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Resumen

En la actualidad la busqueda por minimizar nuestra dependencia del petroleo y sus derivados,
a través de un remplazo progresivo por biomasa, tiene como uno de sus objetivos principales
lograr un mayor grado de desarrollo sustentable. Gran parte de los precursores quimicos que
se utilizan para la obtencion de principios activos farmacéuticos, en especial para aquellos de
sintesis quimica, son derivados del petréleo. Los azucares presentes en biomasa celuldsica y
lignoceluldsica, pueden convertirse mediante ciertas transformaciones en productos de alto
valor agregado, como por ejemplo combustibles, fibras, precursores de plésticos, disolventes
y derivados quimicos por tratamiento directo, las llamadas plataformas quimicas. En particular,
en este trabajo llevamos a cabo estudios iniciales hacia la produccion de 5-
(hidroximetil)furfural (HMF), una de las llamadas “plataformas quimicas”, en escala de
laboratorio a partir de D-fructosa y biomasa lignoceluldsica (cascara de arroz y pajilla de trigo),
en condiciones de hidrdlisis y deshidratacion en medio acido presurizado utilizando sistemas
bifasicos. En particular, los rendimientos obtenidos a partir de D-fructosa fueron moderados y
permitieron obtener HMF de alta pureza. De esta forma, junto a la adquisicion comercial de
HMF, se obtuvieron cantidades suficientes para emplearlo en etapas posteriores de sintesis

organica.

En la etapa de sintesis organica, trabajamos en la transformacion de HMF como plataforma
quimica renovable en estructuras que presenten potencial bioactividad como agentes
antiinflamatorios: derivados de Acidos Grasos de Furano (AGF) y nitroalquenilfuranos. Los
AGF son compuestos naturales que estan presentes principalmente en alimentos de origen
marino, los cuales han evidenciado prometedora actividad antiinflamatoria. Ciertos derivados
de nitroalquenos, tanto de acidos grasos naturales como de sistemas aromaticos, han mostrado
actividad antiinflamatoria y potencial aplicacion en enfermedades con una inflamacion cronica

asociada.

Asi, para la obtencion de AGF se exploraron 3 rutas distintas a partir de HMF, llegando a un
compuesto final mediante estrategia de O-alquilacion en la formacion de las cadenas laterales
del anillo de furano. Por otra parte, se obtuvo una pequefia libreria de 2-nitroalquenilfuranos
los cuales se prepararon mediante condensacion nitroalddlica entre nitrometano y HMF o

derivados de este, bajo condiciones en consonancia con la quimica verde.



Algunos nitroalquenilfuranos mostraron ser capaces de inhibir la secrecion de IL-1B en el
modelo celular utilizado, pudiendo actuar como aceptores de Michael y asi, potencialmente

modular la activacion de eventos inflamatorios mediados por el inflamasoma NLRP 3.

En resumen, en el marco de este trabajo de Maestria en Quimica se explor6 la posibilidad de
obtener potenciales agentes antiinflamatorios como productos de alto valor agregado a partir
de HMF. De esta forma, el estudiante desarrollo su trabajo de tesis en areas de la quimica verde

y la quimica medicinal.
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Abstract

At present the search to minimize our dependence on oil and its derivatives, through a
progressive replacement by biomass, has as one of its main objectives to achieve a greater
degree of sustainable development. A large part of the chemical precursors that are used to
obtain active pharmaceutical ingredients, especially those of chemical synthesis, are derived
from petroleum. The sugars present in cellulosic and lignocellulosic biomass can be converted
through certain transformations into products with high added value, such as fuels, fibers,
plastic precursors, solvents and chemical derivatives by direct treatment, the so-called chemical
platforms. In particular, in this work we carry out initial studies towards the production of 5-
(hydroxymethyl) furfural (HMF), one of the so-called “chemical platforms”, on a laboratory
scale from D-fructose and lignocellulosic biomass (rice husk and wheat straw), under
hydrolysis and dehydration conditions in a pressurized acid medium using biphasic systems.
In particular, the yields obtained from D-fructose were moderate and allowed to obtain HMF
of high purity. In this way, together with the commercial acquisition of HMF, sufficient

quantities were obtained to use it in later stages of organic synthesis.

In the organic synthesis stage, we worked on the transformation of HMF as a renewable
chemical platform to structures with potential bioactivity as anti-inflammatory agents:
derivatives of Furan Fatty Acids (AGF) and nitroalkenylfurans. AGF are natural compounds
that are present mainly in foods of marine origin and have shown promising anti-inflammatory
activity. Certain nitroalkene derivatives, both from natural fatty acids and aromatic systems,
have shown anti-inflammatory activity and potential application in diseases with associated

chronic inflammation.

Thus, to obtain AGF, 3 different routes were explored from HMF, reaching a final compound
through an O-alkylation strategy in the formation of the side chains of the furan ring. On the
other hand, a small library of 2-nitroalkenylfurans was obtained, which were prepared by
nitroaldolic condensation between nitromethane and HMF or derivatives thereof, under

conditions consistent with green chemistry.

Some nitroalkenylfurans were shown to be capable of inhibiting IL-1P secretion in the cell
model used, being able to act as Michael acceptors and thus potentially modulate the activation

of inflammatory events mediated by the NLRP 3 inflammasome.

In summary, within the framework of this Master in Chemistry research project, the possibility

of obtaining potential anti-inflammatory agents as high value-added products from HMF was



explored. In this way, the student developed his thesis work in areas of green chemistry and

medicinal chemistry.

Keywords: Biorefinery; Organic Chemistry; Green chemistry; Anti-inflammatory agents.
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Capitulo 1

Introduccion




1. Introduccion

1.1 Sustentabilidad

En la actualidad, la humanidad se enfrenta a multiples desafios que determinaran el futuro de
las proximas generaciones. Si bien la fuerte industrializacion trajo consigo un sinfin de mejoras
para la calidad de vida de las personas, la liberacion de contaminantes al medio ambiente y un
modelo de explotacion desmedido nos posicionan en una situacion critica con relacion al futuro
de nuestro planeta. En 1983, por resolucion de la Asamblea General de las Naciones Unidas se
crea la Comision Mundial sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo con el objetivo de que
todos los paises trabajen juntos para alcanzar el desarrollo sostenible. En 1987 se publica el
informe “Nuestro futuro comun”, donde se define el desarrollo sostenible como la satisfaccion
de las necesidades de la generacion presente sin comprometer la capacidad de las generaciones
futuras para satisfacer sus propias necesidades.! En resumen, el desarrollo sostenible busca
conjugar el desarrollo econdémico, social y la proteccion del medio ambiente. Para poder
generar politicas eficientes es necesario entender el funcionamiento y la relacion entre los

multiples elementos que coexisten en nuestra sociedad actual..

El uso racional de los recursos naturales es esencial para lograr el desarrollo sustentable y evitar
el deterioro del medio ambiente. Uno de los criterios de clasificacion de recursos mas
frecuentes se basa en la comparacion entre la rapidez con que un recurso es capaz de
regenerarse y su tasa de consumo. Es asi como se puede clasificar como recursos renovables a
fuentes de energia consideradas inagotables (radiacion solar, energia edlica, hidroeléctrica,
geotérmica entre otros) y factores biodticos (fauna y flora) que dependen de otros recursos
renovables para su regeneracion. Por el contrario, se clasifican como no renovables a aquellos
que no se producen constantemente, como es el caso de los minerales, o que poseen un periodo
de formacion muy prolongado en el caso del petroleo, gas natural o derivados. Otros recursos
como el agua o el suelo se consideran poco renovables y la sostenibilidad de su explotacion

depende del uso racional y equilibrado de los mismos.

Nuestras sociedades se sostienen econdmicamente por la extraccion de recursos,
transformacion en productos de alto valor agregado y posterior comercializacion de bienes. Un
sistema productivo lineal como el mencionado tiende a agotar los recursos y degradar el medio
ambiente.? En contraste con la economia lineal, que basa su modelo de produccion en “tomar,
hacer y desechar”, la economia circular (EC) busca separar gradualmente la actividad

econdmica del consumo de recursos finitos y eliminar la generacion de residuos en el sistema.
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La EC se basa en tres principios: 1) Eliminacion de residuos y fuentes de contaminacion; 2)
Mantener los productos y materiales en uso y 3) Regenerar sistemas naturales. Sostenido por
una transicion a fuentes de energia renovables, el modelo circular construye capital econdmico,
natural y social por lo que apunta a redefinir el crecimiento, centrandose en beneficios positivos

para toda la sociedad.’

