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BN RESUMEN

RESUMEN

Este proyecto busca encontrar la relaciéon de las condiciones y metodologia en la sintesis
de EDDHA/Fe, buscando optimizar su rendimiento, ademas del disefio de analogos de

este compuesto con potencial tratamiento en la correccion de la clorosis férrica.

En la Introduccidn se expone el impacto que la clorosis férrica tiene sobre ciertas
regiones, y su efecto en la producciéon de cultivos agricolas. Ademas, se comenta el
avance y mejoras en la aplicacidon de tratamientos para combatir dicho padecimiento en

las plantas.

En Antecedentes se relata la informacion relevante y caracteristicas de la clorosis férrica
y sus consecuencias, adema3s, de los principales tratamientos, con énfasis dirigido en el
quelato férrico EDDHA/Fe. También se detallan las metodologias sintéticas
desarrolladas para su sintesis, y estudios relevantes a partir de los cuales se pueden

disefiar nuevas metodologias, o potenciales nuevos quelatos férricos.

En la Metodologia se explica el procedimiento de la sintesis del quelato férrico
EDDHA/Fe, y la del compuesto analogo EDDHNA/Fe, ademds la mono-proteccién
selectiva de la etilendiamina con Boc, para su uso potencial en la ruta sintética para la

obtencién del DCHA.

En Resultados y discusion de resultados se presenta la sintesis del EDDHA/Fe bajo
distintas metodologias sintéticas, ademas del EDDHNA/Fe, la mono-protecciéon con Boc
de etilendiamina para comenzar la ruta sintética del DCHA, asi como la caracterizacién

de estos compuestos.

En Conclusiones se recapitulan los resultados obtenidos en este proyecto, y se muestra

una propuesta para la continuacién futura de esta investigacion.
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Abreviatura Definicion Abreviatura Definicion
AcOEt acetato de etilo Boc dicarbonato de di-
ter-butilo
°C grados Celsius Ca%t ion calcio con
estado de oxidacion
(11)
CaCOs3 carbonato de calcio | Ca(HCO3): bicarbonato de
calcio
CCF cromatografia en | CDCl3 cloroformo
capa fina deuterado
CEN Comité Europeo de | CG/EM cromatografia de
Normalizacion gases acoplado a
espectrometria de
masas
CH3CN acetonitrilo cm centimetros
cm? centimetros CO: dioxido de carbono
reciprocos
DCHA acido (2-(2-((2- | DCHA/Fe acido (2-(2-((2-
hidroxibenzil) hidroxibenzil)
amino) etilamino)- amino) etilamino)-
2-(2-hidroxifenil) 2-(2-hidroxifenil)
acético acético complejado
con hierro con
estado de oxidacion
(1)
DCM diclorometano DMF dimetilformamida
DMSO sulféxido de | DMSO-d6 sulféxido de
dimetilo dimetilo deuterado
EDA etilendiamina EDA mono-Boc etilendiamina
mono-protegida
con Boc
EDDHA acido etilendiamino | EDDHA/Fe acido etilendiamino
N,N’- N,N’-
di(hidroxifenil)
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di(hidroxifenil) acético complejado

acético con hierro con
estado de oxidacion
(1)

(0-0)-EDDHA acido etilendiamino | (0-0)-EDDHA/Fe acido etilendiamino
N,N’-di(o- N,N’-di(o-
hidroxifenil) hidroxifenil)
acético acético complejado

con hierro con
estado de oxidacion
(1)

(o-p)-EDDHA acido etilendiamino | (o-p)-EDDHA/Fe acido etilendiamino
N-(o-hidroxifenil)- N-(o-hidroxifenil)-
N’-(p-hidroxifenil) N’-(p-hidroxifenil)
acético acético complejado

con hierro con
estado de oxidacion
(1)

(p-p)-EDDHA acido etilendiamino | EDDHNA acido etilendiamino
N,N’-di(p- N,N’-di[(o-hidroxi-
hidroxifenil) 5-nitrofenil) acético
acético

EDDHNA/Fe acido etilendiamino | EDDHSA acido etilendiamino
N,N’-di[(o-hidroxi- N,N’-di[(o-hidroxi-
5-nitrofenil) acético 5-sulfofenil) acético
complejado con
hierro con estado
de oxidacion (Il)

EDDHSA/Fe acido etilendiamino | Eq equivalentes
N,N’-di[(o-hidroxi- molares
5-sulfofenil) acético
complejado con
hierro con estado
de oxidacion (I1)

Fe hierro Fe?* hierro con estado

de oxidacion (l1)
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Fe3* hierro con estado | FeCls cloruro férrico
de oxidacion (I1)

Fe(NOs)s 9:-H,0 nitrato férrico | g gramos
nonahidratado

HCI acido clorhidrico HCN acido cianhidrico

HCOs3 ion bicarbonato H20 agua

HPLC cromatografia de | Hz hercios
liguidos de alta
resolucion

IR infrarrojo K constante de

equilibrio

L litro m posicion meta

M molaridad m* ion molecular

mg miligramos MHz megahercios

mL mililitros mm milimetros

mmol milimol mol mol

m/e masa sobre carga N normalidad

NaOH hidréxido de sodio | nm nanometros

o posicidn orto uL microlitros

pm micrémetros p posicién para

pH potencial de | p/p concentracién peso
hidrégeno sobre peso

psi libras (fuerza) por | R¢ factor de retencidn
pulgada cuadrada

RMN resonancia RMN 'H resonancia
magnética nuclear magnética nuclear

de protdn

RMN 13C resonancia SOCl» cloruro de tionilo
magnética nuclear
del isétopo carbono
13

TBA*OH- hidréxido de | TMS tetrametilsilano
tetrabutilamonio

TMSCN cianuro de | UV-VIS ultravioleta-visible

trimetilsililo
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INTRODUCCION

La presencia de afecciones y patologias en cultivos de especies vegetales es un
fendmeno conocido desde el inicio de la agricultura como practica de los seres humanos.
Estas condiciones son consecuencia del desequilibrio homeostatico de la especie
vegetal, encontrdndose entre sus principales causas la infestacion por plagas,
infecciones por microorganismos patégenos, cambios en las condiciones climatoldgicas,
y entornos quimicos desfavorables que puede desencadenar en estrés vegetal, los cuales
generalmente tienen un impacto perjudicial en el desarrollo de las plantas si no son
tratadas. [1]

Durante el ciclo de vida de las plantas, existe una serie de factores bidticos y abidticos
gue influyen sobre el estado de salud y desarrollo de las especies vegetales, dentro de
las cuales existe una serie de macro y micronutrientes esenciales para su adecuado
desarrollo y mantenimiento del estado homeostatico. Uno de los factores esenciales que
influyen significativamente en el sostenimiento de una condicidn sana en las plantas, es
el consumo del elemento quimico hierro (Fe) ya que actla como catalizador para una
serie de procesos metabdlicos intrinsecos, ademas de fungir como un actor primordial
en la sintesis de la clorofila, compuesto con importante rol en la fotosintesis de las
plantas. Por tanto, una disrupcion en la cantidad necesaria de hierro en la especie
vegetal desencadena en una serie
de problemas significativos en su
desarrollo, derivando en |la
disminucion del rendimiento vy
calidad de los cultivos, y si no es
corregida esta condicién, puede
llegar hasta su muerte. Esta
patologia es apreciable
visualmente por la pérdida de la
pigmentacién verde en las hojas
mas jovenes de la planta,
continuando en las zonas mas

longevas, adoptando una Figura 1. Hojas con sintomatologia de clorosis férrica
coloracién amarillenta, principal

sintoma caracteristico de esta fenomenologia, debido a la escasez de clorofila. Este
padecimiento posee el nombre de clorosis férrica. [2]

MANUEL OSVALDO MORENO LEYVA 1



INTRODUCCION

La asimilacion del hierro (presente en el sustrato) a través de las raices de las plantas,
esta dictada por el estado de oxidacion del elemento, en la que solo el Fe3* puede ser
absorbido después de haber sido reducido en Fe?*. Por tanto, a pesar de que el hierro
se encuentra ampliamente distribuido en la corteza del planeta y es el cuarto elemento
mds abundante en esta, las plantas presentan una incapacidad de asimilacidn si este no
se encuentra de forma correcta o se transforma en una sal insoluble, lo cual acontece
en suelos alcalinos, especialmente en los calcdreos, como los que se encuentran en
zonas con climas aridos y semiaridos. De esta manera, la absorcién del hierro por parte
de la planta esta relacionada con el pH del suelo, ya que, al encontrarse en medio basico,
esta desfavorecida su asimilaciéon debido a la baja solubilidad del elemento en el
sustrato. En conclusidn, la clorosis férrica es prevalente en suelos con pH alcalinos. [3]

Esta problematica puede tener un impacto importante en cuanto a la cosecha de los
cultivos en la agricultura, perdiendo grandes cantidades de alimento a nivel mundial y
contribuyendo de esta manera a la hambruna. Se estima que el aumento de la poblacién
va en ascenso, con estimaciones de alcanzar los 8.6 billones de habitantes en 2030, 9.8
billones para 2050, y aproximadamente 11.2 billones para el afio 2100 [4], aumentando
de esta manera la demanda de produccién alimentaria y fomentando de manera paralela
el crecimiento de produccidon agricola, por lo que el control de la agricultura toma un
papel mas trascendental.

A causa de este problema, se han utilizado diversos tratamientos para la correccién de
la clorosis férrica, que han consistido en la aplicacién de sales de hierro tanto en el
sustrato como en la parte aérea de las plantas. Sin embargo, si como ya se menciond
anteriormente, la naturaleza del problema no depende de la ausencia de hierro en suelo,
sino de su estado no asimilable, este tratamiento resulta inefectivo, sobre todo en los
suelos alcalinos. Debido a esto, el tratamiento de primera eleccién en la actualidad para
la clorosis férrica es la aplicacién de agentes quelantes de origen sintético capaces de
captar los iones de hierro del suelo al formar un complejo quimico estabilizado por los
distintos enlaces que se forman entre el agente quelante y el metal, aumentando la
disponibilidad de hierro por su capacidad de transportar estos iones a las raices de la
planta. Al liberar al hierro en la interfase con las raices, la planta se encarga de reducir
el Fe3* a Fe?*, forma en la que es asimilado tras su liberacidn del complejo. Cuando el
ion quelado es liberado, los agentes quelantes presentan la capacidad de quelar otros
iones presentes en el sustrato, repitiendo este ciclo de quelacidn, transporte, reduccién
y absorcidon, contribuyendo continuamente en la correccién de la clorosis férrica. La
capacidad de corregir la clorosis férrica de un agente quelante depende del grado de
estabilidad del complejo formado, la cual radica principalmente de la estructura quimica

del agente quelante y del pH del medio. [5]
|
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Entre los agentes quelantes utilizados en el tratamiento de la clorosis férrica, existe una
lista de compuestos quimicos aprobados por la regulacién del parlamento europeo y del
consejo (EC) No 2003/2003. En dicha lista se presentan actualmente 12 agentes
guelantes, entre los cuales el acido etilendiamino-N,N’-bis-(o-hidroxifenil) acético
(EDDHA) es el principal representante por su efectividad, eficiencia, relevancia en la
investigacion e industria, asi como presencia en el mercado. El EDDHA es un compuesto
fendlico de origen sintético, con una estructura quimica con esqueleto de acido
poliamino carboxilico, capaz de formar un complejo estable con el hierro en estado de
oxidacién (ll1). [6]

