcidn de vy notable en la region Jde 3400-3500 em™. suponemos que une de los
grupos metilo esta en lugar del atomo H del grupo NH, pero la posicion del segunde grupo CHj no
puede determinarse exactamente podria ser la posicion C(3), C(4) o C{5). Sin tomar en cuenta la

posicion, los picos de m/z 36 v 85 pueden ser explicadas por la siguiente fragmentacion



oL

UL
\
J

El compuesto elurdo después de 14 minutos (pico 3) presenta un hombro debide a otro producto

CH;

co-eluido de descomposicion térmica de poli-Gly v también corresponde a una masa molecular de
113. Su espectro de infrarrojo (p. 131) es muy parecido a los especires de N-alquil-succinimidas
(los espectros disponibles en el banco de datos muestran un detalle interesante para todos ellos: la

presencia de la banda a aproximadamente 3450 ecm’™, a pesar de la N-sustitucion). Por otro lado la
banda vc=g se encuentra a 1771 em™. Se considerd que el compuesto analizado es el homélogo

mas simple. la N-metil-succininuda. que produce bajo la fragmentacion del unpacto electrénico los

picos de niimeros de masa siguientes:

70
FL,L 6

4/’#0
N

_f |

= CHs

Los picos de m/= 83 v de m/= 99 son debidos a la pérdida de los fragmentos CO y CHa.
respectivamente

El pico 4 que aparcce después de 17 minutos se wdentificd facilmente (p. 131} como la PD de
Cly (confirmado per la myeccion del compuesto estandar). El espectro infrarrojo tiene los picos
caracteristicos & 3491 em™ de vay v a 1756 cm™ de Ve-p El espectro de masa contigne el ién

molecular de m/z 114 y presenta la siguiente fragmentacion:
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Quizas el producto mas inieresante e wnesperado de la pirdlisis de poli-Gly es el pico 5. Este

sompuesto tiene un espectro de infrarrojo (p. 131) con una banda doble de ve=p a 1710 ¥ 1738 cm™!

v la absorcion de vy a 3442 em’'. Les datos de la FPA-REVA muestran razgos especirales

parecidos, que correspenden a los barbituratos C-sustituidos. El espectro de masa no exhibe bandas
notables con m/z mas altos que 128, permiti-endo pensar que esta banda corresponde al ion
molecular, Estd presente también una banda debida a la pérdida del grupe CO a m/z 160. El tnico
barbitirato de semejante masa molecular es el dcido barbittirico ¥ su fragmentacién se explica de la

siguente manera

v
L

57
Asi, todos los productos identificados de lz pirdlisis de la poli-glicina son los compuestos N-
heterociclicos: acetamida, dimetil 2-pirrolidinona. N-metil-succinimida. derivados de piperazin-2.3-

diona de glicina y acido barbiturico.

5.5.2. Productos de pirélisis de la poli-alanina
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Fig. 22. El cromatograma de los productos de pirdlisis de la poli-alanina
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Es natural que los aminoécidos con sustituyentes alquilicos més grandes producen una mayor
cantidad de los productos posibles de la pirdlisis, v esto s¢ observa en el presente caso, cuando se
comparan los resultados de la pirdlisis de poli-Ala con los de poli-Gly. El cromatograma (Fig 22)
tiene numerosos picos con una resolucion baja que complica la tarea para la obtencidén de los
espectros de masas € infrarrojo para los diferentes compuestos.

Por esa razén Onicamente se identificaron diez compuestos. Los espectros de infrarrojo y masas
correspondientes a estos compuestos se muestran en Fig. 7.5.2 del Apéndice 7.5 (p. 132-133),
donde los niimeros de los espectros corresponden a los nimeros de los picos en el cromatograma.

El primer compuesto no muestra la absorcion del grupo carbonilo en su espectro de infrarrojo
(p. 132). La biblioteca Wiley 138K propene 2 opciones: l-metil-pirrol y 2-metil-pirrel. Sin
embargo. la semejanza mayor es con el espectro del primer compuesto.

Para los siguientes dos productos (picos 2 y 3) no se obtuvieron buenos espectros de infrarrojo
(p. 132), va que se trata posiblemente de una contaminacion abundante con el compueste que
corresponde al pico 4. Después de obtener ¢l resultado de la blsqueda de alta calidad en la
biblioteca Wiley 138K (la comparacion de los espectros de masas, obtenidos experimentalmente,
con los espectros de la tiblioieca Wiley 138K para ambos compuestos se presenta en ¢l Apéndice
7.3 (p 119-120), se decidié que los compuestos son 4-metil-piridina (2) y 2.6-dimetil-piridina (3).

Las bandas en sus espectros de masas son debidas a las siguientes fragmenicciones:

s
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El compuesto que corresponde al pico 4 extube los rasgos tipicos de los espectros de infrarrojo
(p. 132) para amidas primarias un pico V¢ a 1744 em’' (caracteristico para las amidas). un pico
vy (de amida secundaria) a 1599 em™, y dos picos vay {vibraciones simétricas y asimétricas)

cerca de 3500 cm™. El espectro de masas es muy parecido al espectro de propionamida que

corresponde al 1dn molecutar a m/- 73.