La Sustentabilidad Quimica es un concepto amplio que trata todos los aspectos involucrados
en el uso y manufactura de materiales empleados en las sociedades modernas, y abarca
Reglamentaciones sobre el uso de Productos Quimicos, Tecnologias de Remediacion,
Controles de Exposicion, Quimica Verde, Purificacion de Agua y Energias Alternativas, entre

otros.*
1.2 Quimica Verde

La Quimica como ciencia y sus aplicaciones han tenido un impacto indiscutible en la mejora
de nuestra calidad de vida y en el desarrollo de nuestra sociedad. Grandes avances y
descubrimientos realizados por la humanidad se deben a la quimica, entre ellos el desarrollo
de fArmacos para el tratamiento de enfermedades, la mejora en la produccién agricola mundial,
la generacion de combustibles y materiales tecnoldgicos, entre muchos otros. A pesar de todo
ello, también tiene aspectos perjudiciales que empafian sus contribuciones a través de ciertos
tipos de procesos quimicos y su mala utilizacion. En los ltimos dos siglos el uso abusivo de
disolventes, sustancias toxicas y peligrosas, la generacion de residuos y el elevado consumo de
energia ha tenido un efecto muy negativo para el medio ambiente. Por estos motivos, hoy dia
la quimica se enfrenta a retos como la reduccion del impacto ambiental de los residuos

industriales y al manejo adecuado de recursos ambientales, entre otros.>¢

En este contexto, uno de los mayores desafios de la Quimica Orgénica y de la Quimica Médica
actual, es la obtencion de nuevos compuestos bioactivos o potenciales farmacos de manera
eficiente, econdmicamente redituable y en condiciones amigables con el medio ambiente,
siguiendo los principios de la Quimica Verde o Sostenible. Paul Anastas y John C. Werner
definen la Quimica Verde como “el disefio de productos y procesos quimicos que reduzcan o
eliminen el uso y la generacion de sustancias peligrosas™.”® Esta definicion marca un cambio
importante en la manera en que las cuestiones ambientales han sido consideradas o ignoradas
en el disefio de nuevas moléculas o procesos, € involucra el impacto de los productos y procesos
quimicos como criterios de disefio. La ideologia de la Quimica Verde requiere el desarrollo de

nuevas reactividades quimicas y de nuevas condiciones de reaccion que puedan proporcionar
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beneficios para la sintesis quimica en términos de recursos y eficiencia energética, selectividad

del producto, simplicidad operativa, salud y seguridad ambiental.

1.2.1 Principios de la Quimica Verde

Como parte de su trabajo, Anastas y Werner enumeraron doce principios basicos en los que se
soporta la Quimica Verde: 1) Prevencion: es preferible evitar la produccion de un residuo antes
que eliminarlo una vez formado; 2) Integracion de materias: los métodos de sintesis deberan
disefiarse para que el producto final incorpore al maximo todos los materiales usados durante
el proceso (elevada economia atomica); 3) Sintesis menos peligrosa: siempre que sea posible,
los métodos de sintesis deberdn disefarse para utilizar y generar sustancias de baja toxicidad,
tanto para el hombre como para el medio ambiente; 4) Disefio seguro: los productos quimicos
deberan ser disefiados para mantener su eficacia en el funcionamiento a la vez que reduzcan su
toxicidad; 5) Reduccion de sustancias auxiliares: se evitara el uso de sustancias auxiliares
(disolventes, reactivos de separacion, etc.) y si se utilizan que sean lo mas inocuo posible; 6)
Eficiencia energética: los requerimientos energéticos deberan ser minimizados en lo posible
por su impacto medioambiental y economico. Seran preferibles métodos de sintesis a
temperatura y presion ambiente; 7) Uso de materias primas renovables: la materia prima
debe de ser renovable, siempre que sea técnica y economicamente viable; 8) Reduccion de
derivados: evitar en lo posible la derivatizacion (grupos bloqueantes, de proteccion-
desproteccion, modificacion temporal de procesos fisico-quimicos); 9) Catalisis: se emplearan
catalizadores (lo mas selectivos posible) en vez de reactivos estequiométricos; 10)
Biodegradabilidad: los productos quimicos se disefiaran para que al finalizar su funcién no
persistan en el medio ambiente sino que se degraden a productos inocuos; 11) Analisis
continuo de contaminacion: es necesario desarrollar metodologias analiticas que permitan un
monitoreo y control en tiempo real del proceso, previniendo la formacion de sustancias
peligrosas; 12) Seguridad intrinseca y prevencion de accidentes: se elegiran las sustancias
empleadas y la forma en que éstas son usadas en los procesos quimicos minimizando el

potencial de accidentes quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.’:

Por tanto, la incorporacion de la Quimica Verde tanto a la industria como en la academia se
justifica ademds desde un punto de vista econdmico y estratégico. Hasta la década de los 90
las industrias que producian productos con un alto valor anadido, como las farmacéuticas y de
combustibles, muchas veces no contemplaban los aspectos anteriores por desconocimiento o
por trabajar con procesos muy establecidos. La Quimica Verde permite en ciertos casos un

ahorro econdmico, en la gestion y remediacion de los residuos, en una mayor eficiencia del uso
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de los reactivos y una reduccion de la energia utilizada, lo que puede reflejarse en una
disminucion de los costes de produccidn y por tanto en una ventaja competitiva. Ademas, la
Quimica Verde puede dar una mejor imagen del sector quimico en general, lo que puede
resultar positivo en temas de responsabilidad social corporativa y en otros asuntos
estratégicos.” En base a lo anterior, la Quimica Verde se engloba dentro de una filosofia mayor,
hacia el desarrollo sostenible para satisfacer las necesidades del presente sin comprometer las

capacidades de las futuras generaciones.

1.2.2 Indicadores en Quimica Verde

Buscar plasmar los principios de la Quimica Verde en el disefio de nuevos procesos y productos
es un desafio no menor, para el cual se han desarrollado indicadores o herramientas métricas
que permiten medir la eficiencia de los procesos quimicos y el impacto sobre el medio
ambiente. La existencia de indicadores es esencial en lo que respecta a la toma de decisiones
relacionadas con el disefio y selecciéon de procesos de produccion, asi como los insumos
quimicos utilizados. Se han generado plataformas que ayudan en la toma de decisiones (por
ejemplo, GreenScreen® y iSUSTAIN™, ambas de acceso libre) considerando algunas de las
caracteristicas deseables dentro del objetivo general de lograr procesos y productos
ambientalmente preferidos. Es importante destacar que no existe una Unica herramienta
adecuada para todos los problemas y por tanto la finalidad de estas plataformas es orientar la

toma de decision. A continuacidn, se presentan algunos de los indicadores mas relevantes:

Economia atémica (EA): es una medida de la eficiencia de conversion respecto a la
incorporacion de los 4tomos presentes en las especies reactivas al producto final para un
proceso quimico determinado.!® Este concepto es independiente del rendimiento quimico de
una reaccion, puesto que valores altos para este ultimo ain pueden resultar en cantidades
significativas de productos secundarios. Si bien la economia atémica es un indicador muy
importante para la Quimica Verde, este no contempla otros aspectos como el uso de disolventes
o la contaminacion generada por el gasto energético que implica llevar a cabo la

transformacion.

Factor-E: desarrollado por Sheldon,!! da una idea de la cantidad de residuos producidos
relativa a la de producto generado, por lo que ademés da una idea de que tanto podria
beneficiarse un proceso de innovaciones en Quimica Verde. Debido a su facil aplicabilidad,

este es uno de los indicadores mas utilizados.

Intensidad de masa del proceso (PMI): fue introducido en 2005 en el marco de una mesa

redonda farmacéutica llevada a cabo por el Instituto de Quimica Verde de la Sociedad
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Americana de Quimica o “American Chemical Society”. Es el cociente entre la masa total de
materiales de partida y la masa del producto final, para lo cual se tienen en cuenta todos los
pasos de sintesis, aislamiento y purificacién requeridos para obtener un producto activo
farmacéutico. En la elaboracion de esta herramienta, se observd que la mayor parte de los

insumos utilizados corresponde a disolventes organicos y agua.!?

Estudios de relacion estructura-actividad cuantitativos (QSAR): consiste en utilizar
técnicas computacionales predictivas para guiar el disefio de nuevas moléculas.!® Se basa en la
deteccion de patrones estructurales a los cuales se asocia algun tipo de toxicidad. Asume que
compuestos con motivos estructurales compartidos tendrian actividades biologicas o toxicidad
similares.!*!> Para realizar predicciones de los posibles efectos sobre la salud que pueda tener
un cierto tipo de arquitectura quimica, los datos utilizados para construir los modelos

predictivos deben provenir de modelos animales bien establecidos.