El EDDHA es obtenido a partir de sintesis quimica, y debido a su efectividad, existe una
gama de metodologias y variaciones sintéticas desarrolladas a lo largo de los afios en las
gque generalmente se obtiene una mezcla de isdmeros del EDDHA: el 0-0-EDDHA, o-p-
EDDHA y el p-p-EDDHA, los cuales presentan distintas propiedades en la formacion de

complejos.
0 0
o 0
0 ° HO OH
HO OH i N,
HO OH / 5, NH HN
/ \ NH HN
NH HN
OH
OH HO
HO OH
H
(0-0)-EDDHA (0-p)-EDDHA (p-p)-EDDHA

Figura 2. Isémeros estructurales del EDDHA

El 0-0-EDDHA tiene la capacidad de formar seis enlaces con el hierro, debido a la
disposicién espacial de sus distintos sustituyentes, lo cual le confiere el mayor grado de
estabilizacidon entre los tres isémeros, resultando efectivo para tratamiento de sintomas
graves de clorosis férrica y su uso a largo plazo. El o-p-EDDHA presenta la capacidad de
formar cinco enlaces con el hierro, lo que deriva en la obtenciéon de un complejo menos
estable que el que forma el isémero o0-0-EDDHA, por lo que se teoriza que debido a su
menor estabilizacién y naturaleza menos impedida, este logra exponer al Fe3* para ser
sometido a una reduccién de manera mas rdpida, por lo que el hierro es asimilado con
mayor rapidez, resultando adecuado para un tratamiento de indole méas urgente, como
en casos donde es necesario revertir los estragos de clorosis férrica antes de que estos
sean irreversibles. El isémero p-p-EDDHA solo puede enlazarse con cuatro enlaces al

. __________________________________________________________________________________________|
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hierro, lo que resulta insuficiente para formar un complejo estable, por lo que este
isdmero resulta carente de propiedades en el tratamiento de clorosis férrica.

En la actualidad, a nivel industrial la metodologia patentada por Petree en 1978 [7], para
la sintesis del EDDHA ha prevalecido como la ruta sintética mas utilizada, la cual consiste
en una reaccion multicomponente con los reactivos de fenol, etilendiamina, dacido
glioxilico en una disolucidon acuosa al 50% (p/p) e hidréxido de sodio en una disolucidn
acuosa al 50% (p/p), con los respectivos equivalentes molares de 13-0.5-1-1. Esto
implica que el fenol funge tanto como reactivo y como disolvente, siendo necesario este
exceso (13 equivalentes molares) en la obtencién de un mayor rendimiento del
producto. La adicidon de los reactivos sucede a una temperatura aproximada de 45 °C,
seguido de un calentamiento bajo sistema de reflujo a 75 °C por 3 horas, obteniendo los
tres isobmeros estructurales del EDDHA, mediante una reaccién modificada de Mannich.
Posteriormente es adicionada agua y cloruro de metileno o tetracloruro de carbono para
eliminar el exceso de fenol por medio de lavados. Después, se quela el EDDHA, por la
adiciéon de 0.7 equivalentes molares de una sal de hierro a temperatura ambiente,
buscando ajustar rapidamente el medio de reaccién a un pH de 7 con disoluciones
acuosas de acido clorhidrico (HCI) al 37% e hidréxido de sodio (NaOH) al 10%, bajo
agitacion por 2 horas. Finalmente, el producto obtenido se seca a 80 °C en una estufa
para obtener el complejo EDDHA/Fe.

A partir de esta y otras rutas
sintéticas, se han patentado
distintas metodologias para la
formacién de EDDHA/Fe, con
resultados mixtos en cuanto a
rendimientos y en la proporcidn
de isdmeros obtenidos, los
cuales son una consecuencia del
uso de diferentes reactivos,

disolventes [8], catalizadores
[9], concentraciones [10], orden
de adicion, procesos de Figura 3. Complejo de EDDHA con metal
purificacion, entre otros, pero que

no han logrado superar la rentabilidad de la sintesis de Petree a nivel industrial.

Debido a que la reaccién patentada por Petree y las distintas variaciones que se han
disefiado pueden conllevar un exceso considerablemente grande de fenol, el manejo de
disolventes halogenados, la obtencidon de proporciones desfavorables de los isdmeros

. __________________________________________________________________________________________|
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B INTRODUCCION

del EDDHA/Fe de interés y rendimientos bajos globales de reaccidn, se busca estudiar el
efecto e influencia de distintas variables en la reaccién quimica de Petree, buscando
obtener una mejora con respecto a las metodologias actuales, optimizando la sintesis
del quelato EDDHA/Fe a través de una ruta mds redituable en los aspectos de
rendimiento, tiempo y economia.

Ademds, se busca disefiar nuevos agentes quelantes con la capacidad de formar
complejos con hierro [11], con potencial para actuar como tratamientos en la correccién
de la clorosis férrica en cultivos agricolas. También se busca iniciar la generaciéon de
otras metodologias sintéticas en la obtencién de agentes quelantes que impliquen una
metodologia global mds eficiente en la obtenciéon de quelatos férricos.
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BN HIPOTESIS

HIPOTESIS

e Las metodologias sintéticas de reacciéon multicomponente facilitaran el desarrollo
de estructuras analogas al fertilizante EDDHA/Fe.
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OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo general:

Sintetizar compuestos de tipo EDDHA/Fe que puedan ser utilizados como
fertilizantes en plantas con déficit de hierro.

Objetivos especificos:

Sintetizar los is6meros orto-orto, orto-para, y para-para del EDDHA/Fe mediante
una reaccién multicomponente para optimizar los rendimientos de reaccion.
Sintetizar analogos del fertilizante EDDHA/Fe mediante una reaccién
multicomponente.

Caracterizar por técnicas espectroscdpicas y espectrofotométricas los productos
obtenidos.
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I ANTECEDENTES

ANTECEDENTES
CLOROSIS FERRICA

El adecuado desarrollo y funcionamiento de las especies vegetales es dependiente de
las condiciones climatolégicas y de cantidades variables de macro y micronutrientes,
como el hierro (Fe), el cual es considerado un microelemento esencial. Debido al
importante rol que tiene el hierro como catalizador en reacciones metabdlicas dentro
de las plantas, y especialmente por ser un elemento necesario en la sintesis de la
clorofila, pigmento necesario en las plantas para poder llevar a cabo el proceso
fotosintético, la asimilacién de este elemento es fundamental. El hierro solo puede ser
absorbido a través de las raices de las plantas, después de llevar a cabo la reduccidn de
Fe3* a Fe?* mediante una reaccidon enzimatica. Si la absorcion del hierro no puede
llevarse a cabo por su ausencia o porque no se encuentra en estado asimilable, la especie
vegetal experimentara una gama de afecciones sintomatoldgicas y fisioldgicas, conocida
como clorosis férrica. [12]

Este estado clorético patoldgico en especies
vegetales, debido a la falta de hierro,
ocasiona una serie de estragos morfoldgicos
y fisioldgicos, resultando en una calidad vy
rendimientos inferiores que, si no es
corregido, eventualmente conduce a la
muerte de la especie vegetal, impactando
significativamente en los cultivos en la
practica agricola. La clorosis férrica ilustra
su indicio con la aparicion de una
pigmentacién amarillenta en las hojas
jovenes de la planta, seguido de las zonas

intervenales hasta las regiones mas
maduras de las hojas. Esta afeccién
nutricional se encuentra ampliamente Figura 4. Hojas de azalea con clorosis férrica
distribuida en regiones con condiciones de

suelos alcalinos, como en los suelos calcareos, es decir, suelos con elevadas cantidades
de carbonato de calcio. [13]

. __________________________________________________________________________________________|
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Esta disponibilidad del hierro en el sustrato esta condicionada por una serie de factores
y condiciones, en la que el pH del suelo es el factor mas significativo. En suelos con pH
acidos, el hierro se encuentra ampliamente disponible para ser absorbido, mientras que,
en suelos con pH alcalinos, este se encuentra limitado en una forma no asimilable,
generalmente insoluble para las plantas. En suelos calcareos, caracteristicos por la
elevada presencia de carbonato de calcio (CaCOs3), los cuales generalmente presentan
un pH a partir de 7.8, la disponibilidad del hierro desciende notablemente debido a que
los carbonatos presentes impiden la reduccién del hierro (lIl) a hierro (II). Ademas, el
carbonato de calcio contribuye al aumento de la alcalinidad en el sustrato, como
consecuencia de una serie de reacciones quimicas en la que este reacciona con aguay
didxido de carbono,

generando bicarbonato de
calcio [Ca(HCO3)2].

El bicarbonato de calcio se
disocia en medio acuoso
generando iones Ca?* y dos
moles de ion bicarbonato,
HCO3s,, el cual reacciona con
los protones presentes en el
suelo generando didéxido de
carbono y agua. Esto dirige la

reaccion global hacia la
producciéon de agua, la cual
se disocia liberando protones Figura 5. Region con suelo calcdreo

que reaccionan con el ion

bicarbonato, en la que a su vez genera iones hidréxido, suscitando un aumento en la
alcalinidad del suelo. [14]

Otra de las causas principales de clorosis férrica, es la competencia de indole
antagonista con otros micronutrientes presentes en el suelo, como ocurre
principalmente con los elementos de zinc (Zn), manganeso (Mn), cobre (Cu) y cobalto
(Co). [13]

El tipo de suelo y sus caracteristicas mecdnicas y fisicoquimicas que restringen el
crecimiento de las raices, y las consecuencias que derivan de no abarcar una mayor area
para la absorcion de nutrientes, el anegamiento que limita el consumo de oxigeno por
parte de las plantas, necesario para su desarrollo, son otros escenarios en los que la
clorosis férrica puede desarrollarse.