Un producto menor que aparece como el pico 5 no es un compuesto carbonilico, segin su
sspectro de infrarrojo (p. 132) que no tiene bandas ntensas en la region de 1600-1800 cm™.

Muestra similitud al espectro de 1-metil-pirrol (compuesto 1) en la regién de las frecuencias bajas,
pero tiene ntensidad mucho més alta de absorcidn de vey, al igual del pico de vy a 3492 em’. El

espectro de masas del 2-etil-4-metil-pirrol de la biblioteca Wiley 138K es similar al obtenide La
presencia de los grupos metilo y etilo y del grupo NH no-sustituido explica los rasgos especificos
del espectro de infrarrojo, mencionados arriba.

La identificacién de los préximos dos compuestos (picos menores 6 y 7) sdlo se basa en sus
espectros de masas (p. 133), va que no fué posible recuperar sus espectros de infrarrojo dethdo a
insuficiente sensibilidad del detector. Después de la biasqueda en la biblioteca de espectros de masa
de Wiley 138K, se sugirié que éstos compuesios son 2.3,5-trimetil- (peso molecular de 109) v 3-
etil-2,5-dimetil-pirroles (peso molecular de 123), respectivamente. Sus espectros de masas tienen
las bandas debidas a la pérdida de grupos metilo: de m/z 94 v 79 para el pnmero; 108 ¥ 93 para el
altimo.

Los compuestos 3-7 son productes menores de la pirdlisis y no representan las rutas
importantes de descomposicion 1érmica de 1a poli-Ala.

Los ddltimos tres compuestos identificados son N-heterociclos, que contienen grupos

carbonilicos. El compuesto 10 es la PD} de Ala, en su espectro de infrarrojo (p. 133) se enconiré un

pico Ve=o a 1723 em” ¥y un pieo Vyy a 3424 cm’l; el espectro de masas tiene picos que

corresponden al siguiente patrdn de fragmentacidn:

1

7

Esta asignacion s¢ confirmé por inyeceidn de la muestra estandar de PD de Ala, que presenta

los mismos rasgos en sus espectros de masas e infrarrojo.
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El compuesto 9 tiene el musmo peso molecular 142 {p. 133), como lo tiene la PD, perc su
espectro de infrarrcie difiere significativamente: una banda ve-g 2 1745 em” y omra de vy se

encuentra a 3487 cm™. La posicion de la banda de carbonilo hace pensar en una estructura de
hidantoinas para éste producto de la pirdlisis, el compuesto podriz provenir de la isomerizacidn de

la PD a 3-etil-3-metilhidantoina. como fue sugendo anteriormente (Basiuk et al., 1998b),

CH,
| CH;
o |
HN . o
N - [
0 H )—N
“—CH,
H a !

Los iones de m/z 114 y 99 son resultantes de la pérdida de los fragmentos C;Hs y HNCO.

J

respeclivamentes.
Finalmente, el compuesto 8 con una masa molecular de 127 (p 133) ¥ con un espectro de

infrarrojo similar a los espectros de y-lactamas N-no-sustituidas {el pico Ve=p a 1757 ¥ la absorcion

Vg a 3488 cm'l). se identificéd como trimetil-2-pirrolidinona. La posicion exacta para los grupos
metile no se pudo dewerminar, ia distribucion idgica mdas simple es que <llos estan cerca de [os
atomos C(3). C(4)y y C(35).

En la pirdlisis de poli-alanina los compuestos identificados son N-metil-, 2.3.5-tnmetil-, 2-etil-
4-metil- v 3-etil-2.5-dimetil-pirroles. 4-metil- v 2.6-dimetl pindinas. propanamida. trimetil 2-
pirrolidinona, 3-etil-3-meulhidantoina y derivados de piperazin-2.5-diona de alanina La formacién
de la mayoria de 25103 compuestos no puede explicarse de la manera tan sencilla como para lag PDs
y 24-imidazolidindionas (hidantomas} (Munson and Vick, 1985: Munson and Petterolf. 1987:
Voorhees et al, 1994, Basiuk ct al.. 1998b) v debe involucrar las reacciones con participacion de
radicales (reestructuraciones, rompimientos. rccombinaciones, sustituciones. ete.). capaces de

producir derivados N-alquilados e hidrocarburos que unen mds de 2 dtomos de carbono (3 en el

caso de pindinas).

5.5 3 Productos de pirélisis de la poli-valina

El cromatograma de los productos condensados de la pudlisis de la poli-Val solubles cn

cloroformo se muestra co la Fig 23, Los espectros de infrarcejo v de masas correspondientes a ¢ylos

ul



compuestos s¢ muestran en Fig. 7.5.3 {p. 134-137) del Apéndice 7.5, en donde los nlimeros de los

espectros corresponden a los nimeros de los picos en el cromatograma.

Tiempo. min

Fig, 23, El cromatograma de los productos de pirdlisis de poli-valina.