Analisis de ciclo de vida (LCA): proporciona una vision general sobre multiples aspectos que
repercuten sobre el medio ambiente a lo largo de todo el ciclo de vida de un producto
determinado, incluyendo la etapa de adquisicion de materias primas, el proceso productivo, el
uso y los residuos generados al final del ciclo de vida.!® Resulta excelente para evaluar
oportunidades de mejora en cualquier punto del ciclo de vida de un producto. Existen distintas
variantes dependiendo de cudl sea el punto de corte del andlisis. La mas completa se denomina
“cradle-to-grave” e incluye un analisis desde la extraccion-obtencion de materias primas a las
fases de uso y deposicion.!” Se considera que un LCA tiene cuatro componentes: 1) objetivo y

alcance, 2) inventario, 3) evaluacion de impacto y 4) evaluacion de mejoras.
1.3 Plataformas quimicas derivadas de la biomasa

Histéricamente, la biomasa ha servido como fuente de alimentos, energia y productos con valor
agregado, como drogas, saborizantes y fragancias, entre otras. En los dos ultimos siglos se han
reportado antecedentes de su uso como materia prima, para la obtencion de quimicos y
materiales como ésteres de celulosa, lindleo, saborizantes y fragancias, lubricantes y
surfactantes a partir de plantas oleaginosas y otro gran nimero de productos a partir de
carbohidratos. Sin embargo, los intereses econémicos y la fuerte competencia contra productos
mas baratos producidos por rutas convencionales a partir de hidrocarburos han favorecido a
estos ultimos. En la Figura 1 se muestran diversos productos quimicos obtenidos por la

refineria del petréleo y sus principales derivados.!®!
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Figura 1. Productos Quimicos obtenidos de la refineria del petroleo y sus principales derivados. Tomada de de
Jong y Jungmeier.®

El desarrollo de nuevas tecnologias para la conversion de fuentes renovables en energia
sustentable?! y materias primas para la industria??, impulsa a reducir nuestra dependencia por
el petrdleo y sus derivados, lo cual seria deseable de acuerdo al principio 7 de la Quimica Verde
referente al uso de materias primas renovables. La bioenergia es uno de las estrategias mas
importantes para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero y actuar como sustituto
de los combustibles fosiles.???* En este contexto aparecen las biorefinerias como potencial
modelo industrial para la transformacion de la biomasa en productos de alto valor agregado
(Figura 2).° La biomasa es la materia prima de una biorefineria del mismo modo que el
petréleo es la de una refineria tradicional. Los productos quimicos que se generan tras las
trasformaciones primarias directas de la biomasa son las llamadas “plataformas quimicas”, las
cuales se utilizan como bloques para la construccién de otros productos finales.?® Una
caracteristica importante de estas plataformas quimicas es su gran versatilidad, pudiendo una
plataforma ideal ser transformada facilmente a una gran cantidad de productos finales con

variadas aplicaciones.
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Figura 2. Conversion de biomasa a productos comercializables por biorefineria.

Las materias primas carbonadas utilizadas como biomasa pueden ser de origenes muy variados,
pudiendo ser algunas de ellas productos de origen agricola, forestal, acuicola, otro tipo de
desechos industriales como restos de alimentos y basura doméstica. A partir de estos, mediante
distintos tipos de tratamiento, es posible obtener materiales que presentan variadas utilidades.?
Si bien existen varias formas de clasificar a las biorefinerias, una de las mas frecuentes consiste
en separarlas por generaciones tecnologicas (Tabla 1). En la primera generacion se incluye a
los biocombustibles obtenidos a partir de aziicar, almidon, aceites vegetales o grasas animales
utilizando tecnologias convencionales.?* Utilizar estos recursos para la produccién de
biocombustibles genera una gran polémica ya que se genera una competencia por los recursos
alimenticios. Las biorefinerias de segunda y tercera generacion también se denominan
biorefinerias avanzadas. En la segunda generacion se emplea biomasa residual de cultivos,
como pajilla de trigo; maiz y madera. Posteriormente, las microalgas surgieron como otra
alternativa viable e interesante, debido a su alto contenido lipidico por biomasa sumado a que
pueden cultivarse inclusive en aguas no potables.?’” En el caso de las biorefinerias de cuarta
generacion también se utilizan microalgas, pero la diferencia radica en que se optimiza la

produccion de lipidos mediante ingenieria genética.?®
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Tabla 1. Clasificacion de biorefinerias por generacion tecnologica. Tomado del libro Biorefineries por A.
Demirbas.**

Generacion Materia prima Ejemplos
Biorefinerias de 1° Azucar, almidon, aceites vegetales y Bio-alcoholes, aceite vegetal, biodiesel,
generacion grasas animales gas de sintesis y biogas

Cultivos no aptos para consumo, pajilla de

Biorefinerias de 2° Bio-alcoholes, biocombustibles, DMF,

trigo, madera, residuos sélidos y cultivos

generacion hidrégeno, diesel por Fischer-Tropsch
energéticos
. , o
Biorefinerias de 3 Microalgas Aceite vegetal y biodiesel
generacion
. , o
Biorefinerias de 4 Microalgas: Aceite vegetal, biodiesel Biogasolina

generacion

La biomasa ademds de ser un elemento clave para la produccién de energia de forma
sustentable, es potencialmente fuente de insumos para la industria quimica. El Departamento
de Energia de los Estados Unidos elabor6 un listado que identifica doce productos quimicos
basicos que se pueden producir a partir de azucares a través de conversiones bioldgicas o
quimicas.? Se identificaron doce compuestos quimicos o también llamados “bloques de
construccion o plataformas quimicas”, los cuales pueden ser subsecuentemente convertidos a

una serie de productos quimicos o materiales de alto valor agregado.

Las sustancias quimicas consideradas en este listado son moléculas con multiples grupos
funcionales que poseen el potencial de transformarse en nuevas familias de moléculas utiles.
Las plataformas quimicas que provienen de azucares son 1,4-didcidos (succinico, fumarico y
malico), acido 2,5-furandicarboxilico (FDCA, por sus siglas en inglés), acido 3-
hidroxipropioénico, acido aspartico, acido glucarico, acido glutdmico, 4cido itacénico, acido
levulinico (AL), 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol y xilitol/arabinitol (Figura 3). Se
incluy6 al 5-(hidroximetil)furfural (HMF) en la Figura puesto que éste, ademds de ser
intermediario en la sintesis de FDCA y AL, se incluye en la lista extendida Top 10+4 de

plataformas quimicas derivadas de biomasa.?

La sintesis de cada una de estas plataformas quimicas y sus derivados se plantea como un
camino de dos partes. La primera parte es la transformacion de azucares complejos en las
denominadas plataformas quimicas. La segunda parte es la conversion de las plataformas
quimicas a productos quimicos secundarios o familias de derivados. Las transformaciones
bioldgicas representan la mayoria de las rutas desde materias primas vegetales hasta
plataformas quimicas, pero la quimica tradicional predomina en la conversion de plataformas

en derivados moleculares e intermediarios. La complejidad y el desafio que representa el uso
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de materias primas vegetales como insumos para la industria son abordados en nimeros
estudios, con el fin Ultimo de lograr que esta via de produccién sea econdomicamente

competitiva.??

C4 1,4-diacidos

e} (@)
o [\ 0
? oH N YQ\( HO)WCH3

0 Acido . O
, 5-(hidroximetil)furfural 2,5-furandicarboxilico Acido levulinico
Acido succinico
o 0 O OH OH o
HONOH R L P o
Acido OH OH O HO
'O 3-hidroxipropiénico . . o)
Acido fumarico Aminodcidos Acido glucrico Acido itacénico
(0]
HO (0] o o Lactona
OH OWJ\OH W 0 OH
o OH OH NH "o o ﬁ/
, 2 NH, (0]
Acido malico Acido L-aspartico Acido L-glutamico 3-hidroxibutirolactona
Polioles
HO\)\/OH HO 7 HO/\‘/H/\OH HO/\i)\‘/\OH
oH OH OH OH OH OH
Glicerol Sorbitol Xilitol Arabinitol

Figura 3. Plataformas quimicas prometedoras listadas por el Departamento de Energia de los Estados Unidos.
En esta figura se agrupan C4 1,4-didacidos, aminodcidos, polioles y derivados de 5-(hidroximetil)furfural.
Ademas, este ultimo compuesto se incluye en la lista extendida de compuestos derivados de biomasa.