. __________________________________________________________________________________________|
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TRATAMIENTOS PARA LA CLOROSIS FERRICA

Los primeros tratamientos de la clorosis férrica consistieron en la aplicacién de distintas
sales de hierro por via foliar o aplicacidon en el sustrato, sin embargo, este tratamiento
resulta inefectivo en suelos alcalinos debido a que el hierro se encuentra de forma
insoluble, lo que imposibilita su absorcién por las raices independientemente de la
cantidad de hierro presente, lo cual puede resultar en repetidas aplicaciones de
tratamiento sin correccién del padecimiento. [13]

Como consecuencia de la falta de un tratamiento efectivo, se desarrollaron soluciones
en base a la aplicacién de agentes quelantes, que poseen la capacidad de formar
complejos con metales pequefios como el hierro y con otros micronutrientes. Estos
agentes quelantes actian formando un complejo a través de varios enlaces quimicos
con el metal, el cual actia como un acido de Lewis. La naturaleza quimica estructural
del agente quelante y las condiciones de pH del medio resultan en complejos con
distintos grados de estabilidad. En el tratamiento de clorosis por deficiencia de hierro,
el agente quelante transporta el hierro en forma de complejo, aumentando su
solubilidad y liberdndolo a las raices de las plantas, en las que se expone al hierro con
estado de oxidacidon (Ill) y se somete a una reduccién, generando el hierro con estado
de oxidacion (1), el cual es absorbido a través de una proteina transportadora presente
en las raices. Este efecto suele repetirse una vez que el hierro es absorbido por la planta,
en la que el agente quelante es capaz de formar un complejo con otro 4tomo de hierro,
o con otro metal presente en el sustrato, repitiendo el ciclo de forma continua. [14]

Hoy en dia, el uso de agentes quelantes como fertilizantes es el tratamiento de primera
eleccion para la correccién de clorosis férrica en suelos alcalinos y calcareos, y su
legislacién y regulacidon queda relegada a las autoridades legislativas correspondientes
de cada regidén. Entre las distintas autoridades encargadas de esta regulaciéon en la
agricultura, la Comisién Europea presenta el Reglamento (EC) No. 2003/2003 del
Parlamento Europeo y del Concejo, en donde establece que el producto debe contener
al menos un 80% de hierro en forma de quelato soluble en agua y que, de ese contenido,
un minimo del 50% debe estar quelado especificamente con un agente quelante
aprobado y disuelto en agua. Esto asegura la disponibilidad y eficacia del hierro para su
absorcion por las plantas.

Actualmente, son 12 agentes quelantes los aprobados por el Reglamento (EC) No.
2003/2003, que regula y aprueba los quelatos férricos para su uso como fertilizante
dentro de la practica agricola.

. __________________________________________________________________________________________|
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Numero

Designacion

Designacion
alternativa

Férmula

Numero

guimica

1 Acido etilendiaminotetraacético EDTA C10H160sN2 60-00-4

2 Acido 2- HEEDTA C10H1807N; 150-39-0
hidroxietiletilendiaminotriacétic
o

3 Acido DTPA C14H23010N3 67-43-6
dietilentriaminopentaacético

4 Acido etilendiamino-N,N’- | (o0,0)-EDDHA C1sH2006N:3 1170-02-1
di[(orto-hidroxifenil)acético]

5 Acido etilendiamino-N-[(orto- | (o,p)-EDDHA CisH2006N; 475475-49-1
hidroxifenil)acético]-N’-[(para-
hidroxifenil)acético]

6 Acido etilendiamino-N-N’- (0,0)- C20H2406N3 641632-90-8
di[(orto- EDDHMA
hidroximetilfenil)acético]

7 Acido  etilendiamino-N-[(orto- (o,p)- C20H2406N2 641633-41-2
hidroximetilfenil)acético]-N’- EDDHMA
[(para-hidroximetilfenil)acético]

8 Acido etilendiamino-N,N’-di[(5- EDDCHA C20H20010N2 85120-53-2
carboxi-2-hidroxifenil)acético]

9 Acido etilendiamino-N,N’-di[2- EDDHSA Ci8H20012N2S2 + | 57368-07-7y
hidroxi-5-sulfofenil)acético] vy n*(C12H1408N32S) | 642045-40-7
sus productos de condensacién

10 Acido iminodisuccinico IDHA Ci1sH110sN 131669-35-7

11 Acido etilendiamino-N,N’-di(2- HBED C20H24N206 35998-29-9
hidroxibenzil) N,N’-diacético

12 | Acido [S,5]- | (S,S)-EDDS C10H160sN; 20846-91-7
etilendiaminodisuccinico

Estos agentes quelantes son:

Tabla 1. Agentes quelantes aprobados por el Reglamento (EC) No 2003/2003

acido etilendiaminotetraacético (EDTA),

acido 2-

hidroxietiletilendiaminotriacético (HEEDTA), acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), acido
etilendiamino-N,N’-di[(orto-hidroxifenil)acético] ((0,0)-EDDHA), acido etilendiamino-N-[(orto-
hidroxifenil)acético]-N’-[(para-hidroxifenil)acético] ((o,p)-EDDHA), &cido etilendiamino-N,N’-
((0,0)-EDDHMA), acido etilendiamino-N-[(orto-
hidroximetilfenil)acético]-N’-[(para-hidroximetilfenil)acético] ((o,p)-EDDHMA), acido
etilendiamino-N,N’-di[(5-carboxi-2-hidroxifenil)acético] (EDDCHA), acido etilendiamino-N,N’-

di[(orto-hidroximetilfenil)acético]

. __________________________________________________________________________________________|
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di[2-hidroxi-5-sulfofenil)acético] y sus productos de condensacion (EDDHSA), acido
iminodisuccinico (IDHA), acido etilendiamino-N,N’-di(2-hidroxibenzil) N,N’-diacético (HBED) y
el acido [S,S]-etilendiaminodisuccinico ((S,S)-EDDS). Todos estos compuestos quimicos (a
excepcién del IDHA) presentan un esqueleto estructural de acido poliamino carboxilico,
sin embargo, el principal representante entre estas moléculas es el (0,0)-EDDHA, debido
a su efectividad, eficiencia y especialmente por su capacidad de formar complejos con
hierro muy estables que logran corregir la clorosis hasta en pH de 11.5. Este agente
quelante forma un complejo con el Fe3*, dando lugar al quelato férrico conocido como
(0,0)-EDDHA/Fe, el mas ampliamente utilizado en la actualidad. [15]

EDDHA/Fe

El EDDHA es un agente quelante de origen sintético, por lo que su obtencién estriba
Unicamente de su sintesis quimica, la cual, dependiendo de la metodologia realizada,
generalmente suelen obtenerse una mezcla de diferentes productos, generando en
proporcién mayoritaria tres isdmeros constitucionales: (0,0)-EDDHA, (o,p)-EDDHA vy
(p,p)-EDDHA. En menor proporcién suelen encontrarse otros subproductos, resultado
de reacciones de policondensacion, material de partida que no reacciond, entre otros;
actualmente la totalidad de su composicién quimica es desconocida. [16]

La proporcién obtenida respecto estos tres isdmeros constitucionales del EDDHA,
depende tanto de la metodologia sintética realizada, asi como de sus condiciones de
reaccion. Debido a las diferencias estructurales de estos isdémeros, cada uno de ellos
presentan distintas propiedades fisicas, quimicas y por tanto en su capacidad de formar
complejos con el hierro y otros metales, que a su vez resulta en distintos grados de
correccion en el tratamiento de clorosis férrica.

La principal diferencia entre cada isdémero del EDDHA, reside en la constante de
estabilidad del complejo (K) que forma con determinado metal en un pH determinado.
Para cadaisémero, el niumero de enlaces que establecen los distintos grupos funcionales
con el metal es el principal factor que contribuye en la estabilidad del complejo formado.
El isémero (0,0)-EDDHA/Fe es conocido por su alta estabilidad con el hierro mediante
seis enlaces, obteniendo una K=103>, siendo este el isémero mds estable de los tres. Este
isomero presenta dos diasteromeros, el meso-(0,0)-EDDHA/Fe, y el (+)-(0,0)-EDDHA/Fe,
los cuales a su vez presentan propiedades especificas.

. __________________________________________________________________________________________|
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El isémero (o,p)-EDDHA/Fe logra estabilizar al hierro a través de cinco enlaces,
obteniendo un complejo con una K=102°, por lo que su estabilidad es significativamente
menor en contraste con el (0,0)-EDDHA/Fe. El isémero (p,p)-EDDHA Unicamente es capaz
de interaccionar con el hierro con cuatro enlaces, los cuales no son suficientes para
formar un complejo estable, por lo que este isémero carece de propiedades en el
tratamiento de clorosis férrica. [13][17][18]

La estabilidad de cada quelato de los isdmeros del EDDHA para la correccidon de la
clorosis férrica ha impactado directamente en su aplicacién, siendo utilizado el (0,0)-
EDDHA/Fe en cultivos vegetales de mayor gravedad donde es necesaria una aplicacion
a largo plazo, debido a la liberacidon gradual que este presenta. Por otro lado, el uso del
(0,p)-EDDHA/Fe es preferido cuando se necesita una correccién mas urgente, debido a
que este isémero libera el hierro
mas rapido que el isémero (0,0)-

T 7
EDDHA/Fe, al poseer una l',“f j o
. 3 L =
constante de estabilidad mas .--E)’HD D\\.T 0
. . = . o
pequefa, e interactuando con 0.}, ' D‘\Iu O
] . 'Ee.- O--\.\_\_\_F__;:-::::-\.M-\ - FE:-:'- -""‘-":f‘_"\_
mayor rapidez con la enzima N Vo ol N O N ;']
. | L T " j I ' J o
hierro quelato reductasa. b M| L N.*/
o T
Por estas caracteristicas, A Fe(lll}-rac-0,0-EDDHA B Fe{lll)-meso-o,0-EDDHA

generalmente se busca la

presencia mayoritaria tanto del Figura 6. Diasterémeros del (o,0)-EDDHA/Fe: (%)-(o,0)-
isémero (0,0)-EDDHA/Fe y (o,p)- EDDHA/Fe en la izquierda, y el meso-(o,0)-EDDHA/Fe en la
EDDHA/Fe dentro de la mezcla de derecha

productos del EDDHA/Fe. [9]

METODOLOGIAS SINTETICAS DEL EDDHA/Fe

Distintas metodologias sintéticas para la formacion del quelato EDDHA/Fe han sido
desarrolladas y estudiadas a lo largo de los afios, siempre buscando disefiar una
metodologia superior a las precedentes en la busqueda de obtener un producto con alto
rendimiento, en la que prevalezca la formaciéon de los isémeros (0,0)-EDDHA/Fe y (o,p)-
EDDHA/Fe, pero no la del isomero (p,p)-EDDHA ni de subproductos. Ademas, se ha
buscado el reemplazo o disminucién de la cantidad de reactivos y disolventes dafiinos
para los seres vivos y el medio ambiente, buscando alcanzar un proceso industrial

rentable en la sintesis de este quelato férrico [10].
|
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La primera metodologia para la obtencién del EDDHA/Fe fue desarrollada por Kroll en
1957 [19]. Esta ruta sintética consiste en la reaccién de un mol de salicilaldehido con
dos moles de etilendiamina para la formacién de una base de Schiff. Después se
adicionan dos moles de acido cianhidrico (HCN) obteniendo un compuesto dinitrilo, el
cual se hidroliza con una solucién concentrada de acido clorhidrico a una temperatura
de 40 °C, obteniendo un clorhidrato de la amida. Posteriormente, se neutraliza el medio
de reaccion hasta un pH aproximado de 4, favoreciendo la precipitacion del EDDHA, el
cual se disuelve en una soluciéon de amonio diluido y se ajusta nuevamente el pH a 4,
volviendo a generar el precipitado del producto en su purificacién. La generacién del
guelato férrico resulta de la combinacién del hierro, que se adiciona al EDDHA disuelto
en medio acuoso.