Ei pico 1 es debido a un producto. cuya presencia fue inesperada Los datos. encontrados del
espectro del infrarrojo {p. 134) se asemejan a los encontrados en la biblioteca EPA-REVA v

corresponden a los isocianitos alifaticos simples. que también tienen bandas muy intensas & 2268

cm™ El tamafio del radical alifitico pucde ser establecido por ¢l espectro de masas, donde ¢l 100
molecular es m/z 71: el pico puede corresponder al etil-isocianato. Los picos de m/z 6% v 56 pueden

atribuirse a la pérdida de Hs y CH;. respectivamente, de m/z 43, a la pérdida del grupo HNCO
El producto 2 de la pirélisis exhibe una banda de infrarrojo de veoy a 2229 em”! (p. 134). otra
banda de 1658 cm' tipica para nitrilos aromaticos v Ve aromatica 2986 cm™. Esto indica que <l

compuesto puede ser benronitrilo, o cual se confirma por su espectro de masas que presenta un
pico de m 2 103 ¥ otro pico de mez 77, que corresponde al fragmento terulo. formade despuds de la

perdida del grupo CN. Por otro lado, la asignacion del otro peo de mv= 81 es més problemduea



Para el compuesto 3, el espectro de infrarrojo no fue de buena calidad (p. 134) La caracteristica
notable es la presencia de la banda de nitrilos, pero a frecuencias mds altas, a 2274 em”’ lo cual
indica que este nitrilo es alifético. Al mismo tiempo. la absorcién débil a 3050-3100 e’ puede
significar la presencia de un grupo vinilo en ia molécula. Si ¢l pico de m/z 95 es del ion molecular.
se puede sugerir que el compuesto 3 contiene un ton m/z 41, caracteristico para los nitrilos alifaticos
{(+HN=C=CH2:) y que este compuesto es el pentenonitrilo CH>=CH(CH,3 (=N, cuya fragmentacion
s¢ explica de la siguiente manera:

g1 4'\. 69

WCN
H_

I 55
La banda Vey a 2274 cm’' en el espectro infrarrojo del producto 4 (p. 134) indica, que este
producto es un nitrilo alifatico. con otras dos importantes caracteristicas espectrales la primera es la
banda vy tipica para los hidrocarburos ramificados, debido a la absorcidn fuerte del grupo metilo y

la absorcién reducida en la parte de frecuencias bajas (que corresponde a CH; y CH). La segunda,
es la banda intensa cerca de 1700 em™' que puede imerpretarse como absorcion del grupo carbontlo
Ll pico mds abundante en el espectro de masas es de m/z 111 que puede corresponder 2l siguiente

nitrilo:

El compuesto 5 se 1dennticé como amina secundaria insaturada Las caracteristicas del espectro
mfrarrojo (p. 134) que confirman ésta conclusién son la absorcién vy a 3550 ¢cm™ y una banda

intensa de Ve ¢ a 1700 em Aqui hay posibilidad de varios isdmeros. El espectro de masas de una

de las estructuras isomiénicas probables puede explicarse por las siguientes rupturas.
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Sobre los picos menores 6 v 8 solo se pudo sugerir, en base de la comparacidn de sus espectros
de masas (p. 135) con los de la biblioteca Wiley 138K (no se pude obtener sus espectros de
infrarrojo). El espectro del compuesto 6 se parece mas al del 4-metil-piridina y del compuesto 8 al
del 1,2-dimetil-benceno & con su 1 .3-isomero).

El producte 7 de ta pirolisis corresponde a un 4cido carboxilico insaturado conforme a su
espectro de infrarrojo (p. 133). A esta conclusion apunta fa banda voy a 3576 em™, la banda de

carbonilo a frecuencias altas a 1771 cm™ (t{pica para los 4cidos carboxilicos en la iblioteca EPA-
pica p

REVA), y las bandas a nimercs de ondas més bajos, que pueden corresponder a bandas traslapadas
Ve—c ¥ Vo igual como la forma caracteristica de vy alrededor de 3000 cm™. En la base de los

espectros mencionados ¥ del espectro de masas (con el 1on molecular a m/z 126), se sugirid que el

compuesto €s el dcido 3.5-heptadiencico con la fragmentacién que corresponde al esquema
siguiente:
.l
W

110
H: |

/\/H\/\ COOH

55 67 8
41‘

El espectro de infrarrojo del compucesto 9 es muy representativo, corresponde a un hidrocarburo
insaturado {el pleo Ve ¢ a 1675 em™) con absorcion del grupe metilo (p. 135) después de 3000cm™
Su espectro de masas contienc el 16n molecular a m/z 110, que corresponde z un hidrocarburo
CiHiy Hay posibilidad de muchos isdmeros. uno de los cudles explica bien la fragmentacion que se

observa en ¢l espectro de masas
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’Para ios compuestos 10 ¥ 12 los espectros de masa e infrarrojo adquiridos son muy similares (p.
135). El espectro de infrarrojo es tipico para alquil-piridinas. Ademads, los espectros de masas muy
semejantes fueron encontrados en la biblioteca Wiley 138K estos son 2,5-dimetl-piridina ¥ su
isémere 3,5, No se pudo determinar cuil de ellos corresponde al compuesto 10 y cudl al compuesto
12.