1.3.1 HMEF: una plataforma quimica derivada de azucares

HMF es una plataforma quimica de seis carbonos (C6) que es obtenida a partir de fructosa o
via isomerizacion de glucosa a fructosa, asi como a partir de celulosa (Figura 4). Esta ultima
es un homopolisacarido compuesto por unidades de D-glucopiranosa unidas por enlace
glicosidico B-1—4, por lo que la utilizacion de celulosa como material de partida requiere de
un proceso hidrolitico para liberar sus unidades monoméricas. Las condiciones mas comunes
para llevar a cabo la despolimerizacion y deshidratacion incluyen medios acidos, temperatura
y presion elevadas. Estas condiciones resultan en la formacién de numerosos productos
secundarios por reacciones sobre los monosacaridos y constituye uno de los principales

desafios para la produccion de HMF 303!
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Figura 4. Obtencion de HMF a partir de azucares simples y complejos. Se esquematizan en azul y rojo dos
mecanismos propuestos para la transformacion de D-glucosa a HMF'. La representacion de la lignocelulosa es
tomada de Mosier y colaboradores.** La lignina, hemicelulosa y celulosa se muestran en puirpura, verde y azul

respectivamente.

La eleccion del material de partida, teniendo en cuenta criterios de complejidad y reactividad,
determina el rendimiento y selectividad de la produccion. Comparativamente, la fructosa
(cetosa) es mas reactiva que la glucosa (aldosa) y esto se explica por la mayor abundancia de
fructosa aciclica vs. glucosa aciclica en solucion acuosa.®* La glucosa puede formar estructuras
ciclicas muy estables y la cinética de enolizacion en solucion es mas lenta que para la fructosa,
que forma estructuras ciclicas menos estables. La enolizacioén es el paso limitante para la
formacion de HMF y por lo tanto la fructosa reacciona mas rapido que la glucosa. Ademas, la
fructosa puede estar presente como dianhidridos de fructosa, donde sus grupos mas reactivos
se encuentran protegidos, explicando la menor formacioén de productos secundarios. Por otra
parte, la glucosa formando parte de oligosacaridos con la presencia de grupos reductores libres,

presenta un mayor riesgo para la polimerizacion cruzada entre estos e intermedios del proceso
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de formacion de HMF .** De los dos mecanismos propuestos en la literatura, los estudios de A
ntal y colaboradores mostraron que la formacion de HMF a partir de glucosa ocurre por

isomerizacion a fructosa, pasando por intermedios ciclicos.’!

También es posible utilizar biomasa lignoceluldsica para la produccion de HMF. La biomasa
lignoceluldsica estd compuesta por lignina (biopolimero complejo formado principalmente por
precursores tipo fenilpropano), hemicelulosa (heteropolisacarido formado por unidades de
glucosa, galactosa, manosa, xilosa y arabinosa) y celulosa.’? Algunos ejemplos de material
lignoceluldsico son residuos de actividades agricolas como la pajilla de trigo, las maderas y
cultivos energéticos como Miscanthus giganteus. La heterogeneidad en la composicion de este
tipo de materias primas representa un gran desafio para lograr una produccion econémicamente
competitiva de HMF, requiriendo la optimizacion de procesos buscando minimizar la cantidad
de productos secundarios generados y facilitar en el aislamiento del producto.’ Dadas las
condiciones severas cominmente aplicadas en el tratamiento hidrotérmico de la lignocelulosa,
se observa la formacion de huminas como producto secundario. Las huminas son un material
polimérico polidisperso y heterogéneo con abundancia de grupos furdnicos. Se producen por
condensaciones alddlicas y sustituciones electrofilicas sucesivas entre los productos de

deshidratacion de azicares y los polimeros en crecimiento.¢-37

En larevision de Rosatella y colaboradores en 2011, se recopilan experimentos donde se evalua
el uso de multiples disolventes, sustratos de partida (incluyendo la importancia de las
concentraciones iniciales), la utilizacion y reutilizacion de catalizadores.’® En cuanto a los
ultimos, Cottier y colaboradores los clasifica en 5 grupos: dcidos organicos, acidos inorganicos,
sales, acidos de Lewis y otros (Tabla 2).% Los catalizadores utilizados con mayor frecuencia
son los 4cidos sulfturico y clorhidrico por ser baratos y accesibles. Utilizando HCl como
catalizador, Riisager y colaboradores reportaron una selectividad de 63% para HMF con una
conversion de fructosa de 52%.° Experimentos utilizando H>SO4 permitieron una conversion
completa de fructosa, con una selectividad para HMF cercana a 70%.*! El uso de sales
organicas e inorganicas también ha sido objeto de numerosos estudios. Fayet y Gelas en su
trabajo utilizaron multiples sales de piridinio, alcanzando rendimientos de alrededor de 70% y
5%, partiendo de fructosa y glucosa, respectivamente.*” En la busqueda de lograr una

4345

produccion sustentable, se han ensayado acidos de Lewis, catalizadores heterogéneos con

4648 49,50

la posibilidad de ser reutilizados y 4cido metanosulfénico, por nombrar algunos

ejemplos.
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Tabla 2. Clasificacion de catalizadores utilizados en la produccion de HMF y ejemplos de cada grupo.
Adaptado de Cottier y colaboradores.>

Ac,l d‘os Acidos inorgdnicos Sales /fados‘ de Otros
orgdnicos Lewis
Acido oxalico Acido fosférico (NH4)2S04/SO3 ZnCl, | Deshinde
intercambio i6nico
Acido Acido sulfirico Piridina fosfato e AICk Zeolitas
le\{ullnlco hidrocloruro
Acido Acido clorhidrico Porfirinas de V, Zr, Cr BF;

maléico y Ti
p-TsOH Yodo o acido }{odthdrlco Sales de Al
generado in situ

Iones Thy Zr
Fosfato de zirconio

Oxicloruro de zirconio

Otra variable considerada en la produccion de HMF es el medio de reaccion. Utilizar agua
como solvente es econdmico y va en linea con la Quimica Verde, pero existen tres problemas:
1) HMF es un compuesto muy hidrofilico y su extracciéon de medios acuosos resulta dificil; 2)
su rehidratacién en medio acido conduce a la formacion de acido levulinico y acido férmico
disminuyendo los rendimientos y 3) HMF es uno de los intermediarios clave en la formacion
de huminas a partir de hexosas/cetosas o materiales que las contengan sometidos a tratamiento
hidrotérmico con catalisis acida.?”>!->> Teniendo en cuenta estos antecedentes se desprende que
para la produccion de este compuesto no solo es necesario elegir las condiciones que llevan a
mayores rendimientos, sino también es necesario prever métodos de aislamiento y purificacion
eficientes.

La produccion de HMF a partir de biomasa o fructosa se ha llevado a cabo en sistemas acuosos,
mezclas de agua y disolventes miscibles, disolventes organicos puros,’>>* liquidos i6nicos>> -8
y mas recientemente sistemas bifasicos. En el caso de esta ultima condicion, se utiliza una fase
acuosa que es el medio de reaccioén y una fase orgénica para extraer el HMF, evitando asi una
disminucion en su degradacion. Roman-Leshkov y Dumesic en su trabajo probaron multiples
sistemas bifésicos para la deshidratacion de fructosa a HMF.>! Sus experimentos demuestran
que el uso de medios acuosos saturados en sales como NaCl, aumenta significativamente el
reparto de HMF hacia la fase organica y al mismo tiempo permite crear sistemas bifasicos
usando disolventes miscibles con agua, como seria el caso del THF, disolvente con el cual

logran los mejores resultados.

Ademas del rol protector de la fase extractiva, en el caso de THF se ha demostrado mediante

simulaciones de dinamica molecular que su presencia facilita el fraccionamiento de biomasa
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lignoceluldsica por solubilizacion de fibras de celulosa e impidiendo la agregacion de lignina
sobre las primeras.**-®! Complementario a los desarrollos realizados en materia de produccion
de HMF, sus areas de aplicacion incluyen la sintesis de productos de interés farmacéutico,
combustibles, disolventes, entre otros.%> En la Figura 5 se muestran algunos de los derivados

de HMF que presentan aplicacion en las dreas anteriormente mencionadas.

Figura 5. Derivados de HMF. Se utilizan distintos colores de fondo para distinguir las areas de aplicacion,
donde un fondo azul, verde, anaranjado y amarillo corresponden a precursores para polimeros, disolvente,
aditivos para combustibles y plataformas quimicas respectivamente.