/—\ HoOC, /—\ COOH
N N— NH HN
1) HCN_
2)HCI
OH HO OH HO

Esquema 1. Sintesis de EDDHA de Kroll (1957)

El siguiente afio (1958) [20], Dexter diseiid y patentd una metodologia distinta, con
notables ventajas a la de Kroll, en donde se descarté el uso de acido cianhidrico, un
reactivo altamente téxico y de manejo especial. Ademas, esta nueva ruta consiste en
una reaccién de un solo paso entre etilendiamina, glioxilato de sodio y fenol, o algun
derivado de este ultimo que se encuentre sustituido por atomos de halégeno, acido
sulfénico, grupos hidroxi, carboxilo, o alquilo, en donde el fenol actia tanto como
reactivo y disolvente, pero también puede ser reemplazado de manera parcial como
disolvente por metanol, etanol, o alcohol isopropilico. Las condiciones de esta reaccidn
multicomponente mantienen un pH aproximado de 8.5 del medio de reaccidn, con rango
de temperatura entre 70-100 °C y agitacion por 7 horas. Una vez transcurrido el tiempo
de reaccidn, el exceso de fenol es removido mediante una destilacion. Finalmente, el
EDDHA obtenido es quelado mediante una solucién acuosa de hierro. A pesar de la
innovadora metodologia desarrollada, la proporciéon de los isémeros obtenidos en la
mezcla de productos suelen ser variable, reportando el (p,p)-EDDHA frecuentemente
como el isémero mayoritario (aproximadamente entre 80-90%).

. __________________________________________________________________________________________|
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OH
R o)
2 + H H,N——CH,CH,—NH
®0 C 2 2CHZ 2
Na 67 cHo
R R
R
OH HO
HN——CH,CH,—NH
R / \ R
CH CH
R R R R
o2 o2
® ®
R Na Na R

Esquema 2. Sintesis de EDDHA de Dexter (1958)

Afios mas tarde, Petree (1978) [7] optimizd la metodologia sintética de Dexter, buscando
generar una ruta en la que predomine la obtenciéon del isémero (0,0)-EDDHA. Petree
teorizd que el disolvente de reaccion juega un papel vital en la reactividad de los
reactivos, donde la solvatacién de las especies idnicas medida por la constante
dieléctrica de cada disolvente en particular, puede fomentar la generacién de los
isomeros del EDDHA de manera selectiva. De esta manera, encontré diversos resultados
segun el disolvente empleado. Cuando utilizé agua, la obtenciéon del isémero (p,p)-
EDDHA es predominante, pero cuando utilizé fenol como reactivo y a la vez como
disolvente, la generacion del is6mero (0,0)-EDDHA en sus dos formas diasteroméricas
fue mayoritaria (aproximadamente 85%), la cual, posteriormente se somete a una
quelaciéon con una sal de hierro en un medio con pH basico.

La metodologia patentada por Petree también menciona la sustituciéon del fenol como
reactivo en la que se puede seleccionar entre compuestos fendlicos con sustituyentes
enlazados directamente en el anillo aromatico, los cuales pueden ser atomos de un
halégeno, alquilos como metilo y etilo, ademas de sustituyentes hidroxi, carboxilo, sulfo,
y acetilo.
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OH
OH
I
2 + NH,CH,CH,NH, + 2 NaOH + 2 H—C——C—OH

OH o o oH

ofele) Na@ (ofele) Na@

CHNHCH,CH,NHCH Sal de Fe
© ©
0 ° 5

efele) coo®

CHNCH,CH,NCH

© O
Fe

Esquema 3. Sintesis de EDDHA/Fe de Petree (1978)

La reaccidon quimica reportada para la sintesis del EDDHA/Fe se lleva a cabo en una
reaccion multicomponente que consiste en el uso de fenol fundido, etilendiamina, una
disolucién acuosa diluida de hidréxido con un metal y una disolucién acuosa diluida de
acido glioxilico. La reaccién se somete a calentamiento con un rango de temperatura
entre 45 y 80 °C, bajo agitacidon constante por 2-16 horas. Se menciona que idealmente,
la reaccidon puede llevarse a cabo entre 70 y 75 °C por un tiempo de 2-4 horas. La
estequiometria detallada establece 13 equivalentes molares para el fenol, 0.5 para
etilendiamina, 1 para la base y 1 para el 4cido glioxilico, el fenol se encuentra en exceso
para cumplir con su rol dual de reactivo y disolvente.

Posteriormente, se lleva a cabo un proceso de purificacion de la mezcla de productos
mediante lavados con un disolvente de naturaleza no polar que elimine el exceso de
fenol que no reaccioné, mientras que el EDDHA se encontraria disuelto en una fase
acuosa ya que este es altamente soluble en medio acuoso.

. __________________________________________________________________________________________|
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La quelacion del EDDHA se realiza en medio acuoso, en donde debe prevalecer un pH
aproximado de 7 después de la adicidon de 0.7 equivalentes molares de una sal de hierro.
Petree establece el uso de sales férricas de cloruro o sulfato, generando el quelato
férrico del EDDHA en solucidn, la cual es secada hasta la obtencién de un polvo de
coloracién rojo oscuro, caracteristica del EDDHA/Fe.

Petree comenta dentro de su patente un rendimiento global de reaccién del 60%, en la
gue predomina el isémero (o0,0)-EDDHA/Fe, el cual se encuentra quelando
aproximadamente el 80% del hierro. Esta metodologia mejorada permitid la adaptacion
de esta ruta sintética a nivel industrial para la produccion a gran escala del EDDHA/Fe,
hasta la actualidad, sin embargo, presenta desventajas en cuanto al uso excesivo de
fenol, disolventes y el rendimiento.

En 1989, Jullien [8] busco optimizar la metodologia reportada por Petree, enfocdndose
en disminuir el exceso estequiométrico de fenol utilizado, el cual conlleva un costo
econdmico en su disposicién y tratamiento, por lo que Julien planted en su patente
reemplazar parcialmente el uso de fenol como disolvente por otros de naturaleza
aromatica no polar en conjunto con el uso de un catalizador durante la sintesis. De esta
manera, Julien mantuvo la adicion de los reactivos etilendiamina, una base, acido
glioxilico y fenol, ademds de un disolvente aromatico entre los cuales recomendé
tolueno, xileno y benceno, con una preferencia por el tolueno debido a su menor
toxicidad y economia. Los catalizadores recomendados en la patente son sales de hierro,
manganeso, zinc, cobalto, magnesio, niquel y bario, los cuales deben manejarse como
o6xidos o hidroxidos.

Las condiciones de reaccidn reportadas por Julien son temperaturas de 85-95 °C por 1 a
10 horas de agitacion, con los equivalentes molares estipulados por Petree, a excepcidn
de 2.5 para fenol y 0.001-0.05 moles del catalizador seleccionado por cada mol de acido
glioxilico.

Después de la sintesis del EDDHA, se adiciona agua para generar una separacién de la
fase organica y la acuosa. A partir de la fase acuosa, se lleva a cabo la quelacidn
mediante la adicion de una sal férrica en forma de cloruro, nitrato, sulfato o carbonato,
manejando un exceso estequiométrico aproximado entre 10% a 20% y buscando
estabilizar el pH de la fase entre 6.5-7, obteniendo el quelato férrico con una prevalencia
del 80% del isémero (0,0)-EDDHA/Fe y rendimientos aproximados a 60%, segun la
patente.

M3s tarde, en el afio 2002 [21], Alcazar se encargd de disefiar una metodologia sintética
para la obtencién del isémero (0,0)-EDDHA de elevada pureza, la cual patentd vy
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representa la sintesis utilizada en la actualidad para la obtencién de este isémero puro.
Este producto, resultante de esta sintesis se utiliza como estandar para caracterizacién
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). La sintesis se basd en la
metodologia de Kroll, con la sustitucion de HCN por cianuro de trimetilsililo (TMSCN),
por lo que esta metodologia tampoco es apta para su empleo a nivel industrial.

Otro avance en el estudio del EDDHA y sus isomeros fue desarrollado por McKenzie, en
2008 [22], el cual patenté un procedimiento que describe la obtencién mayoritaria en la
mezcla final de los is6meros (0,0)-EDDHA y (o,p)-EDDHA, y esto puede ser alcanzado
utilizando Uunicamente un exceso de fenol entre 2 a 5 equivalentes molares, ademas del
uso de agua como disolvente a una proporcion aproximada entre 15-30% de disolvente
total. Los equivalentes molares mencionados consisten en un rango de 4 a 10 para el
fenol, 0.5 a 0.55 para el acido glioxilico, 0.95 a 1.1 para la base, la cual se recomienda
sea hidréxido de sodio, y 0.75-1.25 para la etilendiamina. Las condiciones de reaccidon
reportadas consisten en una temperatura entre 45-85 °C.

McKenzie encontré que durante la sintesis de EDDHA, mientras mds bajo sea el pH del
medio (especialmente en pH d4cidos o por lo menos menores a 7) durante el
calentamiento, se favorece la obtencién del isémero (0,0)-EDDHA.

ANALOGOS DEL EDDHA/Fe

La capacidad del quelato EDDHA/Fe y sus isdmeros en el tratamiento de la clorosis
férrica, ha sentado la base para el disefio de nuevos agentes quelantes, los cuales
guardan semblanza con la distribucidn estructural y espacial de este. De esta forma se
ha buscado disenar, sintetizar y evaluar nuevos agentes quelantes que derivan de
cambios estructurales del (0,0)-EDDHA/Fe y del (o,p)-EDDHA/Fe, esperando obtener
guelatos férricos en los que la eficacia, eficiencia y sintesis, involucren procesos y
metodologias mas rentables en cuanto a rendimiento, economia, tiempo y seguridad.

Uno de estos analogos fue desarrollado, sintetizado y estudiado por Lépez-Rayo, en
2010 [23]. Este compuesto recibe el nombre de acido (2-(2-((2-hidroxibenzil) amino)
etilamino)-2-(2-hidroxifenil) acético (DCHA). El DCHA fue disefiado a partir del
conocimiento de la naturaleza altamente estable del (0,0)-EDDHA/Fe, consecuencia de
la estabilizacién de este elemento mediante seis enlaces del EDDHA, particularmente
por la presencia de los grupos fenolatos, que terminan confiriéndole a este isémero una
aplicacién mas especifica para un tratamiento prolongada, y también del conocimiento
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de la menor estabilidad del (o,p)-EDDHA/Fe, debido a su estructura penta-coordinada
en la que uno de los grupos hidroxi en el anillo aromatico se encuentra inhabilitado para
enlazarse con el hierro, lo que le permite al quelato liberar los iones de manera mas
inmediata a la planta, permitiendo tratar mas rapido los sintomas de clorosis férrica.

El disefio de la estructura del complejo DCHA/Fe, consiste en dos grupos fenolatos en
posicién orto-orto (como en el (0,0)-EDDHA/Fe) que contribuyen en la estabilizacién del
hierro. Adem3s, al presentar solo uno de los grupos carboxilato aparte de dos grupos
amino en su estructura, el DCHA/Fe forma cinco enlaces con el hierro, por lo que la
naturaleza abierta de este complejo brinda un equilibrio entre la liberaciéon rapida del
metal por su disposicidon no impedida, ademas de una estabilizacidn significativa por los
grupos fenolatos presentes en posicién orto-orto, por lo que este complejo presenta una
estabilizacion intermedia entre los isémeros (0,0)-EDDHA/Fe y (o,p)-EDDHA/Fe, pero
con mayor rapidez en la correccién de clorosis férrica.

