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Caracterizacion estructural de aminoacidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos
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Resumen

Los aminoécidos no-proteinogénicos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos del tipo Acc”, con n = 3, 4, 5,y 6, han sido recrista-
lizados y caracterizados mediante las técnicas de espectroscopia FT-IR, andlisis térmico (TGA-DSC), difraccion de rayos-X
en muestras policristalinas (XRPD) y cristal inico (XRD). Los resultados espectroscpicos son consistentes con los grupos
funcionales amino y &cido presentes en la familia de aminodcidos. El anlisis térmico confirma la presencia de agua de cris-
talizacion en los aminoécidos Acc?, Acc*, y Acc®. Los patrones de difraccion de rayos-X en polvo confirman la pureza de las
muestras cristalinas. El anélisis por difractometria de cristal Gnico del aminoacido 1-amino-1-ciclopentano carboxilico Acc®,
indica que el compuesto cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2i/c (N°14), en forma de zwiterion al igual que los
demas aminoacidos. El empaquetamiento cristalino se estabiliza mediante la formacién de interacciones intermoleculares del
tipo de enlace de hidrégeno N--H---O 'y O--H---O entre moléculas vecinas y moléculas de agua de cristalizacién. Estos enlaces
de hidrégeno dan lugar a la formacion de estructuras supramoleculares formando anillos de 8 y 12 miembros descritas por en
los grafos R%(8) y R*(12), respectivamente.

Palabras claves: Aminoécidos no-proteinogénicos, acidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos, Difraccion de rayos-X.
Abstract

Structural characterization of 1-amino-1-cycloalkane carboxylic acids The non-photogenic amino acids 1-amino-1-cy-
cloalkane carboxylic of type Acc", with n = 3, 4, 5, y 6, has been recrystallized and characterized by spectroscopic FT-IR
technique, thermal analysis (TGA-DSC), X-ray powder diffraction (XRPD) and single-crystal (XRD). Spectroscopy results
are consistent with the functional group's amino and acid present in the amino acid family. Thermal analysis confirms the
presence of crystallization water in the amino acids Acc®, Acc*, and Acc®. The powder X-ray diffraction data confirm the
phase purity of the crystalline samples. Single-crystal X-ray diffraction analysis of 1-amino-1cyclopentane carboxylic acid,
Acc®, indicated that crystallizes in the monoclinic space group P2:/c (N°14), in the form of zwitterion like the other amino
acids. The crystalline packing is stabilized by the formation of intermolecular interactions of the hydrogen bond type N--
H---O and O--H---O between neighboring molecules and water crystallization molecules. These hydrogen bonds give rise to
the formation of 8 and 12-membered ring-type supramolecular structures described by the graph-sets R%(8) and R%(12),

respectively.

Keywords: Non-proteinogenic amino acids, 1-amino-1-cycloalkane carboxylic acids, X-ray diffraction.

Introduccién

Técnicamente hablando, cualquier compuesto organico con un
grupo funcional amino (—-NH.) y un grupo acido carboxilico (—
COOH) se conoce como un aminoacido. De todos los aminoa-
cidos naturales conocidos, los mas comunes son aquellos que
forman parte de las proteinas y que estan codificados en el ma-
terial genético. Estos aminoacidos son los que se conocen como
aminoécidos proteinogénicos. Todos los aminoacidos proteino-
génicos naturales tienen los dos grupos funcionales unidos al
primer carbono de la cadena, esta es la posicion alfa, de ahi que
se conozcan como a-aminoacidos?.

Ademas de estos, existen otros aminoacidos naturales con fun-
cion biologica que no forman parte de las proteinas, estos son

los aminodcidos no-proteinogénicos. Estos aminoécidos suelen
ser resultado de modificaciones postraduccionales de proteinas,
mecanismo fundamental de regulacion de su actividad biolé-
gica, o por reacciones de biosintesis a partir de otras sustancias
por ejemplo el &cido y-aminobutirico (GABA), la triyodotiro-
nina, la hidroxiprolina, o la selenometionina. Muchos aminoa-
cidos no-proteindgenos son importantes como intermediarios
en la biosintesis, en la formacion postraduccional de proteinas,
como compuestos farmacoldgicos naturales o artificiales, ade-
mas de ser utilizados en experimentos prebidéticos®. Algunos de
estos aminoacidos no proteicos tienen una estructura similar a
otros aminoacidos proteicos y pueden competir con ellos en
una variedad de procesos bioldgicos, incluida la incorporacion
erronea a proteinas. Ademas de su relevancia biol6gica, los

Cita: P Tirado, AJ Mora, T Gonzélez, JE Contreras, GE Delgado. Caracterizacion estructural de aminoécidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos. Avances en

Quimica, 18(3), 83-90 (2023).


file:///F:/ARTICULOS/AppData/Roaming/Microsoft/Word/gerzon@ula.ve
https://es.wikipedia.org/wiki/Posici%C3%B3n_alfa

84 Patricia Tirado, Asiloé Mora, Teresa Gonzalez, Jines Contreras, Gerzon Delgado / Avances en Quimica, 18(3), 83-90 (2023)

aminoécidos no-proteinogénicos sirven como compuestos mo-
delo Utiles para estudiar la interaccion entre la estructura de los
aminodcidos y las propiedades termoquimicas®.