El espectro de infrarrojo del producto 11 de la pirdlisis tiene las bandas (p. 136) sobrepuestas a
1650-1750 cm™, que sugieren la presencia de los grupos C=C y C=0 en la molécula Analizando el

espectro de masas, se consideraron varlos isdmeros posibles, por ejemplo, Ia siguienie cetona:

68
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Un esqueleto de hidrocarburo relauvamente grande puede hacer que la identificacién del
compuesto sea mds complicada. Se detectaron dos productos mas, el 13 y el 15, donde la
determinacion de ja estructura se complica por esta razon. El compuesto 13 (p 136) s¢ parece a una
cetona insaturada (las bandas C=C a 1650 em™ y C=0 a 1750 cm’™). pero para este compuesto solo
se pudo proponer la formula melecular ColH 50 a parur de su espectro de masas (16n molecular de
m/z 138) El compuesto 15 no contiene grupos carbonilo, mientras exhibe una absorcion de vea¢ a
1671 em’™, por lo que se pucde considerar una olefina. Su espectro de masas tiene un ion de m/z
132, que puede ser ¢l 1on molecular: en este caso (para muchos hidrocarburos el ion molecular no

puede distinguirse) para este producto de la pirdlisis se puede asignar la formula general CyiHao
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El compuesto 14 que aparece como el hombro del pico mayor 13. tiene todos los rasgos tipicos

el espectro de inframrojo (p. 136) de una amida, en particular las bandas de Ve—p y vypa 1730y

591 em’, respectivamente. y dos bandas Vi a 3433 y 3563 em™ Segin la bibhioteca EPA-

EVA éste producto es valeramida. La bGsqueda en la biblioteca Wiley 138 K prodwe un
esultado similar El espectro de masas puede interpretarse de la siguiente manera:

737 '59 ,-44
H
o
434 57
La naturaieza aromatica del producto 16 (p 136} puede sugerirse de la forma de la banda vey
>n la regi6n de 3000 cm™, encontrada en muchos bencenos sustituidos. La caracteristica notable es

1

ia presencia de absorcidn vap a 3491 cm’ tipica para aminas secundarias Estz asignacién se

confirma con el espectro de masas de la N-etil-3-metil-bencenamina segun la bibhioteca Wiley

138K (ion molecular de m/z 133). Su fragmentacion puede ser explicada de la siguiente manera’

107
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El compuesto 20 es la PD de valina que se identifico mediante del estandar Fn el cromatograma
la PD de Vai aparece como 2 bandas amplias debido a la racemizacion de los fragmentos de valina
a temperatura alta (los diastereoisémeros LL/TYD vy DL tienen tiempos de retencidn notablemente
diferentes) y baja volatilidad, como en la mayoria de las PDs. Las caracteristicas de sus espectros de
infrarojo (p. 137) son: el preo de absoreion Ve-g a 1717 ema™ ("amida ™ mientras la absorcidn de
“amuda IT7 alrededor de 1350 ¢em™ no aparece, como en otras amidas ciclicas) y la absorcion vy a

3425em™. Los plcos mas importantes observados en el espectre de masas son debidos a la siguiente

fragmentacion:
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Un derivado de la hidantoina de Val aparece como ¢l pico 19 y tiene masa molecular {p. 137)

igual a la de la PD {:én molecular de m/z 198) Las caracteristicas de la hidantoina en su espectro de
infrarrojo son dos bandas de Veoen a 1745 v 1802 ¢m™' v la banda v a 3484 cm™' . Los iones de su

espectro de masas son debidos a la siguiente fragmentacion:

-
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tna ruta posible para la formacidn de las hidantoinas 5-sustituidas. fué propuesta {Munsor and
Vick. 1985: Munson and Petterolf. 1987) a través de la ruptura dentro de la cadena polipeptidica. Al
mismo tiempo. la formacién del compuesio 19 (3-isobutil-5-isopropil-hidantoina) requiere de una
N-alquilacién. Aunque este proceso cn principto, puede observarse simultaneamente con la ruptura
dentro de la cadena {(Munson and Vick. 1985: Munson and Petterolf. 1987). tambidn tiene que
aparccer la hidantoina sin sustituyente o ¢l N-isobutilico. Ya que no se les encontro, se sugirié que
la hidantoina 19 se formod por la isomeracién de la PD de Val, que s un procese pirelitico
sccundarto

En los estudios realizados por (Basiuk and Navarro-Gonziler. 1997, Basiuk et al.. 1998a-c.
Basiuk. 1998). las amidinas hicicticas (BCA ¢ umidazo{l.2-alpiperasin-3.6-dionas) fueron
identificadas junto con los productos de su degradacidn utithzando las mismas tdeneas acopladas