HOOC COOH HOOC COOH
NH MNH NH NH
0,0-EDDHA, 1 o,p-EDDHA, 2 DCHA, 3

Figura 7. Estructuras del (0,0)-EDDHA, (o,p)-EDDHA, y DCHA

Lopez-Rayo reporta una secuencia sintética que consiste en cuatro reacciones quimicas
para la obtencion del producto DCHA, como se ilustra en el Esquema 4. La primera
reaccion es multicomponente con la adicién de 10.62 mmol de etilendiamina
monoacetilada a un matraz bola con 265.6 mmol de fenol fundido y 7.97 mmol de NaOH
como una disolucién acuosa al 50% (p/p) bajo agitacion magnética y una temperatura
aproximada de 30 a 35°C. En seguida, se adicionan 10.62 mmol de acido glioxilico, a
partir de una disolucién acuosa al 50% (p/p). Posteriormente, la reaccion se calienta a
un rango de temperatura entre 70 a 75°C por un tiempo de 2 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, se mantiene la agitacidén por 20 minutos a temperatura ambiente, seguido
de la adicion de 60 mL de agua y tres lavados con 20 mL de diclorometano cada uno.
Finalmente, el disolvente se elimina reportando un rendimiento del 96% para la sintesis
de la amida (4).
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Esquema 4. Secuencia sintética del DCHA de Lopez-Rayo (2010)

En la segunda reaccién, la acetoamida (4) se hidroliza con 60 mL de una solucién de
acido clorhidrico al 15% (v/v), a reflujo y agitacion por dos horas, y se elimina el
disolvente para la obtencién del clorhidrato de la amina con un rendimiento del 90% (5).

En la tercera reaccidn, se reporta la adicién de 1.06 mmol del clorhidrato de la amina
(5) obtenida anteriormente, la cual se disuelve en 3 mL de agua y se le adiciona una
solucion de NaHCO3 al 10% hasta alcanzar un pH de 7.2. Enseguida se lleva a cabo la
sintesis de la imina correspondiente, con la adicién de 1.06 mmol de salicilaldehido

disueltos en 1 mL de etanol absoluto. Esta mezcla de reaccién se mantiene en agitacion
|
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por 1 hora a temperatura ambiente, ocasionando la precipitacién de la imina (6) en el
medio de reaccidn, en el que se reporta un 63% de rendimiento. Finalmente, una
suspension de 0.79 mmol de la imina (6) se agita en conjunto con un catalizador de
paladio (Pd) al 10%, en una disolucion con 30 mL de metanol al 5% (p/p), bajo agitacién
y a 40 psi con hidrégeno molecular (H2) por 6 horas. Después, el catalizador se remueve
mediante una filtracion y el disolvente se elimina a través de una destilacién a presidn
reducida. El producto DCHA, es obtenido mediante esta aminacién reductiva, con un
95% de rendimiento en este ultimo paso.

La secuencia sintética del DCHA comienza con la utilizacién del reactivo etilendiamina
monoacetilada, el cual no suele encontrarse disponible en los laboratorios, sin embargo,
la generacion de este es necesario para la sintesis reportada del andlogo. La obtencidn
de este reactivo puede ser sustituida mediante una mono-proteccidn selectiva con Boc,
a la etilendiamina para posteriormente continuar con la reaccién multicomponente
reportada, utilizando a la etilendiamina mono-protegida con Boc (EDA mono-Boc),
seguido de la eliminacién del grupo protector mediante una hidrdlisis acida, después
una condensacion con salicilaldehido, y finalmente una reduccién obteniendo el DCHA.

Ademas, la penultima reaccidn sintética antes de la obtencion del DCHA, consiste en la
generacion de una imina. Las iminas pueden formar complejos con propiedades
antiinflamatorias, antipiréticas, analgésicas, antidiabéticas, antibacterianas,
anticancerigenas, y anti-HIV, entre otras [24]. Sin embargo, esta imina no ha sido
evaluada en su capacidad de quelacidon de hierro en el tratamiento de clorosis férrica de
especies vegetales.

Existen diferentes metodologias reportadas para llevar a cabo la mono acetilacidn
selectiva de diaminas, pero generalmente se obtienen crudos de reaccidén con productos
mono y di acetilados, ademdas de otros subproductos que conllevan un proceso
complicado de purificacién y con rendimientos variados [25]. Sin embargo, una
metodologia reportada por Servin en 2017 [26], demuestra un procedimiento sencillo
en la mono proteccidn selectiva de una serie de diaminas simétricas, utilizando Boc,
como grupo protector.
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\ NaOH 1) Me3SiCl
oy e a | 2) E(:rsg?in OH
N oC e N
0.C  COy H,N  NH, 2 H,N  NBoc
3 (1R,2R)-cyclohexane- tert-Butyl (1R 2R)-2-amino-
HO OH 1,2-diamine (1) cvclohexylcarbamate (1a)

Esquema 5. Metodologia para la mono proteccion con Boc del ciclohexano-1,2-diamina de Servin
(2017)

Esta metodologia consiste en la reaccidon de la diamina seleccionada, disuelta en
metanol y en presencia de cloruro de tionilo, agua y el grupo protector Boc a 0 °C con
agitacion y sistema de reflujo por 1 hora. Posteriormente se realizan extracciones
liguido-liquido, en la que separan la fase acuosa de una fase organica de dietil éter.
Seguido de un ajuste de pH superior a 12, con ayuda de una disolucion de NaOH 2 Ny
extracciones con diclorometano, secan la fase organica con una sal anhidra y eliminan
el disolvente con rotavapor. Los productos reportados son analizados mediante RMN de
'Hy 13C, CG-EM e IR, incluyendo la mono acetilacién de etilendiamina, en la que reportan
una pureza del 96% y un rendimiento del 22%.

De esta manera se plantea la sustitucidn de la reaccién de monoacetilacién de la
etilendiamina utilizada en la reaccidn inicial en la secuencia sintética del DCHA y de la
imina en su paso anterior, por una mono proteccién selectiva de la etilendiamina, para
obtener el material de partida que puede ser empleado en la secuencia sintética del
DCHA.

Dentro de la lista de los agentes quelantes aprobados por la Regulacién del Parlamento
Europeo y del Concejo (EC) No 2003/2003 [27], se encuentra el agente EDDHSA junto a
sus productos de condensacion. El EDDHSA/Fe ha demostrado poseer una efectividad
similar a sus derivados quimicos como el EDDHA/Fe. La diferencia estructural radica en
la incorporacion de grupos sulféonicos en ambos anillos aromaticos fendlicos, lo cual le
confiere una mayor acidez a los fenolatos debido al efecto electroatractor de estos
grupos, aumentando la afinidad y estabilidad entre el metal y el agente quelante. Una
ventaja del EDDHSA/Fe sobre el EDDHA/Fe, es su mayor solubilidad en medio acuoso,
resultando en la aplicacion de una cantidad aproximadamente de 1.4 a 1.7 veces menor.
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En la sintesis del EDDHSA, al igual que en la del EDDHA, se lleva a cabo mediante una
reaccion de un solo paso mediante una reaccién de Mannich en la que se obtiene un
solo isdbmero constitucional del EDDHSA, sin embargo, también se obtienen productos
de condensacion que puede actuar como mondmero en la generacién de otros
subproductos. [28]

En base a estos antecedentes, se planted la sintesis de un derivado del EDDHSA en donde
el grupo sulféonico se sustituye por otro grupo electroatractor, el grupo nitro. Esto se
considera partiendo de la patente [29] con numero de publicacién internacional: WO
2021/111317 A1, en la cual detallan la metodologia y condiciones para la sintesis de
derivados del EDDHA/Fe.

OH
OH (¢}

(0]
/T \ M 2NaOH g
2 + + 2 —_— /\/
H,N NH, OH OH
o

o HO

ZT

Iz

Esquema 6. Reaccion general de la sintesis de derivados del EDDHA

CARACTERIZACION CON HPLC

El Comité Europeo de Normalizacion (CEN) publicé el Estdndar Europeo de
Normalizacion Espafiola UNE-EN (13368-2:2018) [30], el cual consiste en |la
determinacion de agentes quelantes en fertilizantes mediante cromatografia,
enfocandose en la “determinacién de hierro quelado por (0,0)-EDDHA, (0,0)-EDDHMA, y
HBED, o de la cantidad de agentes quelantes, por cromatografia de par idnico’’. Esta
estandarizacidn es necesaria para la determinacidn cuantitativa de la cantidad de hierro
guelado. Esta norma especifica el método para la determinacién cromatografica del
isomero (0,0)-EDDHA/Fe, dentro de la cual también determina la presencia de los
diasterémeros (*)-racémico y del diasterdmero meso, permitiendo obtener la cantidad
del agente quelante de hierro disuelto en agua.
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Esta determinacion mediante un equipo HPLC, se fundamenta en una separacién por
elucién isocrdtica mediante intercambio idnico. Bajo estas condiciones de analisis, el
guelato de hierro adicionado a la fase mdvil de naturaleza polar, la cual contiene un
catién de gran tamano, resulta en la formacion de un par idnico, el cual es retenido en
la fase estacionaria sélida de naturaleza no polar. La magnitud de la retencién estriba
principalmente en el factor de su acidez y del peso molecular. Por tanto, segun la
naturaleza del quelato, en cuanto a los factores mencionados, cada compuesto presente
en la muestra posee un tiempo de retencidon distinto. Dentro de las especificaciones de
analisis en esta norma, se requiere una columna C-18 de fase reversa como fase
estacionaria, y una mezcla de hidréxido de tetrabutilamonio y acetonitrilo como fase
movil. La deteccidon por UV-Vis es llevada a cabo a una longitud de onda de 280 nm. Se
maneja una bomba isocratica responsable de introducir la fase mévil a un flujo constante
de 1.5 mL/minuto, una valvula de inyeccion de 20 pL, con la utilizacién de una columna
con dimensiones de 3.9 mm de diametro, y una longitud de 150 mm, con un tamafio de
particula de 5 um. La preparacion de la fase mévil que fungird como eluyente, para la
obtencion de 1 L inicia con 600 mL de agua, a la cual se le adicionan 20 mL de una
solucién de hidréxido de tetrabutilamonio (40% en agua), seguido de un ajuste a pH 6,
con HCI. Posteriormente, se le adicionan 300 mL de acetonitrilo, y finalmente se afora
con agua hasta un volumen de 1 L. Esta fase mévil preparada es filtrada a través de una
membrana de 0.2 um. A partir de estas condiciones se suele obtener un cromatograma
de la mezcla de los is6meros del EDDHA/Fe como el que se muestra en la Figura 8.

d,l-rac Fe-(o,0) EDDHA
700 meso Fe-(0,0) EDDH/

500
400

40 Fe-(p,p) EDDHA
00 | Fe-(o,p) EDDHA

0

0 2 4 6 8 10

time [minl

ADSOrpance [mAuU|

o

Figura 8. Cromatograma de mezcla de isomeros del EDDHA/Fe, reportado por Klem-Marciniak E.
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METODOLOGIA

Sintesis de EDDHA/Fe

e Sintesis de EDDHA

En este proyecto se planted la sintesis del quelato férrico, EDDHA/Fe y sus isémeros
basdndose en la sintesis de Petree, la cual se divide en dos fases, la sintesis de EDDHA y
la quelacién de este ultimo con una sal de hierro para obtener el quelato férrico
EDDHA/Fe. Se llevaron a cabo un total de 16 reacciones en las que se modificaron cuatro
variables de la metodologia, realizando todas las permutaciones posibles para
identificar la influencia de las condiciones de la reaccién sobre el rendimiento global.