Un interesante grupo de aminoécidos no-proteinogeénicos son
los &cidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos, los cuales son
acidos carboxilicos que contienen un grupo amino y un anillo
cicloalcano fusionado al carbono alfa del grupo carboxilo. Es-
tos a-aminoacidos cuaternarios denominados Acc", donde n es
el nimero de 4tomos de carbono en el anillo, son considerados
no metabolizables y se caracterizan por ser solubles en agua y
disolventes orgénicos polares. En general los amino&cidos con
anillo ciclopropano (n= 3), ciclobutano (n= 4), ciclopentano
(n=5), ciclohexano (n= 6), debido a su amplia actividad biol6-
gica, tienen diferentes aplicaciones en el crecimiento de algu-
nas plantas y en el campo de la industria farmacéutica®. En la
figura 1 se muestran los esqueletos moleculares de los cuatro
aminodacidos Acc" mencionados.

COOH
COOH COOH COOH
NH,
Hy NH, NH;

Acc3 Acct AccS Acch

Fig. 1. Diagrama estructural de los aminoacidos 1-amino-1-cicloal-
cano carboxilicos (Acc") conn= 3,4, 5,y 6.

Estos compuestos tienen diferentes propiedades dependiendo
de su estructura. El aminoécido Acc? se encuentra cominmente
en frutas como manzanas, peras, y arandanos®, y juega una fun-
cién importante en la biosintesis del etileno’. El etileno regula
una amplia gama de procesos de desarrollo y respuestas al es-
trés bidtico y abidtico, en parte mediante complejas interaccio-
nes con otras fitohormonas. También se ha demostrado que los
aminoécidos Acc® y Acc* se unen como agonistas al receptor
NMDA, N-metil-D-aspartato presente en el funcionamiento
del cerebro, en el sitio de unién de glicina, por tanto, podrian
ser utilizados como agentes anticonvulsivos con propiedades
neuroprotectoras®. Por el contrario, el aminoacido Acc® es un
NMDA antagonista de la glicina®. Sin embargo, este Gltimo,
también conocido como cicloleucina, se utiliza en la prepara-
cion de compuestos con potencial actividad analgésica y anti-
convulsivante®. Ademas, los aminoacidos Acc® y Acc® se han
utilizado muy recientemente como intermediarios en la prepa-
racion de péptidos como posibles farmacos en la terapia del
cancer de colon®®. En particular el aminoacido Acc® se asemeja
estructuralmente a otro distinguido aminoacido no-proteinoge-
nico como lo es la gabapentina, acido 1-aminometil-ci-
clohexanoacético, el cual es un medicamento originalmente
desarrollado para el tratamiento de la epilepsia pero que actual-
mente se utiliza en el tratamiento del dolor de origen neuropa-
tico®.

Desde el punto de vista estructural se conocen las estructuras
cristalinas de los aminoacidos Acc®, Acc?, y Acc®, reportadas
en la base de datos Cambridge Crystallographic Data Centre
(version 5.44, sept. 2023)™. El aminoacido Acc? cristaliza con
media molécula de agua en la unidad asimétrica, en una celda

triclinica’?. Acc* cristaliza con una molécula de agua y simetria
monoclinica®®, y Acc® cristaliza sin solvente ocluido en el sis-
tema monoclinico™. En el caso del aminoécido Acc® se reporté
un estudio estructural utilizando intensidades colectadas me-
diante estimaciones visuales a partir de fotografias Weissen-
berg®, lo que derivé en un modelo estructural incompleto, po-
siciones atdmicas desordenas y en consecuencia con un ele-
vado factor de confiabilidad. Por otra parte, los patrones de di-
fraccion de polvo de estos aminoacidos Acc” no se encuentran
reportados en la base de datos del International Centre for Dif-
fraction Data’®.

Como parte de nuestro continuo interés en el estudio estructural
de pequefias moléculas biolégicamente activas como aminoa-
cidos naturales y no-naturales, y sus derivados'’%, en este tra-
bajo se presenta la cristalizacion y caracterizacion estructural,
FT-IR, TGA-DSC, y XRPD, de los aminoacidos no-proteino-
génicos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos Acc®, Acc?, Acc®,
y Acc®, con énfasis en la determinacion de la estructura crista-
lina, por difractometria de cristal inico XRD del aminoacido 1-
amino-1-ciclopentano carboxilico Acc® y su comparacién con
los otros miembros de la familia Acc".

Parte experimental

Se utilizaron los aminoacidos 1-amino-1ciclopropano Acc®
(Aldrich 98%), 1-amino-1-ciclobutano Acc* (Aldrich 97%),
1-amino-1-ciclopentano Acc® (Aldrich 98%), y 1-amino-1-
ciclohexano carboxilico Acc® (Aldrich 98%) con grado ana-
litico. Los mismaos se recristalizaron con el propoésito de ob-
tener cristales apropiados para el posterior estudio por di-
fractometria de rayos-X de cristal tnico. 1,0 mol de cada
uno de los aminoécidos se disolvieron en 5 mL de agua. Las
soluciones se llevaron a reflujo con agitacion constante, du-
rante 30 minutos. Mediante evaporacidn lenta de los solven-
tes se obtuvieron cristales adecuados al cabo de varias se-
manas. Los cristales formados son incoloros con forma de
pequefios bloques. Para los estudios espectroscopicos, tér-
micos y difraccion de rayos-X se utilizaron los materiales
recristalizados.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Electrother-
mal modelo 9100. Los espectros de FT-IR se obtuvieron uti-
lizando pastillas de KBr en un equipo Perkin-Elmer 1600.
El estudio térmico se realizé en un analizador SDT Q600 de
AT Instruments, en atmdsfera de N2, mediante un flujo del
gas de 100mL/min, a una velocidad de 10°/min. Los datos de
difraccion de rayos-X en muestra policristalina se registra-
ron en un difractdmetro Siemens D5005 utilizando radia-
cion de CuKo (A = 1.5418 A). Los datos se colectaron en un
rango de 5-55° en 20 con pasos de 0,02° y un tiempo de 10
segundos por paso. Se utilizé cuarzo como estandar externo.
Los datos de difraccion de rayos-X de cristal Gnico para el cido
1-amino-1-ciclopentano carboxilico Acc®, se midieron en un
difractometro Rigaku AFC7S Mercury equipado con radiacion
de MoKa (A= 0,71073 A). Los datos se corrigieron por efectos
de absorcion y polarizacion.
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Fig. 2: Espectros FT-IR de los aminoacidos a) Acc®, b) Acc?, ¢) Acc®, y d) Acc®.