El 4rea de mayor impulso en relacion a la transformacion quimica de HMF se relaciona con el
desarrollo de precursores hacia la produccion de polimeros, donde una de las propuestas es
buscar rutas alternativas para la obtenciéon de mondémeros convencionales. Como ejemplo de
esta estrategia, se destacan reacciones de cicloadicion [4+2] sobre compuestos furdnicos
obtenidos a partir de HMF, permitiendo acceder a compuestos como p-xileno y acido p-
hidroximetilbenzoico, los cuales podrian constituir una via renovable hacia la produccion de
ftalatos y tereftalato de polietileno (PET por sus siglas en inglés).%3%* Por otro lado, gran parte
de los desarrollos quimicos mediante esta estrategia apuntan a la produccion de polimeros con
propiedades similares o superiores a aquellos producidos mediante vias convencionales,
incorporando nuevos precursores que puedan ser obtenidos a partir de materia prima renovable.
El acido 2,5-furandicarboxilico (FDCA, Figura 5) puede ser empleado en la produccion de
poliésteres, ya que como didcido es un posible reemplazo para el dcido p-tereftalico, mondmero

utilizado para la obtencion de poliésteres derivados del petrdleo (siendo PET uno de los mas
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comunes).%® El polietilenfuranoato, cuyos precursores son el FDCA 'y etilenglicol, se utiliza
actualmente en impresion 3D.% Por su parte, 2,5-bis(hidroximetil)furano (BHMF, Figura 5) se
plantea como posible sustituto de m/p-dihidroximetilbenceno en la produccion de poliuretanos,
poliésteres o resinas epoxi.” El producto de hidrogenacion de este ultimo,
2,5-bis(hidroximetil)tetrahidrofurano (BHMTHF, Figura 5), también ha demostrado ser un
potencial precursor en la produccion de poliésteres.®® Por dltimo, se incluyd a
5-(hidroximetil)-2-vinilfurano y 5-(hidroximetil)-5-etinilfurano (HMVF y HMEF, Figura 5) ya

que estos compuestos pueden ser incorporados a poliolefinas y poliacetilenos.®®7°

Otra area muy explorada en relacion con la industria quimica es la obtencion de combustibles
o aditivos derivados de materia prima renovable. Para dar ejemplos de este grupo, se puede
nombrar a 2,5-dimetiltetrahidrofurano (DMTHF), 2,5-dimetilfurano (DMFu), y levulinato de
etilo (Figura 5), los cuales han demostrado potencial como aditivos oxigenados para
combustibles superiores al etanol.”!’? La y-valerolactona (GVL, Figura 5) es un éster ciclico
que posee caracteristicas que lo posicionan como un disolvente verde, ya que posee un bajo
punto de fusion (-31 °C), un alto punto de ebullicién (207 °C), una temperatura de autoignicion
moderada-alta (96 °C), posee un suave olor que permite detectar pérdidas, es de baja toxicidad,
y su alta solubilidad en agua favorece su biodegradacion.”> Ademas, es estable tanto a
temperatura ambiente como a temperaturas elevadas en ausencia de humedad y Gnicamente

muestra descomposicion térmica en presencia de catalizadores.”

Por otra parte, el 5-(clorometil)furfural (CMF, Figura 5) se caracteriza por ser una plataforma
equivalente a HMF con la principal ventaja de que posee una mejor estabilidad en medios
acidos, es mas facilmente extraible de medios acuosos y por tanto se obtiene con mejores
rendimientos.”> Desde el punto de vista de la sustentabilidad, tiene la desventaja de que
generalmente se utilizan disolventes halogenados para su extraccion, pero el uso de otros
disolventes ha sido explorado.”®’” El &cido levulinico (AL, Figura 5)) es producto de
rehidratacion de HMF vy el principal producto en ausencia de fases extractivas.”® Como se
menciond al principio de esta seccion, AL forma parte de la lista de las 12 plataformas quimicas
mas prometedoras elaborada por la NREL.?’ Sus aplicaciones son muy variadas, por citar
algunas se incluye la sintesis de productos bioactivos, polimeros, aditivos para combustibles,
saborizantes, entre otros.”®8" El 2,5-diformilfurano (DFF, Figura 5) es un dialdehido simétrico
facilmente derivatizable que permite el acceso a compuestos como furfurilaminas,®!

dicianofurano,®? dietinilfurano,’”® diacidos a-B insaturados,® entre otros.
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1.4 Acidos grasos de furano (AGF)

Los AGF son acidos grasos que se caracterizan por presentar en posicion a del anillo de furano
una cadena de &cido graso no ramificado de 9, 11 o 13 atomos de carbono y en la otra posicion
o un grupo alquilo de cadena lineal, generalmente de 3 o 5 atomos de carbono. En cuanto a los
patrones de sustitucion en las posiciones 3 del furano, puede encontrarse disustituidas, con dos
grupos metilos, o monosustituida con un grupo metilo adyacente a la porcion acida de la
molécula (Tabla 3).8* Suelen nombrarse como Fy, siendo n un nimero que incrementa segiin
su orden de elucion en cromatografia gaseosa de sus correspondientes ésteres metilicos. El
AGF mas abundante en la naturaleza (Fe) se encuentra disustituido en , mientras que en las
posiciones o presenta un grupo pentilo y una cadena lineal de 11 dtomos de carbono en la
porcion acida. El esqueleto carbonado es sintetizado de unidades de acetato y los metilos en
posicion B tienen origen en el aminoacido metionina.?>3¢ El precursor determina el largo de la
cadena alifatica siendo de 3 o 5 atomos de carbono partiendo de acido 9,12-hexadecadienoico

y 4cido linoleico respectivamente.®’

El primer reporte de AGF data de 1966, detectindose como componentes minoritarios en
aceites obtenidos de semillas de la familia de las Santalaceas (Santalaceae).®® Los AGF se
incorporan a nuestra dieta principalmente a través de alimentos de origen marino: algas, peces
y derivados.”® La produccion de este tipo de compuestos es exclusiva del reino vegetal. Los
peces adquieren AGF a través de su dieta y su acumulacioén depende de la especie, el sexo y
puede ser 6rgano-especifica. Estudios de radio-marcaje demostraron que los AGF pueden sufrir
B-oxidacion parcial, elongacion, reduccion a los correspondientes alcoholes de furano, sin
embargo, los mismos estudios descartan la sintesis de novo en estos animales.”! Buscando
entender el metabolismo de AGFs en mamiferos, un grupo de cientificos disefi6 un
experimento donde se alimentaron ratas con un precursor C19, analogo del acido linoleico, y
luego buscaron evidencias de su incorporacion en los AGFs. Sin embargo, no se encontraron
éstas evidencias sugiriendo que las ratas no cuentan con la maquinaria biosintética para
producir AGFs.”? Contrario al lento metabolismo de AGFs en peces, el catabolismo de los
mismos en ratas es mas rapido y empieza por -oxidacion hasta 3 4tomos de distancia del anillo
furanico y el resto puede eliminarse como tal o como conjugados.”® Los metabolitos (4cidos
urofurdnicos) son eliminados a través de la orina y son similares a acidos urofuranicos

humanos.
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Tabla 3. Principales AGF de origen natural. Adaptado de Spiteller™

R
/ \ COOH
m O n

Compuesto m n R
Fi 2 8 CH;
F2 4 8 H
F3 4 8 CH;
F4 2 10 CH;
Fs 4 10 H
Fs 4 10 CH;
F7 4 12 H
Fs 4 12 CHs

En 2011, Wakimoto y colaboradores desarrollaron un protocolo de semisintesis de Fs y
llevaron a cabo estudios de actividad antiinflamatoria en modelos de artritis inducida por
adyuvante en ratas Wistar.®* Sus resultados mostraron que los AGF eran uno de los
responsables de la actividad antiinflamatoria atribuida a los extractos de Perna canaliculus,
presentando una capacidad comparable a la del farmaco naproxeno (Figura 6).°* La actividad
antiinflamatoria de estos extractos ha sido comprobada tanto en animales como humanos y se
plantea como alternativa a antiinflamatorios no esteroideos puesto que no presenta efectos
secundarios de ningun tipo.”> Los mecanismos de accion de AGF en los sistemas biologicos
no se han elucidado completamente, uno de los planteos es que estos tienen un rol importante
como “scavengers” de radicales libres.”?¢ Ademas, tanto el extracto comercial como los AGFs
purificados han demostrado una fuerte inhibicion hacia distintas isoformas de las COX y se

propone que estos podrian intervenir en el metabolismo del acido araquidénico.”’