En el presente caso, la amuding iciclica de la valing tiene un peso molecular de 279 L ningun



spectro de masas fué enconirado el ion de m~z 279, Sin embargo, varios de ellos como los
:ompuestos 17, 18 y 21 con iones de m/z 236, 236 y 233, respectivamente, tienen lones moleculares
- 137} con m/z mas altos de los que tienen las PDs. con el peso molecular de 198. La masa de 236
25 por 43 unidades mds baja que la de la amidina biciclica de Val, que pierde HNCO de la BCA
Pero en este caso es imposible explicar el siguiente hecho: (1) ;Por qué los productos i7 y 18§

tienen diferencias significantes en los espectros de 1R, especialmente tomando en cuenta las bandas
de absorcidn Vo_o? ¥ (2) (Por qué los grupos NH se quedaron en las moléculas (las bandas vyy a
3485 and 3483 cm™, respectivamente)? De esta manera, su naturaleza quimica exacta no esta clara,
y solo se pudo suponer que los compuestos 17 y 18 contienen los fragmentos estruciurales de cis-
amidas (no rans-amidas, ya que la absorcién vy a 1550 cm™! estd ausente).

Respecto del dltimo compuesto 21, no se pudo obtener su espectro de infrarrojo (p. 137) de
buena calidad. Basandose en el pico de m/z 235, se puede suponer que el compuesto esté formado
de la amidina biciclica a través de la eliminacidn del sustituyente w-isopropilico (como isopropano),
sin embargo, con los datos disponibles no existen argumentos firmes para la caracterizacidon del
compuesto 21.

El andlisis de las rutas de a pirdlisis es muy complicade, sobre todo cuando estan involucradas
especies organicas relativamente complejas. Algunos imtentos para explicar la formacién de
productos N-heterociclicos de la purélisis de polipéptidos han sido realizados por varios
investigadores En particular. el rompimiento del fragmento N-términal de dipéptides con su
ciclacion simultdnea tué sugerido por Voorhees y colaboradores (1994) como una de las rutas
probables hacia las PDs. Otra posible ruta es el rompimiento deniro de la cadena, gue no involucra
los fragmentos de aminoacidos terminales {Munson and Vick, 1985: Munson and Perterolf, 1987)
Los mismos investigadores propusieron una posible ruta de obtencién de 3-alquil-2.4-
imidazolidindionas, también a través del rompiniente dentro de la cadena. Un representante de esta
clase de compuestos es la 3-ent-3-metilhidantoina (compuesio 9 de la pirdlisis de poli-Ala), sin
embargo, su formacion necesita de una N-etilacidn, Aunque la dltima reaccidn podria proceder
simultancamente con ¢l rompimicnto dentro de la cadena (segin Munson et al ). también deberia
observarse un precursor N-no-ctilado de la hidantoina. En el presente trabajo no se le encontrd vy se
piensa que la 3-¢til-5-metithidantoina se forma a través de la isomenzacién de la PD.

Con respecto a las 3.3-alquil-3.4-dihidre-2H-pirrol-24-dionas  y las 3-alquenil-5-alquil-

purrolidin-2. 4-dionas (Boon and Lecuw, 1987). s¢ encontrd su formacidn solamente para la valina
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en presencia de silicagel (compuestol3). La ausencia de estos compuestos dentro de otros casos
analizados se puede explicar por la diferencia de los métedes de la pirdlisis utilizados en el estudio
presente con los métodos que utihzaron Boon y Leeuw. En el caso de presente estudio la pirdhsis
"fuera de linea" y el tiempo de equilibric mas grande. permutid obtener los compuestos tanto
primarios, como secundarios de la pirdlisis de aminodcidos y poli-aminoacidos (Fig 1) y obtener los
productos de reacciones entre las moléculas (PD, BCA y TCA), los cuales presentan la mayoria

entre los compuestos analizados.
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6. CONCLUSIONES

El objetivo principal del presente trabajo fue el estudio de la pirdlisis de algunos compuestos
biolégicos {aminoécidos, purinas y pirimidinas) a temperaturas piroliticas y la identificacién de los
productos de la pirdlisis de valina y leucina en la presencia de silicagel v de los poli-aminodcidos
que permitan la discusion de sus implicaciones para el origen de la vida (la entrega extraterrestre de
las moléculas bioldgicas a la Tierra Primitiva). Segiin los resultados obtenides de los estudios de
pirdlisis a las temperaturas entre 400 y 1000°C, la mayoria de los aminodcidos presentan una
estabilidad térmica considerable y tienen posibilidad de sobrevivir (hasta 10% de la materia prima)
el calentamiento de los cuerpos extraterrestres que tiene lugar durante el pasaje atmosférico a
temperaturas de 500 a 600°C. Sin embargo, con una proteccidn tipica para los meteoritos. la
supervivencia de los aminodcidos alcanzaria 1os niveles mas elevados.

Para las purinas y pirimidinas, las temperaturas entre 400 v 600°C son dpumas para la
supervivencia que va de 1 a 10%.