Discusién de resultados

Los puntos de fusion medidos en el fusiometro para los ami-
noacidos fueron: Acc® 230-232 °C, Acc* 260-262 °C, Acc® 319-
321 °C, y Acc® 348-350 °C.

Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

En la figura 2 se observan los espectros FT-IR obtenidos para
cada uno de los aminoacidos. En los espectros se pueden apre-
ciar las bandas de absorcion caracteristicas correspondientes a
la estructura molecular de los &cidos 1-amino-1-cicloalcano
carboxilicos.Para los aminoacidos Acc®, Acc* y Acc® se desta-
can las bandas, en la region 3000-3400 cm? correspondientes a
vibracion de tension del grupo O-H de posible agua presente en
la red cristalina. Para todos los amino&cidos se encuentra una
sefial amplia en los 3000 cm* que corresponde a los modos de
estiramiento del grupo NHs*, ademas de una sefial cerca de los
2800 cm? que indica la presencia de vibraciones de tensién de
grupos C-H alifaticos. Las bandas de flexion simétrica y asimé-
trica del grupo NHs* aparecen entre 1620-1520 cm™. Cerca de
los 1550 cm* aparece una banda como producto de la vibracién
de estiramiento asimétrico del grupo (O-C-0O), y una banda con
intensidad mucho mas fuerte cerca de los 1400 cm™ producto
de la vibracion de tension simétrica del grupo (O-C-O). La apa-
ricion de estas sefiales junto con la ausencia de las bandas -HO-
C-Hy C=0 caracteristicas de los grupos carboxilicos, eviden-
cian el posible caracter zwiteridnico de los diferentes aminoa-
cidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos.

Anélisis térmico (TGA-DSC)

En la figura 3 se muestran las curvas TGA y DSC (analisis ter-
mogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido) para cada

uno de los aminoacidos. En el caso de los compuestos Acc?,
Acc’, y Acc® las curvas muestran como la descomposicion tér-
mica ocurre en dos etapas. En los TGA la primera transicion
ocurre a temperaturas de 92 °C Acc?, 98 °C Acc*y 84 °C Acc®,
respectivamente, correspondientes a la descomposicion de
agua de cristalizacion. La segunda transicion ocurre por encima
de los 320 °C y corresponde con la descomposicion de los ami-
noécidos. En el caso del Acc® solo se aprecia una transicion que
aparece a una temperatura superior a 300 °C lo que indica que
no existen moléculas de agua de cristalizacion en su estructura.
Por su parte, en las curvas DSC se observa un pico endotérmico
principal que corresponde a la temperatura de fusion de cada
material. El &cido Acc® funde a 231 °C (figura 3a). El é4cido
Acc* funde a 262 °C (figura 3b). El 4cido Acc® funde a 318 °C
(figura 3c). El &cido Acc® funde a 351 °C (figura 3d). Los pun-
tos de fusion obtenidos en el analisis térmico concuerdan muy
bien con los medidos en el fusiometro.

El andlisis espectroscopico y analisis térmico permitieron
dilucidar el posible caracter zwiterionico de cada uno de los
aminoacidos y la presencia de agua de cristalizacion en los
aminoéacidos Acc?, Acc*, y Acc®.

Difraccion de rayos-X en muestras policristalinas (XRPD)

Los patrones de difraccion de los diferentes aminoécidos indi-
can la presencia de una sola fase (Figura 4) y se indexaron uti-
lizando el programa Dicvol06%. Acc® cristaliza en una celda
triclinica mientras Acc*, Acc®y Acc® cristalizan en celdas mo-
noclinicas con los parametros de celda unidad mostrados en
la tabla 1. En esta tabla se indican también las figuras de
mérito del indexado?*?°.
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Fig. 3: Curvas TGAy (Acc") conn=3,4,5,y 6.

Tabla 1. Parametros de celda unidad obtenidos para cada aminoacido Acc" luego del indexado de los patrones de difraccion.

Aminoécido Acc® Acc? Acc® Acct
Parametros de a=6,271, b=8,553 a=10,310 a=11,147 a=11,052
celda (A, °) c=10,15, ¢=101,76  b=6,135 b=6,217 b=6,498

B=96,73, y=94,05 ¢=10,931 c=11,084 ¢=10,829

=100,80 B=97,50 B =95,97

Tipo de celda triclinica monoclinica monoaclinica monoclinica

Volumen (A3)  Vv=526,8 V=679,1 V=1761,5 V=7735

Mz0)?* 31,7 29,2 36,3 38,6

Faeo® 35,7 (0,0078,107) 30,8 (0,0043, 42,6 (0,0059, 79) 43,2 (0,0069, 67)
151)

Le Bail

Rexp 71 7,6 6,7 6,9

Ry 9,5 9,0 8,9 9,2

Rup 10,1 9,5 91 93

S 14 13 13 13

Las celdas obtenidas se refinaron sin modelo estructural por el
método de Le Bail® utilizando el programa Fullprof?’. La fi-
gura 4 muestra el resultado de los refinamientos observandose
un buen ajuste entre los patrones observado y calculado para
cada uno de los aminoéacidos. Las figuras de mérito del refina-
miento se muestran en la tabla 1.