0.35 "P<0.01, P =0.015

#p =0.05, *P = 0.085

1

0.3
0.25

0.2

H#

0.15 e

0.1

Volumen de pata trasera (mL)

0.05

Control Naproxeno Lyprinol®

10 mg/kg

EPA
200 mg/kg  Etil-éster
10 mg/kg

Fe
Etil-éster
1mg/kg

Fe
Etil-éster
5 mg/kg

Fo
Etil-éster
10 mg/kg

Figura 6. Estudios de actividad antiinflamatoria en modelo de artritis inducida en ratas Wistar. Naproxeno es
un antiinflamatorio no esteroideo disponible comercialmente. Lyprinol® es el extracto comercial de Perna
canaliculus. Los dcidos grasos fueron ensayados como ésteres etilicos fueron: EPA (acido eicosapentanoico) y
Fs (Tabla 3). Tomado de Wakimoto y colaboradores.
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El bajo contenido en AGF de las diversas fuentes naturales que los contienen, la dificultad para
su aislamiento y su potencial farmacologico llevaron a la exploracion de multiples rutas
sintéticas para la obtencion de AGF. Schlenk y colaboradores fueron los primeros en llevar a
cabo la sintesis de Fg y Fs. La sintesis era sistematica e involucraba partir de un compuesto que
permita tener el correcto patron de sustitucion en [, la generacion de un intermediario
alquilfurano y por tltimo la introduccién de la cadena lateral 4cida (esquema de sintesis de Fe

en Esquema 1).”8 Los rendimientos globales obtenidos para ambos casos eran menores a 10%.
AcO OAc AcO OAc HO OH
Rafie— N B
o) o) 0
O
e Cl Cl 4
— / \ - / \
O O

f O

: [ ) T m
- 70 cl 4 O o OH

Fe

Esquema 1. Reactivos: a. [CH3CO]0, BF3, benceno, T.A., 5h; b. N2His, KOH, (CH>20OH), 190 °C, 4h (60%, 2
pasos); c. COCL, tolueno, T.A., 4h; d. LiAlH,, éter etilico, reflujo, 1.5h (76%, 2 pasos); e. N-BuLi, THF, 0 °C;
1-cloro-10-iododecano, éter etilico, T.A., Sh (58%); f. Li, CO2, MeOH, éter etilico, 0 °C, 2h (32%,).

Si bien se han desarrollado multiples rutas para la sintesis de AGFs naturales,” 1% se destaca
la ruta sintética propuesta en 2015 por Mascal y colaboradores, donde partieron de 5-
(clorometil)furfural (CMF) para la obtencion de F4 en un total de 7 pasos de reaccion con un
rendimiento global del 60%.'%* La adicion de la cadena alifatica se realiza mediante una
reaccion de Grignard, la cadena lateral acida mediante una reaccion de Wittig con posterior
hidrogenacién y por ultimo se incorporan metilos en las posiciones 3 (Esquema 2). Cabe

destacar que CMF es también una plataforma quimica derivada de biomasa.!%
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o VN 0 %, o [V os >, I N0
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OBu
CMF
0O @)
2 0 10 OH 2 O 10 OH

Fs

Esquema 2. Reactivos: a. BuOH, HCI (cat), 99%, b. EtMgCl, Ni(acac):, DAE, THF, -30 °C; c¢. HCI/H20, (83%,
2 pasos), d. Yoduro de (9-carboxinonil)trifenilfosfonio, LIHMDS, THF/DMSO; e. H., Pd/C, THF, (92%, 2
pasos); f. Paraformaldehido, HBr, AcOH; g. H>, Pd/C, THF/H20, (80%, 2 pasos).

1.5 Inflamasoma como blanco terapéutico en enfermedades cronicas no transmisibles

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNTs) son la principal causa de mortalidad en
el mundo, equivalente al 71% del total de defunciones registradas por afio.!% Las principales
ECNTs son las enfermedades cardiovasculares, canceres, enfermedades respiratorias cronicas
y diabetes. Las personas que padecen estas enfermedades presentan lo que se conoce como
inflamacion cronica de bajo ruido, la cual se manifiesta en ausencia de lesiones, y se asocia
con la activacion de vias de sefializacién celular mediadas por NF-kB y el inflamasoma

NLRP3 . 107-112

El inflamasoma NLRP3 es un complejo multiproteico citosolico que se activa en respuesta a
senales de peligro y promueve la activacion de la caspasa-1, enzima que interviene en
maduracion proteolitica de precursores de citoquinas proinflamatorias como IL-1f e IL-18.!13
Una de las hipdtesis mecanisticas referente a la activacion del inflamasoma NLRP3 incluye
dos eventos de sefializacion que desencadenan la respuesta inflamatoria.!'* La primera sefial
consiste en la autofosforilacion de receptores tipo Toll (TLRs) frente a la presencia de sefiales
de peligro, la subsecuente activacion del factor de NF-kB por fosforilacion de su inhibidor y
su translocacidn al nucleo, donde induce la transcripcion de genes de NLRP3 y el precursor de
IL-1B.!"% La segunda sefial, necesaria para el ensamblaje y activacion del inflamasoma NLRP3,
se da por compuestos asociados al dafio celular, como pueden ser la presencia de ATP

extracelular, cristales de urato monosddico o el hialuronano, entre otros.!16-113

Se ha determinado que una respuesta inflamatoria crénica promueve la nitracion olefinica de
acidos grasos poliinsaturados llevando a la formacion de nitroalquenos.!!*!2% Estas moléculas
desencadenan respuestas inflamatorias pleiotropicas a través de la modificacion

post-traduccional de proteinas claves para la regulacion del metabolismo y la inflamacion.!?!
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Los nitroalquenos son activadores del receptor gamma activado para la proliferacion de
peroxisomas (PPAR-y), la respuesta a shock térmico (HSR), el factor nuclear 2 relacionado al
factor eritroide 2 junto con la proteina asociada a Kelch ECH (Nrf2-Keap1) en tanto inhiben
respuestas proinflamatorias reguladas por el factor de transcripcion NF-kB.!1%:122-126 Sj bien
los nitroalquenos derivados de acidos grasos naturales poseen actividad inmunomoduladora y
han sido exitosos para el tratamiento de la aterosclerosis, hipertension pulmonar y diabetes, !’
132 su uso como agentes terapéuticos es limitado por desventajas metabolicas y la inactivacion
por B-oxidacion, hidrogenacion de enlaces olefinicos o conjugacion con tioles enddgenos para

detoxificacion.!3?

Existen reportes de nitroalquenos sintéticos que presentan actividad antiinflamatoria (Figura
7). Estudios realizados con el compuesto MNS sugieren que los dominios tipo NOD y ricos en
leucina del inflamasoma NLRP3 son los blancos intracelulares de este compuesto y que el
grupo nitroalqueno es esencial para su actividad inhibitoria.'* NATXxME y NATOH son
compuestos electrofilicos analogos del a-tocoferol (componente de la vitamina E) que
incorporan la funcionalidad nitroalquenilo conjugada al anillo cromano. La evaluaciéon en un
modelo de macréfagos murinos, de NATXME demostrd que éste era capaz de inhibir la
secrecion de citoquinas proinflamatorias (MCP-1, IL-6 y TNF-a) frente a una estimulacion por
LPS."*5 Es sabido que la secrecion de estas citoquinas es caracteristica de la respuesta mediada
por NF-kB y por tanto, criticas para la iniciacion del proceso inflamatorio. En el mismo trabajo
se observo que NATXME también es capaz de activar la transcripcion de genes regulados por
Nrf2, promoviendo la sintesis de enzimas antioxidantes y detoxificantes que limitan la
inflamacion y el dafio causado por la liberacion de especies reactivas del oxigeno. Por su parte,
NATOH fue sometido a ensayos in vivo en ratones knock-out ApoE y su administracion oral
mostrd una disminucion en la expresion de marcadores proinflamatorios de regulados por NF-
kB y se considera que podria ser eficiente para el tratamiento y/o prevencion de la

aterosclerosis.'3¢

N02 NOZ
o S _NO; X X
o nal .
(0]
MNS (6] COOCH; (6] CigHss

NATxME NATOH

Figura 7. Nitroalquenos con actividad antiinflamatoria.
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Uno de los objetivos de nuestro grupo de investigacion es el desarrollo de moléculas que
incorporen la funcionalidad nitroalquenilo y puedan ejercer una actividad inmunomoduladora.
En base a los antecedentes presentados, se plantea a partir de la plataforma quimica HMF la

generacion de derivados de AGF, hibridos AGF-nitroalquenilo y nitroalquenilfuranos simples.
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2. Hipotesis, objetivos y estrategias de investigacion

Como hipdtesis de investigacion en primer lugar nos planteamos la factibilidad de optimizar
condiciones de obtencion de la molécula plataforma 5-hidroximetilfurfural (HMF), a partir de
cascara de arroz como biomasa. Como segundo punto planteamos la posibilidad de generar
potenciales agentes antiinflamatorios a partir de HMF, mediante el disefio y modulacion de su
reactividad quimica. En este contexto, buscamos responder a la posibilidad de generar
moléculas bioactivas de forma eficiente y econdmicamente rentable a partir de una materia

prima renovable como la biomasa.
2.1 Objetivo General

En base a lo expuesto anteriormente, nos propusimos como objetivo general de la presente tesis
sintetizar 1) derivados de acido grasos de furano; y ii) nitroalquenilfuranos; considerando
principios de quimica verde a partir de la molécula plataforma HMF obtenida de biomasa; asi

como estudios iniciales del potencial antiinflamatorio para los derivados desarrollados.