Durante el calentamiento de los aminoédcidos se forman compuestos con peso molecular mas
alto, tales como las piperazindionas, hidantoinas vy amidinas bi- y triciclicas, los cuales conservan
los fragmentos intactes de los amincdcidos. Las temperaturas elevadas causan la formacion de las
mezclas racémicas de dicetopiperazinas. Hasta cierto punto estos resultados pueden explicar la
presencia de las mezclas racémicas de los compuestos organicos identificados en los metecritos.
Esto significa que la racemizacion puede ocurrir durante el pasaje atmosférico y de la entrada de los
cuerpos extraterresties en la superficie terrestre.

Las atmésferas de CO; y de N, utilizadas para simular las atmosferas en la Tierra Primitiva, no
muestran una diferencia notable en los resuitados de la pirdlisis. los valores de la supervivencia de
los compuestos orgdnicos son practicamente los mismos bajo estas atmasferas.

La pirdlisis de los amincdcidos valina y leucina. como representantes de los aminodcidos. en
presencia y en ausencia de silicagel. demuestra que SiO; tiene un efecto catalitico notable en la
produccion de las dicetopiperazinas Al mismo tiempo. la recuperacién de los aminodcidos
dismunuye con la prescncita de silicagel. Sin embargo, el tiempo de contacto de un aminoicido
vaporizado con la silicagel cs relativamente corte ¢ insuficiente para la produccion de las
dicetopiperazinas en cantidades sustancialmiente mayores que sin silicagel. Este efecto catalitice
puede ser mas notable para los compuestos organicos en los cuerpos espaciales durante su entrega a

la Therra.
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Todo esto significa que el papel de los cuerpos extraterrestres en la entrega de meléculas
rgdnicas simples puede ser muy importante, si tomamos en cuenta las cantidades de sedimentacidn
jet polvo extraterrestre y de otros cuerpos espaciales. Ademds, estas cantidades podrian ser mwucho
nas significantes en la Tierra Primitiva durante los "bombardeos” por los meteoritos, asteroides y
:ometas en una atmosfera andxica con la presion atmosf{érica de 10 bar.

Entre los productos menos voldtiles de la pirdlisis de valina a temperatura de 500°C en la
sresencia de silicagel se pusden proponer las estructuras de: dos acidos carboxilicos, tres amidas,
ma hexamida, 3.4-diisopropil-B-propiolactamo. 2.6-dietiltoluidina, 2-isopropil-5-etil-piperazina.
ios umidazolonas, una dicetopiperazina, tres dipéptides de valina, 3,3-diisopropit-pirrolidin-2,4-
diona y las amidinas biciclicas de valina.

Entre los productos de la pirdlisis de leucina identificados tentativamente a las mismas
condiciones se proponen: tres aminas, cinco hidrocarburos saturados y un insaturado, tres cetonas
alifiticas v una ciclica, isovaleramida, un aldehido, una amidina biciclica y sus productos de
deshidratacion, deshidrogenacidn v pérdida de los sustituyentes alifaticos.

El efecto catalitico de silicagel permite obtener !z mayor cantidad y diversidad de los
compuestos con un mayor peso molecular durante la pirolisis de los aminodcidos. Al mismo
tiempo, disminuye la cantidad de los aminodcidos recuperados.

Los productos identificados tentativamente de la pirélisis de poli-glicina a temperatura de
500°C son compuestos nitrogenados: acetamida, dimetil-2-pirrolidinona, N-metil-succinimida, un
derivado de piperazindiona de glicina y el acido barbitdrico.

En la pirdlisis de poli-alanina a las mismas condiciones se pueden proponer las estructuras de:
cuatro pirroles. dos piridinas, propanamida. una pirrolidinona. una hidantoina y los derivados de
piperazindiona de alanina

Respecto a la pirdlisis de poli-valina a las msmas condiciones, fueron identificados
tentativamente 18 productos: un isocianato, un acido carboxilico insaturado, dos cetonas, ires
hidrocarburos insaturados, tres mitrilos, tres amidas (alifaticas y ciclicas) y cinco aminas.

La pirolisis de las moléculas biologicas produce vanos compuestos organicos simples, como
hidrocarburos, acidos carboxilicos, aldehidos, cetonas, aminas. nitrilos, etc., que no pueden ser
involucrados directamente en la quimica prebidtica de los aminoacidos v péptidos.

Comparando los resultados para poli-Val con la composicion de los productos menos voldtiles

de la pirdlisis de peli-Gly y poli-Ala, donde la mayona de los compuestos son aminas y amidas



ciclicas. uno puede concluir que la diferencia entre estos dos casos es la presencia del isocianato,
nitrilos insaturados, cetonas e hidrocarbures en la fraccion menos volatil de productos de la pirdlisis
de poii-Val. Esto no se puede atribuir a Iz diferencia de las rutas piroliticas para tres poli-
aminoacidos estudiados. Una explicacién razonable es que ios productos de la pirslisis de poli-Gly
v poli-Ala son mas volatiles en comparacion con los de la pirélisis de poli-Val ¥ ne se condensan
bajo las condiciones experimentales utilizadas: especialmente esto es cierto para los hidrocarburos.