Difraccion de rayos-X en monocristal (XRD)

La estructura cristalina del aminoécido 1-amino-1-ciclopen-
tano carboxilico Acc®, se determind utilizando el método de
fase intrinseca empleando el programa OLEX-2% y se refind
mediante calculos de minimos cuadrados de matriz completa
utilizando el programa SHELXLZ. Los atomos de hidrégeno
unidos al N1 se ubicaron en el mapa de diferencias de Fourier.

Los demas atomos de H se colocaron en posiciones calculadas
y tratados usando un modelo rigido con distancias C-H 0,96-
0,98 A y Uiso(H) = 1,2 Ueq(C)], O-H 0,82 Uiso(H) = 1,2
Ueq(O)].

Los datos cristalograficos aqui reportados se depositaron en la
base de datos Cambridge Crystallographic Data Centre!*. En la
tabla 2 se muestran los datos cristalograficos para los diferentes
aminodcidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos. La informa-
cion de los aminoacidos Acc®, Acc* y Acc® se recopil6 de la
literatura reportada??*. Los parametros de celda concuerdan
muy bien con los encontrados con difractometria en muestra
policristalina, lo cual es un indicativo de la homogeneidad
de las muestras cristalizadas.
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Fig. 4: Gréaficas del ajuste de las celdas encontradas para los aminoécidos a) Acc?, b) Acc?, ¢) Acc®, y d) Acc® utilizando el método de

Le Bail.

Tabla 2. Datos cristalograficos de los acidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos Acc” obtenidos por difraccion de rayos-X de monocristal.

Tabla 3: Algunas distancias de enlace en los aminoécidos 1-amino-1-cicloalcano carboxilicos Acc™ (A). [*] Este trabajo.
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Acc®. 1aH,0 12 Acct. H:O B8 Acc®. H.0 * Acc?
Codigo CSD FOBJUB GISGIA - ACYHXA01
Formula quimica C4sH/NO, CsHoNO2 CesH11NO2 C7H1sNO2
Peso formula 110,11 133,15 147,17 193,20
Sistema cristalino triclinico monoclinico monoclinico monoclinico
Grupo espacial P-1 (N°1) P2i/c (N°14) P2i/c (N°14) P2i/a (N°14)
a(A) 6,2687(4) 10,2508(2) 11,076(4) 11,047(3)
b (A) 8,5514(11) 6,1312(1) 6,212(2) 6,494(3)
c(A) 10,1467(11) 10,9209(2) 11,145(4) 10,831(3)
a (°) 101,76(1)
B (°) 96,71(1) 100,87(0) 97,50(1) 95,9(3)
v() 94,06(1)
V (A3 526,3(1) 674,05(2) 760,28(10) 772,89(24)
Z 4 4 4 4
Pcalc (g/cm?) 1,389 1,312 1,286 1,230
R(F?) [1 > 25(1)] 0,0388 0,0382 0,0563 0,0370

Acc? 1? Acc* 1 Acc® * Acc® 4
O1-C1  1246(2) 1254(1)  1255(2)  1,241(3)
02-C1  1,257(2) 1257(1)  1240(3)  1,243(3)
C2-N1  1471(2) 1482(1)  1497(3)  1,506(3)
c2-Cl 1,507(2)  1,533(1)  1,538(3)  1,558(3)
C2-C3  1502(2) 1553(2)  1526(3)  1,525(3)
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Todos los aminodcidos cristalizan en forma de zwiterién. La
estructura Acc® contiene 2 moléculas del aminoécido por una
de agua. Las estructuras Acc* y Acc® contienen una molé-
cula del aminoécido por una de agua, mientras que la estruc-
tura Acc® no contiene agua de solvente. Estos resultados con-
cuerdan con el andlisis térmico.

La existencia de la forma zwitteriénica de cada uno de los ami-
nodacidos se confirma por la presencia de tres &tomos de H uni-
dos al &tomo N1 y los grupos carboxilato casi simétricos con
distancias de enlace C1-O1y C1-02 muy similares (Tabla 3).

En la figura 5 se muestra la unidad asimétrica de cada uno de
los compuestos. Todas las distancias de enlace, angulos de en-
lace y &ngulos de torsidn se ajustan al rango de valores norma-
les reportados en la base de datos de Cambridge (version 5.44,
sept. 2023)* para moléculas similares.

| (b)
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o \w/m
‘ I / N1
8 [ cz\
©
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Fig. 5: Estructura molecular de cada uno de los &cidos 1-amino-1-
cicloalcano carboxilicos a) Acc®¥:H,0, b) Acc*H.0, c¢)
Acc®.H;0, y d) Acc®. Los elipsoides se dibujaron con una proba-
bilidad del 30%. Los 4tomos de hidrogeno se muestran como es-
feras con radio arbitrario.

La estructura cristalina del aminoacido Acc® se encuentra esta-
bilizada por 5 enlaces de hidrdgeno intermoleculares. En la ta-
bla 4 se muestran los pardmetros geomeétricos de los enlaces de
hidrégeno en cada uno de los aminodcidos. ElI empaqueta-
miento cristalino de los diferentes aminoacidos esta confor-
mado por interacciones de enlace de hidrégeno del tipo N--
H---O para todos los Acc", y también del tipo O--H---O para
los aminoécidos Acc*y Acc®.