Con la presente propuesta pretendemos estudiar y optimizar procedimientos que nos permitan
obtener moléculas de alto valor agregado, potenciales agentes antiinflamatorios, a partir de una
plataforma quimica derivada de biomasa, utilizando reactivos simples y de facil acceso, con

buenos rendimientos y mediante el uso de reactivos y condiciones ambientalmente amigables.

Para llevar adelante el cumplimiento del objetivo general nos planteamos los siguientes

objetivos especificos:
2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Estudiar condiciones que permitan optimizar la obtencion y aislamiento de HMF a partir

de cascara de arroz como biomasa.

2.2.2. A partir de HMF disefar una ruta sintética adecuada para la obtencion de derivados de

acidos grasos de furano (AGF) considerando principios de quimica verde.

2.2.3. A partir de HMF sintetizar derivados de nitroalquenilfuranos considerando principios de

quimica verde.

2.2.4. Estudiar el potencial antiinflamatorio in vitro de productos obtenidos ((i) AGF y
analogos; (i1) nitroalquenilfuranos), analizando su efecto sobre la activacion del inflamasosma

NRLP3 en un sistema celular.
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2.3 Estrategias propuestas para el desarrollo del trabajo

2.3.1 Obtencion de HMF a partir de cdscara de arroz como biomasa

Considerando que el Uruguay, debido a sus caracteristicas climaticas y geograficas puede
desarrollar la produccion de arroz como una de las actividades primordiales de su sistema de
produccion agroindustrial, resulta de interés investigar la posibilidad aprovechar todos los

productos generados por esta industrial3’-1%,

Segun datos de la produccidon arrocera
correspondiente a la zafra 2010-2011, donde se produjo un total de 1.657.500 toneladas de
arroz con cascara y 331.500 toneladas de céscara de arroz, el volumen de céscara de arroz

residual que se genera anualmente es cercano al 20 % de la produccion de arroz.

BIOMASA
(cascara de arroz)

calentamiento hidrotérmico
sistema bifdsico

[HMF + residuos de cascara de arroz]

filtracién/separacion

Cromatografia Purificacién — - -
en Columna - ( HMF en fase organica j ( residuos de cascara de arrozj

Purificacion l

NH, 1) aislamiento/purificacion: \ OH
o/ inmovilizacion del producto de interés en fase solida /
2) filtracion N
amina o hidrazina ~ 3) clivaje de la resina o~ 0

resina scavenger
HMF inmovilizado o soportado

Esquema 3. Estrategia de aislamiento y purificacion de moléculas plataforma derivadas de biomasa

En el Esquema 3 se representa la estrategia propuesta para la produccion y el aislamiento de
HMF partiendo de cascara de arroz. En el mismo, la biomasa se somete a un tratamiento
hidrotérmico en sistemas bifasicos en presencia de acidos como catalizadores. Esta etapa
requiere de una optimizacidon a microescala de los pardmetros como la carga de biomasa,
catalizador &cido, la temperatura y tiempo de exposicion. Una vez encontradas las condiciones
Optimas para la produccion del analito deseado, se lleva a cabo el aislamiento de los productos
mediante cromatografia en columna o mediante la utilizacion de resinas “scavenger” que
inmovilizan compuestos carbonilicos a través de uniones covalentes tipo imino. La liberacion

de estos compuestos se da mediante catalisis acida.
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2.3.2 Sintesis de derivados de 4cidos grasos de furano (AGF)

En el Esquema 4 se representa la ruta sintética propuesta para la obtencion de AGF. A partir
de HMF o productos de O-alquilacion de éste®-'4 y 4cido bromodecanoico mediante reaccion
de Wittig en fase solida se obtiene el intermedio olefinico 1.!*! Teniendo en cuenta la
experiencia de nuestro grupo tanto en la sintesis de sales de fosfonio en fase s6lida generadas

142,143 como en la reaccidon de

de forma altamente eficiente bajo calentamiento de microondas,
Wittig en fase solida,'*! es que se propuso inicialmente la reaccion sobre el derivado comercial
acido 10-bromodecanoico,'** con posterior posibilidad de reciclar la resina de trifenilfosfina

luego de la reaccion de Wittig.

Reduccion
(reciclado) /@\ ‘
ROH,C CHO

Br\(\/)/COZR1 ||>h on 0 ( CO4R; Th
7AN| R=H (HMF), alquilo n -
Q—m —=— Q—r 4, O AN
"Microondas” Ph B(? Reaccién de Wittig ROH,C 0 Ph

Resina de ] “Microondas” ! Oxido de trifenilfosfina

trifenilfosfina R=H o alquilo Hidrogenacién inmovilizado
Catalitica
/ \ COsRy i)hidrohalogenacion /@\(\d/coz&
ROH,C 0 m <~ ROH,C 0 m

1] ii) hidrogenacion M
catalitica

Esquema 4. Estrategia sintética propuesta para la obtencion de derivados de AGF.

Las olefinas I generadas se reducirian mediante una reaccion de hidrogenacion catalitica en
condiciones suaves, de manera de no hidrogenar el anillo de furano.!*>:'4¢ Para esto podria
utilizarse H» (1 atm)!'% o un sistema generador del mismo in situ, como el sistema acido formico
/formiato de amonio, el cual ha demostrado ser altamente eficiente para este tipo de
reacciones.!*” El 4cido formico en presencia de Pd/C, se descompone en H, y CO», actuando
en hidrogenaciones de transferencia catalitica, donde una molécula de 4cido formico puede ser
vista como equivalente a una molécula de hidrégeno. Por lo tanto, este podria considerarse un
sistema de hidrogenacién mas amigable y verde comparado con el sistema tradicional a escala

de laboratorio.!*®

Asi, mediante reaccion de hidrogenacion se obtendrian los derivados de AGF II, los cuales
presentarian un largo de cadena carbonada en la posicion 2 similar al derivado natural Fg (Tabla
3), el cual demostro excelentes propiedades antiinflamatorias.”* Dado que este derivado natural
de AGF presenta sustituidas las posiciones 3 y 4 del anillo furano con grupos metilo, nos

planteamos obtener analogos metilados en esas posiciones. Asi, mediante un primer paso de
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reaccion de hidrohalogenacion sobre los derivados I en presencia de dcido formico y posterior
reaccion de hidrogenacion catalitica, condiciones que pueden ser ensayadas en un solo paso,

se obtendrian los analogos III de AGF.

2.3.3 Sintesis de derivados de nitroalquenilfuranos

Para la sintesis de compuestos con funcionalidad nitroalquenilfurano se plantea la
condensacion nitroaldélica de 2-furaldehidos y nitrometano (Esquema 5). Esta reaccion
permite acceder de manera simple, rdpida y eficiente a un conjunto de nitroalquenos simples
para la evaluacioén de su actividad antiinflamatoria y complementar posteriores estudios de
relacion estructura actividad.'* Como derivados protegidos se propuso utilizar productos de

O-alquilacion o el derivado #-butoxicarbonilo de HMF.!%°

R O CHO CH;NO,, Base R o
DA e

Esquema 5. Sintesis de nitroalquenilfuranos a partir de furaldehidos. R=H, CH:2OH o CH20G (siendo G un
grupo protector).

NO,

J

2.3.4 Potencial antiinflamatorio in vitro

Los ensayos de activacion in vitro del inflamasoma NLRP3 se llevan a cabo utilizando células
THP-1 (ATCC®, TIB-202™, Manassas, VA). Se plantea evaluar la capacidad de los
compuestos para inhibir la secrecion de IL-1[ frente al estimulo con LPS (primera sefal) y
ATP (segunda sefial); esto implica llevar a cabo experimentos independientes donde la
exposicion de células a los compuestos ocurre durante una de las dos sefiales. Finalizados los
experimentos se mide la secrecion de IL-1f3 mediante un kit de ELISA (Human IL-13/IL-1F2
Quantikine HS ELISA Kit, B&D) y la viabilidad celular por MTT.
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3. Resultados y discusion

3.1 Obtencion de HMF a partir de cascara de arroz y D-fructosa

Como primera aproximacion a los sistemas de producciéon de HMF a partir de materia prima
renovable se decidi6 realizar pruebas de concepto partiendo de D-fructosa. Como se menciond
en la seccion 1.3.1., la deshidratacion de hexosas a HMF requiere de la isomerizacion de los
correspondientes azicares a D-fructofuranosa, siendo este el intermedio clave para la
reaccion.!>1152 Basandonos en los sistemas bifasicos organico/acuoso presentados por Roman-
Leshkov y colaboradores,’! verificamos que las herramientas y metodologias disponibles en
nuestro laboratorio eran las adecuadas tanto para el proceso de produccion de HMF como su
posterior purificacion, utilizando el modelo disponible mas simple. Esta etapa exploratoria
permitié obtener cantidades significativas de HMF (1) que fueron posteriormente empleadas

en las etapas posteriores de sintesis.