En cuanto a los compuestos ciclicos, la tendencia general en el caso de la poli-valina es la
formacidn de los sistemas aromaticos {en particular, bencenos y piridinas sustituidas), mientras que
la mayoria de los productos ciclicos de la pirdlisis de poli-Gly y poli-Ala son mono-N-heterocicios
de 5-miembros (pirrolidinas y pirroles sustituidos).

Para los productios de la pirdlisis de los aminodcidos valina y leucina en la presencia de
silicagel y de los poli-aminoéacidos la ruta mayor es la formacion de las PD de los aminoécidos bajo
la doble deshidratacién térmica, deshidrogenacidon, desalquilacidn, reestructurizacién en
hidantoinas, pérdida de NHCO, etc. Otra ruta importante es la formacion de las amidinas biciclicas.
seguida por deshidratacion, deshidrogenacién, desalquilacién y la pérdida de NHCO La
identificacidn de los dipéptidos entre los productos de la pirdlisis muestra que la formacion de las
PD pasa por la etapa de deshidratacién sencilla con la produccidn de dipéptidos lineales antes de la
formacion de los dipéptidos ciclicos.

La formacion de la mayoria de los compuestos analizados no puede explicarse de la manera tan
sencilla como para las PDs e hidantoinas, e involucra las reacciones con participacién de los
radicales (reestructuracién. rompimiento, recombinacién, sustituciones, etc.), capaces de producir
derivados N-alquilados ¢ hidrocarburos que unen mds de 2 atomos de carbono.

Los resultados obienidos durante la pirdlisis de los poli-aminodcidos tienen implicaciones
importantes para la quimica prebidtica. Los niveles de supervivencia de los armincécidos, los cuales
se encuentran en los cuerpos cosmicos en forma de polimeros, parecidos a los poli-aminodcidos,
son bastante altos y podrian contribuir en la aparicion de la vida en la Tierra Primitiva. originada
por la entrega extraterrestre de las moléculas orgdnicas en los "vehiculos” extraterrestres: a través
de la formacidn (en niveles mas altos que la supervivencia de amincécidos) de los denvados de
aminoacidos (dicetopiperazinas, hidantoinas, amidinas bi- y tniciclas), los cuales conservan a los

fragmentos de los aminodcidos intactos v pueden recuperarlos bajo condiciones de hidrolisis

tnz2



7. APENDICES

“1.  Cromatogramas de los productos de pirdlisis de algunos aminodcidos y bases
de dcidos nucleicos a temperatura de 500 °C

Fig. 7 1.1 Cromatograma (HPLC) de los productos de pirdlisis del wracil (la columna de
'30 mm; fase movil: aguay flujo 2 mi/min)
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Fig. 7 1.2 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirdlisis de la aderuna (la columna de
250 mm; fase movil, agua y flujo- 2mi/mun)
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Fig 7 1 3 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pivélisis de la glicina (columna. 2350 mm,
fase méwil. agua y flujo. Imi/min)
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Fig 7 1.4 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirdlisis de la prolina (columna de 250
mm; fase movi- urna mezcla de agua-meianol 80.20 v} v flgs Zmi/min)
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Fig. 7 1.5 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirdlisis del deido c-aminoisobutirico
{columna de 230 mm; fase movil aguay flujo- Iml/min)
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Fig. 71 6 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirélisis de los deidos glutamico (1 3

min) y pireglutamico (1,8 min) (columna de 250 mm, fase méwvil 0 1% solucion acuosa de TFA v
fujor !mlimuin)
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Fig 717 Cromatograma (HPLC) de los productos de la prrolisis de la fenilalanina (2.8 min)

(columna de 250 mm; fase mévil solucion acuosa 0 1% de TFA-MeOH 80.20 (v} y flujo.
2miimn)

mAL ]
B0Q
<037
400}

] \

200 Jj Phe 1y
|

|
1T

4 5 B

Tiempo, min

Fig 718 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirélisis de la alanina (columna de 250
mm. fase movil aguay flujo 1ml/min)
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Fig 7 1.9 Cromatograma (HPLC) de los productos de la pirélisis de la valna (columna de 100
mm; fase movil. gradiente de H2O-MeOH de 0% a 100% en 20 mn y flujo. Imiiming
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7.2.  Resultados de recuperacion de algunos aminodcidos, sus PDs y las bases de
los dgcidos nucleicos a temperaturas (T) de 4040 a 1606°C
{y - drea de los picos en el cromatograma)

Tabia 7.2.1. Resultados de recuperacion de la glicina y de la PD de glicina a
temperaturas (1) de 400 a 900°C
(v - Area del pico en el cromatograma;

Ay - promédio de drea del pico en tres réplicas)

T,
€y

Glicina

)

Ay

Recuperacién
(%e)

PD (y)

Recuperacion
(%)