Las reacciones se realizaron mediante una reaccion multicomponente de Mannich en la
gque se mantuvieron los equivalentes molares establecidos por Petree: 0.5 Eq de
etilendiamina, 1 Eq de &acido glioxilico, 1 Eq de NaOH, y 13 Eq para el sistema
reactivo/disolvente de fenol, 0 10 Eq de fenol con 3 Eq de tolueno, que consiste en una
de las variables empleadas.

Las otras variables consistieron en la adicién de NaOH y acido glioxilico por separado o
en conjunto al medio de reaccidn, la obtencidon del EDDHA mediante precipitaciéon o sin
precipitacion, manteniéndola disuelta en la fase acuosa, y finalmente, el empleo del
cloruro férrico o nitrato férrico nonahidratado, como fuente de hierro en la quelacién
del EDDHA.

OH am

=]
al]
MNaOH / Y
HH M

Q QM (50% w/w)
HaM Wi
+ : WNHJ N H T a
A oM oM

Acido glioxilico

Fenol Etilendiamina (50% w/w)

Esquema 7. Reaccion general de la sintesis de EDDHA
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Reactivo/ PM Volumen Densidad
Producto (mg/mmol) (uL) (g/mL)
Fenol 94.11 13 3,322.71 / /
Etilendiamina 60.10 0.5 81.61 89.7 0.91
Acido 92.05 1 250 / /
glioxilico
NaOH 39.99 1 108.63 / /

Tabla 2. Planteamiento sintético de la sintesis de EDDHA

1) Se adiciond la cantidad respectiva de fenol, o una mezcla fenol/tolueno en un
matraz bola esmerilado, bajo un bafio de aceite a 40°C, y con agitacion magnética
por 10 minutos.

2) Después se agregd por goteo y lentamente la cantidad respectiva de
etilendiamina con agitacion magnética por 10 minutos.

3) Posteriormente, se adicionaron también gota a gota y lentamente una disolucion
de NaOH acuoso al 50% (p/p), e inmediatamente acido glioxilico acuoso al 50%
(p/p), 0 una mezcla de ambos reactivos manteniendo la agitacién magnética por
10 minutos.

4) Después se llevé la reaccion a reflujo con agitacién constante y temperatura de
80°C durante 3 horas.

5) Una vez trascurrido el tiempo, se desmonté el sistema y se llevd el medio de
reaccion a temperatura ambiente, manteniendo la agitacion magnética.

6) En seguida se adicionaron los disolventes agua y diclorometano (DCM) al matraz
bola, y se mantuvo en agitacién por 30 minutos.

7) Una vez concluido este tiempo, se decantd el contenido del matraz bola a un
embudo de separacién, realizando una serie de lavados a la fase acuosa, con las
respectivas cantidades de DCM para la eliminacidon de fenol de la fase acuosa.

8) Se monitored la eliminacién de fenol de la fase acuosa por medio de una
cromatografia en capa fina (CCF), con una fase moévil de 70% de n-hexano y 30%
acetato de etilo, utilizando como revelador quimico, cloruro férrico al 2%, para la
deteccidn de fenol.
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9)

Una vez eliminado el fenol, se acidificé la fase acuosa con una disolucién de HClI,
hasta llevarlo a un pH de 2.0, reposando el matraz por 72 horas bajo atmdsfera
inerte y refrigeracidn, obteniendo la generacién de un precipitado.

10) Después de las 72 horas, se filtro a presidon reducida (vacio) el precipitado

(o} o
HO /—\ OH
NH HN pH=7.0
+ FeCly —— >
25°C
OH HO

1)

2)

3)

4)

5)

obtenido de la fase acuosa; se secd el producto y se pesd. En los casos que no se
precipitd el EDDHA, se utilizé directamente la fase acuosa para llevar a cabo el
paso de la quelacidn.

Quelacion de EDDHA con sal de hierro para sintesis de EDDHA /Fe:

Esquema 8. Quelacion del EDDHA para obtencion del EDDHA/Fe

El EDDHA precipitado se diluyé en medio acuoso y se adiciond en un matraz bola.
En los casos que no se precipitd el EDDHA, se utilizé directamente de la fase
acuosa.

Después, se diluyd la respectiva sal de hierro en un medio acuoso, la cual se
introdujo gota a gota y lentamente al matraz bola con el EDDHA, bajo agitacidon
magnética a temperatura ambiente.

Inmediatamente después de la adicidon de la sal de hierro, se ajusté el medio de
reaccion a pH neutro, con ayuda de disoluciones acuosas de NaOH al 50% (p/p) vy
HCI.

Se mantuvo la reaccién por 2 horas bajo agitacion magnética a temperatura
ambiente.

Finalmente, se secd el producto en una estufa a 80 °C, se pesd, y se calculd el
rendimiento de la reaccidn.
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Sintesis de EDA mono-Boc

Se propuso la sintesis del EDA mono-Boc como sustituto de la etilendiamina monoacetilada,
utilizada en el primer paso dentro de la secuencia sintética del DCHA mencionada anteriormente
en los antecedentes. Se planted la obtencion del EDA mono-Boc debido a su metodologia mas
efectiva y eficiente que la metodologia de la monoacetilacién de la etilendiamina. Esta reaccion
guimica se realizd siguiendo la metodologia reportada por Servin, utilizando Boc en la

monoproteccion selectiva de etilendiamina.

—— I ﬂ\ [ ] “Ho |
' ’ )J\ )J\ )< o T )}\ )<
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Esquema 9. Reaccion general de la mono proteccion con Boc de etilendiamina

Reactivo/ PM Eq. molar n Peso Volumen Densidad

Producto (mg/mmol) (mmol) (mg) (uL) (g/mL)
EDA 60.10 1 1.83 110.15 120.99 0.91
SOCl; 118.97 1 1.83 218.05 132.96 1.64
Boc 218.25 1 1.83 400.0 / /

Tabla 3. Planteamiento sintético de la sintesis de EDA mono-Boc

1) Se adicionaron 3 mL de metanol anhidro y 125 ulL de etilendiamina en un matraz
bola sobre bafio de hielo a 0°C, bajo agitacién magnética.

2) Después, se introdujeron lentamente 135 plL de cloruro de tionilo. Se observo un
precipitado blanco dentro del matraz.

3) Enseguida se adicioné 1 mL de agua desionizada y 400 mg de Boc disueltos en 3
mL de metanol.

4) Se llevo a cabo la reacciéon en condiciones de reflujo por una hora.

5) Se enfrid el sistema a temperatura ambiente y se adicionaron 25 mlL de agua
desionizada para realizar extracciones con 35 mL de dietil éter.
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6) Después se basifico la fase acuosa a pH 12 con una disolucién de NaOH 50% (p/p)
y se realizaron tres extracciones con 35 mL de dietil éter.

7) Se combinaron las fases organicas y se secaron con sulfato de sodio anhidro; se
filtré por gravedad, y se elimind el disolvente con el rotavapor.

Sintesis de EDDHNA/Fe

El planteamiento del nuevo agente quelante EDDHNA/Fe, se diseid a partir de un
andlogo, el quelato férrico EDDHSA/Fe, uno de los productos sintéticos aprobados por
el Reglamento (EC) No. 2003/2003 como agente fertilizante en el tratamiento de clorosis
férrica.

La metodologia sintética para la obtencion de EDDHNA/Fe se realizé adaptandose a la
metodologia reportada para la obtencién del EDDHSA/Fe en la patente con nimero de
publicacién internacional: WO 2021/111317 A1 [29], modificando las condiciones

necesarias en la sintesis del nuevo quelato férrico, EDDHNA/Fe.

OH
HOOC COOH

0 (0]
o/ \ T _NaOH 50% (wiw)
HoN NH, Hzo
H o 100°C
NO, *H,0 (50% wiw)

Esquema 10. Reaccion general de la sintesis de EDDHNA

Reactivo/ PM n Peso Volumen Densidad
Producto (mg/mmol)  (mmol) (mg) (mL) (g/mL)
4-nitrofenol 139.11 4 556.44 / /
Etilendiamina 60.10 2 120.2 132 0.91
Acido 92.05 4 368.2 / /
glioxilico
NaOH 39.99 12 479.96 / /
H20 18.01 54 972.82 972.82 1
desionizada

Tabla 4. Planteamiento sintético de la sintesis de EDA mono-Boc
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1) En un matraz bola se adicionaron bajo agitacién magnética 556.6 mg de 4-
nitrofenol y 975 ulL de agua desionizada.

2) Después se introdujeron lentamente y por goteo 370.8 mg de 4acido glioxilico
monohidratado a partir de una disolucidon al 50% (p/p), manteniendo la agitacion
por 5 minutos y a 55°C.

3) Después se adicionaron 480.32 mg de NaOH a partir de una disoluciéon al 50%
(p/p), lentamente, gota a gota, manteniendo la agitacidon por 5 minutos, aun a
55°C.

4) Seincorporaron por goteo y lentamente 135 ulL de etilendiamina con una jeringa,
manteniendo la agitacién por 5 minutos y temperatura de 55°C.

5) Posteriormente se llevd a cabo la reaccidon con un sistema de reflujo hasta 100°C
por 3 horas.

6) Una vez transcurrido el tiempo de reaccidn, se llevd el sistema a temperatura
ambiente y se verificé el pH de 9 con papel indicador.

7) Se realizé una CCF utilizando una fase mévil de 70% n-hexano y 30% acetato de
etilo, luz UV como medio de visualizacion y vainillina como revelador quimico.

8) Se elimind el material de partida sin reaccionar (4-nitrofenol) con tres lavados de
la fase acuosa utilizando 40 mL de DCM.

9) Después se llevd a cabo la quelacién adicionando 809.0 mg (2 mmol) de nitrato
férrico nonahidratado al 1.08 M a 45°C, ajustando el pH rapidamente a 8 con
disoluciones diluidas de NaOH y HCI, dependiendo de lo requerido, y se mantuvo
bajo agitacidn magnética por tres horas.

10) En seguida, a la fase acuosa se le adicionaron 60 mL de DMF, generando la
precipitacion de un sdlido, manteniéndolo en reposo por 24 horas.

11) Se filtré a presién reducida (vacio) el precipitado obtenido y se eliminé la mezcla
de disolventes de la fase acuosa, en el rotavapor, obteniendo una mezcla del
producto sélido e impurezas sdlidas.

12) Se adiciond acetona, disolviendo uUnicamente las impurezas, seguido de una
filtracién a presién reducida (vacio) para obtener el producto.
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RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

EDDHA/Fe

Se llevaron a cabo 16 reacciones sintéticas para la obtencién del EDDHA/Fe, realizando
variaciones de equivalentes de fenol y tolueno, este ultimo, para reemplazar al fenol
parcialmente en su funcién como disolvente. También se ajustd la adicion del NaOH y
acido glioxilico de forma unitaria o como mezcla. El EDDHA se obtuvo por precipitacion
o utilizando directamente la fase acuosa en la que se llevaria a cabo la formacién del
quelato férrico. En la quelacién se utilizaron como sales de hierro el cloruro férrico o
nitrato férrico nonahidratado.