Para el Acc® el grupo NHs* interviene en tres interacciones. Los
hidrogenos N1-H1 y N1-H2 forman enlaces con los oxigenos
O1y 02 de moléculas vecinas, y el hidrégeno N1-H3 interac-
tha con la molécula de agua presente en la unidad asimétrica.
De esta manera la molécula de agua sirve de puente entre dos
moléculas de aminoacido actuando como doble donador de sus
dos hidrédgenos Hw1 y Hw2 hacia &tomos O1 y O2, haciendo a
cada uno de los oxigenos del grupo carboxilato doble aceptor
de hidrégenos (figura 6). Todas estas interacciones construyen
un enrejado tridimensional de enlaces de hidrogeno. La figura
7 muestra en mas detalle los conglomerados moleculares for-
mados en la estructura. Los enlaces de hidrégeno forman ani-
llos de ocho miembros que se describen mediante el grafo
R%(8)*. Ademas, también se forman anillos de doce miembros
descritos por el grafo R%(12). La repeticion por simetria de es-
tos patrones da como resultado un empaquetamiento cristalino
compacto con porcentaje de especio lleno de 68,5%.

Tabla 4. Parametros geométricos de los enlaces de hidrégeno presen-
tes en los diferentes aminoéacidos Acc™.

D-H---A D-HA) H-AA) D-AA) D-H-AQO

Accd¥H.0

N1-H1---04  0,95(2) 1,87(2) 2,810(2) 170(2)
N1-H2--03  1,01(2) 1,89(2) 2,882(2) 170(2)
N1-H3---03  0,98(2) 1,85(2) 2,824(2) 169(2)
N2-H4.--04  0,98(2) 1,90(2) 2,857(2) 163(2)
N2-H5.--Ow  0,93(2) 1,91(2) 2,823(2) 167(2)
Acc*H20

O1-H1.--Ow  0,88(2) 1,92(2) 2,794(1) 175(1)
O1-H2:--02  0,82(2) 2,01(2) 2,287(1) 176(1)
N1-H3:--02  0,92(2) 1,92(2) 2,809(1) 161(1)
N1-H4---Ow  0,93(2) 1,91(2) 2,835(1) 171(2)
Acc®.H20

N1-H1--01  1,01(2) 1,91(2) 2,898(3) 167(2)
N1-H2.-02  091(2) 1,95(2) 2,829(3) 162(2)
N1-H3--Ow  1,00(3) 1,83(3) 2,806(3) 166(3)
Ow-Hw1-01  0,90(3) 2,01(3) 2,790(3) 179(3)
Ow-Hw2-02  0,90(3) 1,99(3) 2,894(3) 178(3)

Acc?

N1-H1.--01  1,02(2) 1,76(2) 2,773(3) 174(2)
N1-H2.--O1  0,84(3) 2,47(3) 3,245(3) 154(2)
N1-H2---02  0,83(3) 2,14(3) 2,888(3) 149(2)
N1-H3---02  0,99(3) 2,48(2) 3,072(3) 167(2)
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Fig. 6: Vista de las interacciones enlace de hidrégeno en el Acc®-H,0.
C

; R“nzr?zm .
,sz
q ] Rﬁal

o

F M

@

Fig. 7: Vista de los patrones de enlace de hidrégeno formados me-
diante grafos en el aminoacido Acc®-H0.

Conclusiones

Los aminoacidos no-proteinogénicos 1-amino-1-cicloalcano
carboxilicos del tipo Acc", conn=3,4, 5,y 6, se recristalizaron
utilizando la técnica de evaporacion se solvente. Los datos es-
pectroscopicos, FT-IR, permitieron identificar los grupos
funcionales presentes y fueron consistentes. EI analisis tér-
mico, TGA-DSC, permitio elucidar la presencia de agua de
cristalizacion en los aminoacidos Acc®, Acc?, y Acc®. Los pa-
trones de difraccién de rayos-X son novedosos y son indica-
tivos de la homogeneidad de las muestras cristalizadas. La es-
tructura cristalina del aminoacido Acc® confirma que este cris-
taliza con una molécula de agua de cristalizacion. EI empaque-
tamiento cristalino de la familia de aminoacidos Acc" esta
gobernado por interacciones intermoleculares de enlace de

hidrégeno del tipo N--H---O y O--H---O que le confieren
mayor estabilidad a la estructura cristalina de los cuatro ami-
noacidos. En el caso particular del Acc®, los enlaces de hidré-
geno presentes permiten la formacion estructuras supramolecu-
lares descritas por los grafos R%(8) y R*(12).
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Resumen

Como parte de la gestion integral de residuos de contenedores de formaldehido se evalud la toxicidad de aguas residuales
contaminadas con este compuesto. Para esto, se realizaron dos ensayos de toxicidad aguda (Artemia salina y Escherichia
coli). Se encontr6 que el formaldehido tiene efectos sobre el crecimiento (50%) de E. Coli a concentraciones mayores de 6
mg/L a 24 h y a 48 h solo se inhibe el desarrollo de esta bacteria a partir de concentraciones mayores de 125 mg/L. En
contraste, el ensayo de mortandad de A. salina alcanzé un 70% a una hora de observacion a partir de concentraciones de 6
mg/L y un 100% para 3 h. Se concluye que, aunque ambos organismos presentan toxicidad a valores por debajo del limite
normativo mexicano (0,9 mg/L en agua), A. salina es la especies mas sensible y cuyas concentraciones coinciden con otros
reglamentos internacionales. Por estas razones, A. salina puede emplearse como prueba de campo para la movilidad y manejo
integral de contenedores de formaldehido que han sido tratados y son enviados a disposicion final.