400

38

37

1346

4.6

40

1406

37

1353

500

38

36

2561

2562

8.6

Ll
o0

2564

L
(9%

2560

600

0.8

3077

3065

10.3

3056

3662

700

958

32

951

936

300

150

145

147

138

900

10

11

01

14

CS|lo|lolo|lo|o|@@|@|~ o

8

* Los resultados menores de 0.1% se igualaron a 0%.
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Tabla 7.2 2 Resultados de recuperacion de la leucina v la PD de leucina a

temperaturas (T) de 400 a 800C

T, (°C) Leucina Ay Recupera~| PD(y) Ay Recupera-
¥) cion (%) cioén (%)
400 i 91 114 3.3 1482 1610 79
162 1676
90 1671
300 102 103 30 332 519 0.4
105 501
102 524
600 54 53 1.5 75 83 4
!‘[ 50 80
l‘ 55 ; 94
700 22 21 06 0 0 0
21 0
19 0
800 ¢ 0 L0 | 0 : 0 ]
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Tabla 7.2.3. Resuitados de recuperacion de la adenina a temperaturas (T) de 400 a
1000

T, (°C) Adenina (y) | Ay Recuperacién
(%)
400 14803 14722 1250

14479
14885
500 6410 6445 | 10.6
6128
6197
600 14869 14769 | 25.0
14683
14753
700 9142 9006 | 15.2
8991
8885

800 4402 4392 (74
4407

4368

1000 98 90 02
75

97

1o



Tabla 7.2.4. Resultados de recuperacion del uracil a temperaturas (T) de 400 a
R00C

T, (°C) Adenina (y) Ay Recuperacion
(%)
400 296 294 0.6

309
287
500 10089 10080 | 19.3
10080
10072
600 14416 14472 | 27.8
14516
14483
700 2792 2894 5.6
2926
2965
800 132 148 0.03=0*
146
800 148

* Los resultados menores de 0.1% se igualaron a 0%.
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Tabla 7.2.5. Resultados de recuperacion de la citosina a tempergturas (T) de 400 a

800C

T, (°C) Adenina (y) Ay Recuperacién
(%)

400 47 47 0.1

500 223 223 0.6

600 209 209 0.6

700 76 76 0.2

800 20 20 0.04=0*

* Los resultados menores de 0.1% se igualaron a 0%.



7.3.  Resultados de la busqueda de los datos en las bibiiotecas EPA-REVA y Wiley

138K para los compuestos selectos

7.3.1. Espectro de infrarrojo del compuesto 1 en el cromatograma de la valina en
presencia de Si02
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7.3.2. Espectro de infrarrojo del compuesto 6 en el cromatograma de la valina en

presencia de §i02
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7.3 3. Espectro de infrarrojo del compuesto 1 en el cromatograma de la poli-glicinag
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7.3.4. Espectro de infrarrojo del compuesto 2 en el cromatograma de la poli-glicina
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7.3.5. Espectros de masas del compuesio 4 en el cromatograma de la valina en

presencia de Si0; (experimental y de la biblioteca Wiley 138K)
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7.3.6. Espectros de masas del compuesto 1 en el cromatograma de poli-glicina

{experimental y de la biblioteca Wiley 138K)
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7.3.7. Espectros de masas del compuesto 2 en el cromatograma de poli-alanina

(experimental y de la biblioteca Wiley [38K)

Mass spectral difference (277-275) (-,*)
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7.3.8. Espectros de masas del compuesto 3 en el cromatograma de poli-alanina

‘experimental y de la biblioteca Wiley 138K)

Mass spectral difference (291-290) (- *)
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7.4.  Espectros de masas e infrarrojo de los compuestos, formados por la pirdlisis

le valina y leucina en presencia de silicagel

Vig. 7.4.1. Los espectros de infrarrojo de los productos de pirdlisis de valing en

oresencia de silicagel
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Fig. 7.4.1. (continuacion)
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Fig 7.4.2. Los espectros de infrarrojo de los productos de pirdlisis de lencina en

presencia de stlicagel!
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Fig. 7.4.2. (continuacion)
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Fig. 7.4.2. (continuacicn)
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Fig. 7.4.3. Los espectros de
presencia de silicagel

2 2 o 08
h 9
35.& ,115 32 s 113
E an 50 g0 100 120
34
57
3.
39) ¥
7,']\ 98, 77 166 270
=0 100 =0 200 =0
j30)

-5
» T s \ 11
1
a0 g0 3¢ 00 10 1ag .60
'{ 55
1
k|
[l
7 ol ‘wa
! Cad 37
3t
I = g 1 1ea l
...-L P N R
B 100 =0 30
m/z

441 e
4| AT gz !
o

masas de los productos de pirdlisis de valing en

|

a1
182
@ s 11t

10]

41 b I171 122

72 11

37




Fig. 7.4.3. (continuacicon)
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Fig. 7.4.4. Los espectros de masas de los productos de la pirdlisis de leucina en

presencia de silicagel.
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7.5. Espectros de masas e infrarrojo de los compuestos formados por la pirolisis
de poli-glicina, poli-alanina y poli-valina

Fig. 7.5.1. Los espectros de masas e infrarrojo de los productos de pirdlisis de la
poli-glicina
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Fig 7.5.2. Los espectros de masas e infrarrojo de los productos de pirdlisis de la

poli-alanina
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Fig 7.3.2. {(Continuacion)
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Fig. 7 5.3. Los espectros de masas e infrarrojo de los productos de pirdlists de la

poli-valinag
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