Se manejé 1 equivalente molar de NaOH y acido glioxilico, y 0.5 equivalentes molares
para la etilendiamina, para todas las reacciones, las cuales estan plasmadas en la Tabla
5 junto a los rendimientos globales de reaccién.

RENDIMIENTO
GLOBAL (%)

PRECIPITACION DEL
EDDHA

SAL DE HIERRO
(0.7 Eq)

NaOH/ ACIDO
GLIOXilLICO

NUMERO FENOL TOLU
DE (Eq) ENO
REACCION

#1 13 0 Separados Con precipitacion | Fe(NOz)3-9H,0 20%
#2 13 0 Mezcla Con precipitacion | Fe(NOz)3-9H,0 18%
#3 13 0 Separados Con precipitacion FeCls 18%
#4 13 0 Mezcla Con precipitacion FeCls 15%
#5 13 0 Separados Sin precipitacion | Fe(NO3)3*9H20 7%
#6 13 0 Mezcla Sin precipitacion | Fe(NOs)3:9H20 9%
#7 13 0 Separados Sin precipitacion FeCls 9%
#8 13 0 Mezcla Sin precipitacion FeCls 10%
#9 10 3 Separados Con precipitacion | Fe(NOz)3-9H,0 8%
#10 10 3 Mezcla Con precipitacion | Fe(NOz)3-9H,0 7%
#11 10 3 Separados Con precipitacion FeCls 8%
#12 10 3 Mezcla Con precipitacion FeCls 9%
#13 10 3 Separados Sin precipitacién | Fe(NOsz)3-9H,0 8%
#14 10 3 Mezcla Sin precipitacion | Fe(NO3z)3:9H,0 7%
#15 10 3 Separados Sin precipitacion FeCls 8%
#16 10 3 Mezcla Sin precipitacion FeCls 11%

Tabla 5. Planteamientos sintéticos y rendimientos globales de las 16 reacciones de EDDHA/Fe
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Todas las reacciones fueron monitoreadas
utilizando cromatografia de capa fina (CCF), con "“ !
la que se pudo verificar el avance de las !
reacciones a los 15, 30 y 60 minutos, y este
ultimo fue el tiempo donde se completd la
reaccion.

La fase movil en la CCF consistio en 70% n-hexano

y 30% acetato de etilo, en la que se usé luz UV '
. . ., == W -—-—,—-—‘— /I5

como fuente de visualizacién, mostrando la o

aparicién del EDDHA en el carril de los productos e i e

con una retencion total en cuanto a su
desplazamiento, permaneciendo en el punto de

sembrado debido a la alta afinidad del producto
Figura 9. CCF de fenol y sintesis de EDDHA

polar EDDHA con la fase estacionaria de silica T .
(visualizado con luz UV de lado izquierdo y

gel. revelado quimico con FeCls al 2% de lado

Posteriormente, también se utilizé una CCF para derecho)

asegurar la eliminacidon del exceso de fenol de la

fase acuosa, mediante lavados con DCM, ademas del uso del revelador quimico de FeCls
al 2%, en la que al no observar la aparicidon de una mancha colorida en el carril de la fase
acuosa con un mismo Rs que de la mancha colorida en el carril del fenol, se garantizé la
ausencia de este en la fase acuosa, pudiendo proseguir con la metodologia.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la adicion de NaOH y acido glioxilico como
mezcla o separados, no mostréd ninguna tendencia en el aumento o reduccién
significativa de los rendimientos globales de la reaccién para la formacién del agente
guelante, probablemente debido a que el NaOH abstrae de manera preferencial al
protdn del acido glioxilico, independientemente de que este sea adicionado en un paso
posterior, por lo que esta variable no presenta un cambio sustancial en la generacién
del EDDHA.

También se pudo determinar que la obtencién por precipitacién del EDDHA favorece el
rendimiento del producto, probablemente debido a que, en la posterior etapa de
quelaciéon, el EDDHA precipitado se disolvié en medio acuoso en una concentracidon
mayor, en contraste con el EDDHA que se utilizé directamente de la fase acuosa obtenida
después de los lavados. Esto también puede ser indicativo de que la quelacion de EDDHA
sin precipitar puede necesitar mas tiempo para aumentar el rendimiento que se
presenta en las reacciones en las que se precipitd el EDDHA.
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En las reacciones que se empled fenol como reactivo y disolvente, el rendimiento del
producto aumentd en comparacién con el uso de fenol y tolueno, como era de esperar
segun lo que teorizd Petree, por el efecto que el disolvente tiene sobre la reactividad
de los distintos reactivos en la que la capacidad de solvatacién de los iones del medio
de reaccion, por cada disolvente en particular influye en la obtenciéon del EDDHA o de
otros subproductos, siendo el medio de reaccién solo con fenol como disolvente el mas
apropiado en la obtencidon de mayor rendimiento.

Por otro lado, aunque los rendimientos de reaccion obtenidos estuvieron por debajo de
los reportados en la literatura (aproximadamente 27%) [10], se logré obtener
exitosamente la quelacidn utilizando la sal de hierro, cloruro férrico que a pesar de ser
mds higroscopico que el nitrato férrico nonahidratado, el FeCl; es mds econdmico y
también es muy soluble en medio acuoso.

Figura 10. EDDHA/Fe sintetizado

Por tanto, la reaccién quimica #1 representa la sintesis con mejor metodologia vy
condiciones en la obtencion del mejor rendimiento (20%), en la que el fenol se encuentra
a 13 equivalentes, la adicién del NaOH y acido glioxilico es por separado, y se realiza la
precipitacion del EDDHA antes de su quelacién con la sal de hierro, Fe(NO3)39H0. Sin
embargo, la reaccién #3 también representa una alternativa viable a nivel industrial, en la que
sus variables se mantienen idénticas a la de la reaccién #1, excepto el empleo de la sal de hierro
mas econdmicamente viable, FeCls en la que el rendimiento (18%) no representa una diferencia
significativa.
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Figura 11.Estructura de EDDHA/Fe

La obtencién del EDDHA/Fe fue en forma de un polvo con coloracion rojiza/café oscura,
la cual se caracterizé mediante espectroscopia IR, de la cual se observa una banda ancha
a una frecuencia de aproximadamente 3206 cm™ correspondiente al estiramiento de los
enlaces O-H de los acidos carboxilicos y de los fenoles, que pueden encontrarse
sobrepuestas sobre las bandas mas débiles del estiramiento de las aminas secundarias.
También se encuentra una banda caracteristica intensa a 1592 cm™ que corresponde a
los estiramientos asimétricos de los grupos carboxilatos que estdn coordinados con el
hierro. La banda intensa con frecuencia a 1107 cm™ corresponde al estiramiento de los
enlaces C-N dentro de la estructura del EDDHA/Fe.

La prueba instrumental de caracterizacion madas contundente empleada en la
identificacién del EDDHA/Fe y sus isémeros corresponde al analisis por HPLC. El analisis
analitico del EDDHA/Fe se realizé con una columna C-18 de fase reversa como fase
estacionaria, con dimensiones de 4.6 mm de didmetro y una longitud de 250 mm, que
difieren de las dimensiones establecidas por el Estandar Europeo de Normalizacién
Espafiola UNE-EN (13368-2:2018) [30] en la que se decretan las dimensiones de la
columna de 3.9 mm de diametro y 150 mm de longitud. No obstante, el resto de las
condiciones se mantuvieron sin cambios, manejando una fase mévil isocratica de 300
mL de agua desionizada, 10 mL de tetrabutilamonio acuoso al 40%, 150 mL de
acetonitrilo, ajustado a pH 6 con HCl y aforando a 500 mL. El flujo fue de 1.5 mL/min,
con una valvula de inyeccion de 20 uL, y con una deteccién del UV-Vis a 280 nm.

Bajo estas condiciones se realizé el andlisis a 10 minutos obteniendo un cromatograma
en el que se observan cuatro sefiales intensas. La primera de ellas con el tiempo de
retencion mas bajo corresponde al (o,p)-EDDHA/Fe a 2.7 min, seguido del (p,p)-
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EDDHA/Fe a 3.2 min, los cuales se encuentran en baja proporcion. Mas adelante se
muestran los diasteromeros del (0,0)-EDDHA/Fe con intensidades similares, primero
aparece el (t)-(0,0)-EDDHA/Fe a 4.2 min y el meso-(0,0)-EDDHA/Fe a los 4.6 min. Estos
tiempos de retencién se encuentran desfasados, presentando una menor separacion
entre las sefiales segln lo esperado por la UNE-EN (13368-2:2018), asi como se ilustra
en la Figura 8, sin embargo, estos tiempos de retencién distintos se explican por el uso
de una columna con dimensiones distintas a las establecidas por el método estandar de
analisis. De cualquier forma, estas diferencias no son impedimento en la identificacion
de las cuatro sefiales esperadas, las cuales muestran una proporcién mayoritaria del
isomero deseado, el (0,0)-EDDHA/Fe.

EDA mono-Boc

La obtencién del EDA mono-Boc se establecié partiendo de la idea de sustituir la
etilendiamina monoacetilada, como material de partida para iniciar la secuencia
sintética del DCHA reportada por Lopez-Rayo [23], debido a la mayor eficiencia y eficacia
en la mono-proteccién de la etilendiamina con Boc, en contraste con su
monoacetilacién.

La mono-proteccién de la etilendiamina con Boc se llevd a cabo siguiendo la metodologia
reportada por Servin [26]. El producto de la etilendiamina mono-protegida con Boc (EDA
mono-Boc) fue obtenido en forma de cristales blancos con un rendimiento del 44%.

Este compuesto se analizd en un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrometro de masas
(CG-EM), en donde se identificd una sola sefial a
4.83 minutos dentro del cromatograma.

En el espectro de masas se puede identificar el ion
molecular de 160 m/e correspondiente a la masa
del producto con férmula molecular C7H16N203.
En relacidn con su patrén de fragmentacién, el
pico base de 57 m/e corresponde a un fragmento
de tipo terbutilo, el pico a 87 m/e se correlaciona
con el fragmento de la diamina con el carbonilo,

y a 103 m/e la diamina con el carbonilo sin el
grupo terbutilo. Esta fragmentacidon sugiere la Figura 12. EDA mono-Boc sintetizado
estructura del producto esperado.
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Figura 13. Estructura de EDA mono-Boc

El andlisis por espectroscopia de IR arroja un espectro en el que se observa una banda
caracteristica del estiramiento del carbonilo del carbamato identificada a una frecuencia
de 1681 cm™. También se visualiza una banda pronunciada a 3367 cm™}, correspondiente
al estiramiento N-H de la amina secundaria, ademds de otra banda a 1528 cm
correspondiente a la flexion N-H de la amina secundaria. A 2981 cm™! se encuentra una
banda del estiramiento C-H. A 1156 cm™ hay una banda intensa del estiramiento del
enlace C-N.