Palabras claves: agua residual; crecimiento; formaldehido; mortandad; toxicidad.
Abstract

As part of the comprehensive management of formaldehyde packaging waste, the toxicity of wastewater contaminated with
this compound was evaluated. For this, two acute toxicity tests were carried out (Artemia salina and Escherichia coli). It was
found that formaldehyde has effects on the growth (50%) of E. Coli at concentrations higher than 6 mg/L at 24 hand at 48 h
the development of this bacteria is only inhibited from concentrations higher than 125 mg/L. On the contrary, the mortality
test for A. salina reached 70% after one hour of observation from concentrations of 6 mg/L and 100% for 3 h. It is concluded
that, although both organisms present toxicity at values below the Mexican regulatory limit (0.9 mg/L in water), A. salina is
the most sensitive species whose concentrations coincide with other international regulations. For these reasons, A. salina can
be used as a field test for the mobility and comprehensive management of formaldehyde containers that have been treated and
sent for final disposal.

Keywords: residual water; growth; formaldehyde; mortality; toxicity.

Introduccién

En la ultima década la industria petrolera mexicana ha tenido
diversos cambios en materia legislativa, en los que destaca la
reforma energética de 2013. Este evento permitié la reactiva-
cion de diversos sitios petroleros, pero a la vez se identificaron
diversas zonas contaminadas. Actualmente, solo un bajo por-
centaje de estos sitios han sido saneados, esto se debe a que en
la mayoria de los casos no se han identificado los componentes
que podrian representar riesgos a la salud y el medio am-
biente2. Por estas razones, una de las grandes problematicas
ambientales que enfrenta la industria petrolera mexicana es la
remediacion de pasivos ambientales, la cual conlleva la aplica-
cion de tecnologias especificas y la gestion integral de los resi-
duos peligrosos (RP)34.

En el caso de los residuos, la composicién suele depender del
proceso donde son generados. Por ejemplo, durante explora-
cion y produccion de pozos petroleros, se generan aguas resi

duales con altos contenidos de sélidos y sales metéalicas, asi
como sélidos impregnados con hidrocarburos; en cambio, en
los procesos petroquimicos se generan residuos acidos (nitrico
y sulfirico), solventes (residuos de formaldehido y sales de
urea) y fondos de tanques (asfaltenos). Un caso especial son los
residuos peligrosos, ya que la normativa mexicana clasifica a
estas sustancias como corrosivas, reactivas (compatibilidad
quimica), explosivas, toxicas e infecto-bioldgicas. Ademas, se
debe tener en cuenta que estas propiedades se les confieren a
los recipientes que las contengan, por lo que se les debe dar
gestion y disposicion final*>®.

En este sentido, algunos reportes mencionan que en los sitios
petroleros reactivados en México se han identificados diversos
componentes situados en fosas de residuos y antiguas lineas de
produccion (recortes de perforacion, derrames de hidrocarbu-
ros y alta conductividad eléctrica de derrames de aguas de pro-
duccién)’. Asi mismo, diversos residuos fueron retirados de

Cita: | Fuentes-Dominguez, CE Lobato-Garcia, ME Ojeda-Morales, LL Vazquez-Vazquez, S Lopez-Martinez, CM Morales-Bautista. Manejo integral de resi-
duos de formaldehido: evaluacion de la toxicidad in situ. Avances en Quimica, 18(3), 91-95 (2023).
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grandes contenedores y enviados a disposicion final®. Por con-
siguiente, es necesario realizar la limpieza de los tanques y es-
tablecer concentraciones por debajo de los limites normativos,
de modo que se realicen los trabajos de desmantelamiento para
el envio a confinamiento, tratamiento o disposicion final.

Por estas razones, la presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar dos pruebas toxicoldgicas en campo, en la cuales se es-
timo la inhibicion de crecimiento y la mortandad de organismos
sometidos a diferentes concentraciones de formaldehido co-
mercial. Lo anterior, con el fin de estimar las concentraciones
de formaldehido en el agua que se emple6 en el tratamiento de
tanques que contuvieron formaldehido, y de este modo, poder
realizar el desplazamiento y desmantelamiento dentro de un
complejo petroquimico, asi como su envio a disposicion final
de forma segura considerando la salud publica y la prevencion
de la contaminacion del agua.

Seccién experimental

El sitio de estudio se sitla en el Complejo petroguimico Pajari-
tos en Coatzacoalcos, Veracruz, México (15 Q 339596,00 m E,
2005838,82 m N). Esta zona industrial ha operado durante dé-
cadas y es uno de los principales productores de gasolinas y
otros derivados del petroleo en el sureste mexicano. No obs-
tante, paralelamente se han suscitado emergencias ambientales
y sanitarias debido a diversos accidentes industriales mayores,
asi como derrames accidentales, algunos de ellos han causado
contaminacién del medio ambiente y pérdidas humanas®,
Ademas, se han reportado impactos acumulativos en la zona,
principalmente de metales pesados e hidrocarburos que ponen
en riesgo la salud publica, el equilibrio ambiental y la produc-
cidn de otros sectores econdémicos''2. Por estas razones, todos
los trabajos que se realicen dentro del Complejo deben cumplir
con protocolos sefialados en las normas de seguridad e higiene
en el trabajo, asi como de proteccién ambiental™>,

En este sentido, dentro del complejo industrial existen diversas
lineas de produccion que fueron rehabilitadas. Los residuos ge-
nerados fueron gestionados, pero en algunos casos como en la
linea de urea, existen diversos contenedores (12 m®) de formal-
dehido cuyo contenido fue recolectado y enviado a disposicion
final. Pero, debido a que la normativa mexicana establece la
peligrosidad que dicha sustancia le confiere a los contenedores,
se lavé un tanque (7 m®) con soluciones de espuma dispersante
(5% en agua potable), en total se aplicaron 5 lavados de 0,5 m®.
Luego de cada lavado, se recolect el agua residual y fue alma-
cenada en recipientes, de los cuales se recolectd 1 L (n =3) y se
les nombré como muestras problemas. Ademas, con el fin de
reducir los riesgos de trabajos en sitios confinados, cada traba-
jador portaba equipo de respiracion autonomo (ERA), equipo
de seguridad para trabajos con sustancias quimicas® y un de-
tector de formaldehido (HCHO/TVOC, Tangxi, con rango de
deteccion para concentraciones > 0,004 mg/L).

Las variables analizadas fueron la concentracion del formal-
dehido en muestras problemas y la respuesta toxicidad aguada
de E. coli y A. salina. Para esto, se determind la concentracion

de formaldehido por cromatografia de liquidos con detector
UV-Vis (10 pL de muestra, 70 °C, 360 nm, disolvente A: H.O
4 mg del RP/mL agua ultrapura, disolvente B: Acetonitrilo 500
mg de RP/mL de acetonitrilo, columna analitica Agilent Zor-
bax XDB-C18, modo isocratico (equipo Agilent Serie 1200
con limite de deteccion (LD) = 0,0341 pg/mL)*. Con la finali-
dad de comparar las concentraciones de los diversos compo-
nentes, se empled como testigo formaldehido comercial (Ba-
ker, 40% en agua-alcohol).

Para cada prueba de toxicidad, primero se esterilizd todo el ma-
terial de vidrio mediante calor seco a una temperatura 180 °‘C
por 4 h en estufa Memmert y, luego calor en himedo (autoclave
modelo Felisa FE-396, condiciones: 121 °‘C/15 min, P=1,3
Kg/cm?). También, se prepard una solucion problema, este pro-
ceso consistié en pesar 500 mg de formaldehido comercial (Ba-
ker, 40% en agua-alcohol), el cual se transfirié a un matraz y se
afor6 con agua a un volumen de 0,5 L. A partir de esta solucion,
se prepararon diferentes soluciones de formaldehido de entre
1000 mg/L a 6 mg/LY.

Prueba de toxicidad por inhibicién en el crecimiento de E. coli

Para evaluar los efectos del formaldehido sobre E. coli, primero
se preparo el medio de cultivo agar Mueller-Hinton (Sigma-Al-
drich), posteriormente se inocul6 E. coli en este medio (condi-
ciones axénicas). Previo a realizar el vaciado se agreg6é 1mL de
la muestra problema con 9 mL del agar Mueller-Hinton, se ho-
mogeneizo hasta solidificarse. Asi mismo, se preparé una solu-
cién madre, la cual consistié en tomar biomasa de la caja de
Petri que contenia la bacteria y fue agregada en un tubo de en-
sayo que contenia 3 mL de solucidn salina (0,9 % PiSA) hasta
alcanzar una turbidez. Posteriormente, se introdujo un asa en la
suspension (biomasa-agua salina) y fue sembrada en forma de
zigzag en toda la superficie de la placa. Finalmente, fue llevada
a incubacion durante 24 y 48 h a 35 °C. Durante este tiempo se
observo el crecimiento de colonias bacterianas®®.

Prueba de letalidad de A. salina

Para la prueba de letalidad de A. salina se usaron especimenes
maduros (~1 cm de longitud). Las condiciones de la solucién
salina donde se desarrollaron fueron de 22,7 °C; pH 7,45; sali-
nidad 9,27 mS/cm y turbidez de 1 mg/Kg. Para el ensayo, se
colocaron diez especimenes en cada una de las cajas de Petri
empleadas en el experimento (8 concentraciones con 5 repeti-
ciones cada una). Cada caja contenia un volumen de 9 mL de
solucion salina y a cada una de ellas se agregd 1 mL de la solu-
cion de formaldehido preparadas con las concentraciones esta-
blecidas. La evaluacion consistio en observar el movimiento de
los nauplios durante 3 h, detectando aquellos especimenes que
mostraran falta de respuesta a estimulos, falta de movimiento
auténomo y deformacion en sus extremidades.

Finalmente, se realizé una prueba ANOVA (valor p, a = 0,05)
y un analisis de Tukey (diferencia honestamente significativa o
HSD vy nivel de significancia de 0,05) en Project-R para deter-
minar diferencias significativas entre las muestras analizadas®.
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Discusion de resultados

Durante los trabajos de limpieza, los detectores manuales de
formaldehido no registraron lecturas, aunque los trabajos se
realizaron en ambientes confinados, se retiraron tapas y bridas,
lo que posiblemente favorecid la dispersion de vapores. Ade-
maés, los detectores de gases explosivos de la planta (que inclu-
yen el formaldehido) tampoco registraron lecturas. Por su parte,
las concentraciones de formaldehido encontradas en las mues-

tras de agua residual, se observé que la concentracion decrece
con respecto al nimero de lavados (tabla 1) y que las muestras
presentan diferencias significativas entre si (p < 0,05). Asi
mismo, se observo que después de cada lavado se reduce la
concentracion de formaldehido, haciendo evidente su disolu-
cién en agua y que el tratamiento es efectivo. Ambos compor-
tamientos coinciden con la literatura®2,

Tabla 1. Concentracién de formaldehido en agua residual de lavado de tanques.