El compuesto también fue analizado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H,
obteniendo un espectro con un pico intenso a 1.37 ppm, correspondiente a los nueve
protones de los metilos del terbutilo. A un desplazamiento de 2.95 ppm se obtiene una
seflal correspondiente a los protones del metileno adyacente a la amina primaria,
mientras que a mas campo bajo se encuentra una seial intensa que corresponde a la
presencia de agua, la cual puede estar solapando la seial esperada de los protones del
metileno adyacente a la amina secundaria. A 6.71 ppm corresponde la sefial de la amina
secundaria, la cual se encuentra como la sefial mds desplazada a campo bajo.

Mediante estas técnicas instrumentales se caracterizé la EDA mono-Boc el cual puede
emplearse como material de partida en la secuencia sintética del DCHA, o de su imina
correspondiente, los cuales podrian evaluarse como potenciales agentes quelantes en
el tratamiento de la clorosis férrica en especies vegetales.

EDDHNA/Fe

La sintesis del EDDHNA/Fe se baso en el disefio de la estructura quimica del EDDHSA/Fe,
qgue a su vez guarda semblanza con la estructura del EDDHA/Fe. El EDDHSA/Fe tiene un
grupo sulfénico en posicién para respecto al grupo hidroxi en ambos anillos aromaticos,
que al poseer una naturaleza quimica electroatractora, contribuye aumentando el
caracter acido del compuesto, generando un complejo muy estable con un metal. La
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sintesis del EDDHSA/Fe suele generar subproductos, generalmente, compuestos de
condensacidon en una baja proporcién, sin embargo, esta solo genera un isémero orto-
orto de los grupos hidroxi respecto a la cadena principal lo cual representa una gran
ventaja sobre la sintesis del EDDHA/Fe. Buscando obtener un nuevo agente quelante
con potencial en el tratamiento de clorosis férrica, se ided la sintesis del EDDHNA/Fe,
qgue, en lugar de poseer los grupos sulfénico, posee grupos nitro, también de naturaleza
guimica electroatractora.

Para la sintesis del EDDHNA/Fe, se realizd un proceso sintético en dos etapas, basandose
en la patente del EDDHSA/Fe mencionada en la metodologia, modificando las
condiciones para la sintesis del EDDHNA/Fe. El aumento de la temperatura inicial
reportada fue necesario para disolver el 4-nitrofenol en el medio, llegando hasta 55 °C
en lugar de los 40 °Creportados en la patente. Finalizada la sintesis del EDDHNA, durante
la purificacion de la fase acuosa con lavados de diclorometano, se observd la
precipitacion de un sélido por lo que se mantuvo en reposo por 24 horas. Después, se
anadieron diferentes disolventes buscando encontrar cual favorecia mas la precipitaciéon
del sélido, encontrando que el DMF fue el mejor. Por tanto, se adicioné DMF a la fase
acuosa manteniéndola en reposo por 24 horas. Después se procedio a filtrar el sélido el
cual consistia en el producto esperado y 4-nitrofenol, este Ultimo que no logré eliminarse
con los lavados, por lo que se procedid a eliminar la mezcla de disolvente agua/DMF,
hasta la obtencién del producto con el material de
partida, secos. Finalmente se disolvieron las
impurezas con acetona mientras que el producto,
insoluble en ese disolvente, se obtuvo mediante
una filtracién a presidn reducida (vacio).

Las reacciones fueron monitoreadas utilizando
CCF alos 15, 30, 60, y 90 minutos, con este ultimo
siendo el tiempo donde la reaccion se completé.

La fase movil en la CCF fue de 70% n-hexano y 30%
acetato de etilo, usando luz UV para observar la
placa, la cual mostré la sintesis del EDDHNA en el
carril de los productos, en la que el compuesto no
se desplazd del punto de origen debido a la alta
afinidad del producto polar EDDHNA con la silica
gel. Se utilizé vainillina como agente revelador
quimico como prueba en la obtencién del
producto.

Figura 14. CCF de 4-nitrofenol y sintesis de
EDDHNA (visualizado con luz UV de lado
izquierdo y revelado quimico con vainillina
de lado derecho)
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La sintesis quimica se realizé por triplicado, en donde se obtuvo el agente quelante
obteniendo rendimientos del 66%, 59%, y 66%. Estos productos se obtuvieron en forma
de polvos con coloracién amarilla intensa, caracteristica de los grupos nitro, vy
presentaron alta solubilidad acuosa, solubilidad parcial en DMSO, DMF, y metanol, e
insolubles en disolventes como acetonitrilo, acetona, etanol, acetato de etilo,
diclorometano, y n-hexano.

Figura 15. EDDHNA sintetizado

La quelaciéon con nitrato férrico nonahidratado resulté
en rendimientos globales del EDDHNA/Fe del 46%, 50%,
y 52%, respectivamente. Los productos se obtuvieron en
forma de sélidos en polvo con una coloracidn grisacea
palida.

Se realizaron pruebas de solubilidad (5 mg/125 ulL de
disolvente) estableciendo que el producto quelado es
totalmente soluble en agua, parcialmente soluble en
DMSO, DMF y metanol, e insoluble en acetonitrilo,
acetona, etanol, acetato de etilo, diclorometano, y n-

hexano.

Figura 16. EDDHNA/Fe sintetizado
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Figura 17. Estructura de EDDHNA/Fe

La elucidacién estructural del compuesto se realiz6 mediante espectroscopia de IR,
tanto del agente quelante no quelado (EDDHNA), como del quelato férrico
(EDDHNA/Fe). En el espectro del EDDHNA se observa una banda ancha a 3217 cm!
caracteristica del estiramientos de los enlaces O-H, en contraste con una banda débil a
3363 cm™ debido a que los oxigenos de los fendéxidos del compuesto quelado se
encuentran actuando como base de Lewis, formando enlaces de coordinacién con el
hierro. Ademas, en el espectro del EDDHNA/Fe se observa la banda caracteristica de los
estiramientos de los grupos carboxilatos a una frecuencia de 1604 cm™.

El analisis por HPLC se realizé bajo las mismas condiciones en la deteccién del EDDHA/Fe
debido a que el EDDHNA/Fe trata de un compuesto nuevo, y se carece de las condiciones
apropiadas para su identificacién por medio de una metodologia estandar, sin embargo,
logré apreciarse la absorcion intensa de algin componente a aproximadamente 9-12
min de tiempo de retencidn, en el analisis realizado por 10 minutos.

La caracterizacién por RMN de 'H presenta un espectro con una sefial a 1.24 ppm
correspondiente a los protones de los metilenos, seguido de una sefal de los protones
de las aminas, detectada a 2.09 ppm, también hay una senal de los protones de los
metinos a 2.51 ppm, otra sefial de los protones aromaticos en posicién para con el grupo
hidroxi, a 5.97 ppm, una sefial del resto de los protones aromaticos a 7.73 ppm, seguido
de una senal de los protones de los fenoles a 8.30 ppm, y finalmente, una seiial
correspondiente de los protones de los grupos carboxilo a 8.48 ppm en campo bajo,
ademads de una sefial intensa correspondiente a la hidratacion del disolvente deuterado
utilizado.
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El andlisis estructural por RMN de 3C mostré una sefial correspondiente a los carbonos
metilenos a 31.1 ppm, seguido de una sefial de los carbonos metinos a 62.1 ppm, una
sefial de los carbonos en posicidn orto respecto al grupo hidroxi en el anillo aromatico,
a 119.7 ppm, otra sefial de los carbonos en posicion meta respecto al grupo hidroxi en
el anillo aromatico que casi se solapan, a 127.8 ppm y 128.9 ppm, ademds de una seial
de los carbonos unidos directamente al grupo hidroxi, a 167.5 ppm, y finalmente, a
campo mas bajo se encuentra una sefal correspondiente de los carbonos del grupo
carboxilo, a 180.7 ppm.

En base a la sintesis y caracterizacion del agente quelante EDDHNA, y en su forma como
quelato férrico, EDDHNA/Fe, en un trabajo futuro se puede cuantificar el grado de
estabilidad de los complejos que puede formar con hierro y con otros metales, ademas
de la evaluacidon de este compuesto en la correccidon de la clorosis férrica en especies
vegetales agricolas.
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CONCLUSIONES

Después de llevar a cabo las reacciones para la sintesis del quelato EDDHA/Fe, se pudo
establecer que no existen cambios significativos en los rendimientos globales del
producto obtenido por la adiciéon en conjunto o por separado del acido glioxilico e

hidroxido de sodio.

También se establece que no se tiene una diferencia significativa entre la quelaciéon con
la sal de cloruro férrico y el nitrato férrico nonahidratado, por lo que es posible utilizar

la sal mas viable econédmicamente, en este caso, el cloruro férrico.

Se observé que la sustitucién de fenol como disolvente tiene a disminuir el rendimiento

de reaccidén obtenido.

Trabajo futuro

Se plantea llevar a cabo la secuencia sintética para la obtencion de DCHA/Fe, a partir de
la mono-proteccién con Boc de la etilendiamina, y evaluar el producto que se obtenga
en su capacidad para tratar la clorosis férrica, investigacidn que no ha sido reportada

dentro de la literatura.

Asimismo, es necesario un estudio mas profundo de la sintesis del EDDHA/Fe cambiando
otras variables de reaccidn que conduzcan a la sintesis de los isbmeros orto-orto y orto-
para en mayor concentracion, pero especialmente en el aumento del rendimiento

obtenido.

También es importante sintetizar otros andlogos del quelato EDDHNA/Fe, que puedan

ser mas efectivos en la correcciéon de especies vegetales con clorosis férrica.
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APENDICE

TECNICAS EXPERIMENTALES

e Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los analisis realizados con cromatografia en capa fina (CCF), se llevaron a cabo con
placas modelo Fluka Analytical, las cuales consisten en un espesor de 0.2 mm de fase
estacionaria de silica gel depositadas en un soporte de ldamina de aluminio, con indicador
fluorescente de 254 nm.

e Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG/EM)

Los andlisis instrumentales realizados con el cromatdgrafo de gases acoplado a un
espectrometro de gases se realizaron con el equipo y modelo Thermo Scientific TRACE
1310 cuadrupolo Scientific ESQ LT. Los analisis se realizaron mediante una ionizacidn
por impacto electrénico.

e Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) con espectrofotometro
UVv-VviIS

Los analisis instrumentales llevados a cabo mediante HPLC UV-Vis, se realizaron en un
equipo y modelo U HPLC Thermo Scientific Dionez UltiMate 3000, utilizando una
columna C-18 de fase reversa, de 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro, a 280 nm
de longitud de onda en el espectro UV-Vis.

e Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Los analisis instrumentales mediante el espectrofotémetro infrarrojo se realizaron con
el equipo y modelo Thermo Scientific Nicolet is5.

. __________________________________________________________________________________________|
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e Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los analisis por resonancia magnética nuclear de H y '3C, se realizaron en un equipo
con modelo Bruker Avance Ill de 400 MHz, en la que se empleé TMS como referencia
interna del equipo. Los disolventes deuterados utilizados para disolver las muestras

fueron CDCl; y DMSO-d6.
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Anexo 1. Cromatograma de HPLC de EDDHA/Fe
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