Componente Tr Testigo Numero de lavado
(mg/L) (min) 1 2 3 4 5
Formaldehido 6 56,11 +0,43 11,10+0,01 250+0,01 121+0,01 0,80+0,01 0,10+0,01
Acetaldehido 8 36,12 + 0,21 <LD <LD <LD <LD <LD
Butanal 16 5,32 +0,03 <LD <LD <LD <LD <LD
Hexanal 26 1,10+0,01 <LD <LD <LD <LD <LD
Tabla 2. Efectos de formaldehido sobre el E. coli y A. salina.
Formaldehido E. coli A. salina
(mg/L) 24h 48h % de mortandad1h | % de mortandad 3 h
1000 N N 100 100
500 | I 100 100
250 | P 100 100
125 P P 90 100
63 P A 90 100
31 P A 80 100
16 P A 80 100
6 A A 70 100

N (crecimiento nulo), | (crecimiento de colonias < 25%), P (crecimiento de colonias entre un 25-50%) y

A (crecimiento de colonias > 50%).

Con el fin de determinar la fraccion remanente de formaldehido
en los tanques segun el nimero de lavados, se realiz6 el co-
ciente entre las concentraciones de este componente encontra-
das después de cada lavado (donde Cf = a las concentraciones
de 11,100; 2,5011; 1,2112; 0,8011 y 0,1010 mg/L de formal-
dehido, respectivamente) con respecto a la concentracion del
formaldehido comercial empleado como testigo (Ci = 56,1120
mg/L). Posteriormente, se contrasto con la cantidad de agua po-
table afiadida (figura 1). Se encontré que para cumplir con la
concentracion limite marcado por la norma mexicana NOM-
201-SSA1-2002 (0,9 mg/L), para un tanque de 12 m?, se nece-
sitarian un minimo de 1,63 m® de agua potable con disper-
sante?2,

Por otro parte, los resultados de las pruebas toxicoldgicas mues-
tran que el formaldehido tiene efectos sobre el crecimiento
(50%) de E. Coli a concentraciones mayores de 6 mg/L a 24 h,
en contraste, a 48 h solo se inhibe el desarrollo de esta bacteria
a partir de concentraciones mayores de 125 mg/L (tabla 2).

Debido a que esta prueba expone actividad de la bacteria E.
Coli a concentraciones por encima de la norma NOM-201-
SSA1-20022% (0,9 mg/L) y que las operaciones son de 8 h, no

le
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Fig. 1: Fraccion de formaldehido remanente segun la cantidad de agua
afiadida a los tanques.

se considera una prueba adecuada para emplearla en el sitio.

Por su parte, en el ensayo de mortandad de A. salina, ésta al-
canzé un 70% a una hora de observacion a partir de concentra-
ciones de 6 mg/L y un 100% para 3 h en todas las muestras
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Fig. 2: Mortandad de A. salina en formaldehido a 1 h.

(p > 0,05), por lo que se considera que este organismo un mejor
indicador para una evaluacion in situ.

En este sentido, considerando el cociente de las concentracio-
nes (fraccion de la concentracion de formaldehido respecto a la
concentracion inicial, Ci = 1000 mg/L y Cf =500, 250, 125, 63,
31, 16 y 6 mg/L, respectivamente), se contrasto con los porcen-
tajes de mortandad de A. salina a 1 h (de 100% a 70% segun
sus respectivos valores) (figura 2). Se encontrd que el 50% de
mortandad ocurriria a concentraciones menores de 0,16 mg/L,
el cual se encuentra por debajo del limite establecido por la
NOM-201-SSA1-2002% (0,9 mg/L).

Es importante resaltar que los efectos del formaldehido a largo
plazo (crénico) sigue siendo una frontera de la ciencia, pero al-
gunos estudios en ratas expuestas a vapores e ingesta de for-
maldehido (concentraciones entre 1 y 10 mg/kg de formal-
dehido en agua), han reportado acumulacién de entre 0,73 +
0,27 mg/kg y 1,13 £ 0,22 mg/kg, las cuales son consideradas
como peligrosas para seres humanos?*%. Por ello, aunque se
considere que 1,63 m? de agua potable con dispersante son su-
ficientes para reducir la concentracion de formaldehido a valo-
res < 0,9 mg/L? para tanques de 12 m®y que no se registro lec-
tura de gases de formaldehido durante los trabajos, no quiere
decir que los operadores no se encuentren en riesgo. Por lo
tanto, los trabajadores deberan portar su equipo de proteccion
personal (EPP) tipo 3, asi como su respirador auténomo (ERA)
y los trabajos seran maximos de 1 h dentro de los tanques®™?’.
En cuanto a los operarios, podran realizar trabajos usando mas-
caras de media cara con filtro para solventes segun las reco-
mendaciones de la normativa para formaldehido®®. Asi
mismo, el encargado de seguridad debe tener vigilancia sinto-
mética de signos como hiperreactividad bronquial, dermatitis
atopica, irritacion ocular y dérmica que han sido reportados
como efectos agudos por exposicion a formaldehido!®28%,

Conclusiones

Las pruebas de toxicidad utilizando organismos vivos indica-
ron alta sensibilidad para A. salina a formaldehido, en compa-
racion con E. coli. Por lo tanto, A. salina se considera como un

buen indicador como método de prueba de trabajos en campo
para realizar maniobras de materiales tratados dentro del com-
plejo petrolero. No obstante, debido a que la literatura establece
toxicidad cronica por exposicion, es importante considerar que
las jornadas laborales sean pausadas (turnos de 1 h con equipos
de proteccion) y, en el caso de los trabajos en sitios confinados,
es necesario el uso de equipos de respiracion autonoma y de-
tectores portatiles de formaldehido.
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