En la Figura 8 se esquematizan las reacciones basicas observadas para la D-fructofuranosa en
un medio acuoso acido bajo calentamiento no pirolitico. En ausencia de una fase extractiva y
con un tiempo de exposicion lo suficientemente prolongado, los productos mayoritarios
esperables son AL (2) y AF. La presencia de una fase extractiva permite captar el HMF a
medida que este se produce y por tanto es ideal cuando HMF es el producto de interés. Como
en todo proceso extractivo, existe un reparto entre fases y la fraccion remanente de HMF en la
fase acuosa es capaz de seguir reaccionando. Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas

en 1.3, se optd por utilizar THF como disolvente en las pruebas con sistemas bifasicos.

AL,2 ©
HO O OH -3H,0 HOH,C o} +2H,0 \’(\)‘\OH
- - | CHo — > o +
HOY OH /
OH HCOOH
D-fructofuranosa HMF, 1 AF

Figura 8. Esquema general para la transformacion de D-fructosa a HMF o en su defecto dacido levulinico y
dcido formico.

Adicionalmente, se probo la sintesis directa de 5-(etoximetil)furfural partiendo de D-fructosa
teniendo en cuenta las condiciones optimizadas reportadas en el trabajo de Morales y

colaboradores (Figura 9).!>3 La sintesis de 3 se llevd a cabo principalmente para contar con un
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derivado éter de HMF a ser utilizado como material de partida alternativo. En las condiciones

de reaccion siempre se observa la formacion de levulinato de etilo como producto secundario.

HO 0 OH EtOH

- DMSO +
HO" OH \lf CHO Y\)J\

OH 116 °C

Figura 9. Sintesis de 5-(etoximetil)furfural y levulinato de etilo a partir de D-fructosa.

Los experimentos propuestos fueron estudiados bajo irradiaciéon de microondas como fuente
eficiente de calentamiento (reactor multimodo), ajustando temperatura, potencia de irradiacion
y tiempo de exposicion, puesto que las condiciones experimentales reportadas utilizan fuentes
de calentamiento convencionales por largos tiempos. En la Tabla 4 se muestran los
rendimientos obtenidos para los productos purificados. En la Figura 10 se muestran los
espectros de 'H-RMN del producto aislado en las reacciones de las entradas 1-4 con sus

asignaciones correspondientes.

Tabla 4. Resultados obtenidos para la produccion de HVF y EMF 3 adaptando técnicas previamente
reportadas a la produccion en un reactor de microondas. Se incluyen los rendimientos de AL y LE 4 como
principal producto secundario obtenido en cada reaccion. ND: No determinado.

. Rendimiento* (%)
Entrada Productos Condiciones Tzen.zp ¢

(min) 1 2 3 4
1 5 4 13 - -
P D-Fructosa (7 mmol). HClc) pH 0.6/THF 15 3 10 ) )

1:3.3 (Ve= 13 mL). 160 °C (600 W)

3 HMF (1) y 25 6 8 - -
4 AL (2) D-Fructosa (7 mmol). HCle) pH 0.6/THF 5 51 1 ) )

1:3.3 (V=13 mL). 140 °C (400 W)
D-Fructosa (14 mmol). HClc) pH

5 0.6/THF 1:3.3 (V=25 mL), ditionito de 5 31 ND - -
sodio (3 mol%). 140 °C (400 W)
6 60 - - 9 1
7 EMF (3) y D-Fructosa (2.2 mmol), p-TsOH 13.5 120 - - 54 14
mol%, DMSO 8.3% (v/v) y EtOHabs (V=
8 LE@) 11.1mL). 116 °C (200 W) 180 - - 48 3
9 240 - - 50 25

*Para los compuestos 3 y 4 el rendimiento se calcula a partir de la mezcla.

Comparando las entradas 1-3 para la obtenciéon de HMF (Tabla 4), donde la unica variable es
el tiempo de exposicion, se notd la disminucién en los rendimientos conforme aumentaba la
severidad del tratamiento. En base a esos resultados, se decidid repetir el experimento

reduciendo la temperatura y potencia de irradiacion (Tabla 4, entrada 4); bajo estas condiciones
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se observo una mejora respecto a las condiciones anteriores. Por ultimo y con el objetivo de
producir HMF en mayor cantidad, se hicieron dos lotes en paralelo donde se duplic¢ la cantidad
de fructosa utilizada y se agrego6 ditionito de sodio para evitar la descomposicion de HMF
(Tabla 4, entrada 5);'>* al finalizar, se juntaron las mezclas de reaccion y se procesaron como
una Unica reaccion. En este caso, la disminucion en el rendimiento de HMF podria atribuirse a
dos factores: mayores cantidades de fructosa requieren mayores tiempos de reaccion y/o la
presencia de ditionito de sodio, un agente reductor. En el trabajo de Roman-Leshkov y Dumesic
del cual se adaptaron las condiciones para la produccion de HMF, reporta un rendimiento de
78%, sin embargo este fue calculado mediante un analisis por HPLC y no corresponde al
producto aislado.’! Nuestros resultados indicarian que la produccion de HMF a partir de D-
fructosa u otras fuentes de azlicares utilizando microondas como método de calentamiento
podria lograr disminuir los tiempos de reaccion al mismo tiempo que se trabaja en condiciones

mas suaves.

Dado que el objetivo de estos experimentos fue la obtenciéon de HMF para su posterior uso, se
implementd un work-up bésico (con agregado de solucion saturada en NaHCO3) con el cual se
logré una facil separacion de HMF y el AL formado, previo a su purificacion por cromatografia
en columna. En el inserto de la Figura 10 se presentan los espectros del producto obtenido
(Tabla 4, entradas 1-4), en los mismos se observan multiples sefiales de menor intensidad en la
region correspondiente a protones de aldehido y furdnicos. Ante esta situacion, luego de tener
el producto en mayores cantidades (Tabla 4, entrada 5), se aplicé un protocolo previamente
reportado para la cristalizacion de HMF utilizando éter etilico a -20° C, con el objetivo de
aumentar su pureza.'>> Luego de la filtracion, se analizo el sobrenadante por 'H-RMN vy se
encontrd un compuesto con el mismo patréon de sefales que el HMF cristalizado (Figura 10,
espectro en verde) donde las diferencias observadas correspondian al proton de aldehido, el
proton furdnico en posicion 4 y el metileno en posicion 5 (Figura 10, espectro en rojo). El
compuesto encontrado corresponde al dimero formado por la unién de dos unidades de HMF
mediante un enlace éter en los carbonos 6, lo cual se confirmé por comparacion del espectro
de "H-RMN con uno previamente reportado.'>* El producto 1 cristalizado, filtrado y lavado fue

utilizado en etapas posteriores.
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7.28 CDCI3
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Figura 10. Espectros 'H-RMN de HMF y dimero de HMF, en verde y rojo, respectivamente. El dimero de HMF
formado es uno de los productos secundarios durante la sintesis de HMF a partir de D-fructosa.

En las entradas 6 a 9 de la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para la sintesis de los
derivados 3 y 4. La resolucion en la separacion cromatografica de los mismos no fue suficiente
y por tanto se obtuvieron mezclas cuya proporcion se determin6 por analisis de la integracion
de las sefiales en los espectros de 'H-RMN. Para ello se empled el sistema de ecuaciones
mostrado en la Figura 11, donde se incluye como ejemplo el espectro de una de las mezclas
(entrada 7, Tabla 4, relacion aproximada 4:1 para derivados 3 y 4). Si bien el trabajo donde se
reportaban condiciones similares de sintesis alcanzaba rendimientos mayores sin tener en
cuenta la purificacion del producto (alrededor de 40 y 80% a las 2 y 8h de reaccion
respectivamente), el uso de microondas logré mayores rendimientos en menor tiempo.'>* Dado
que seria de esperar que la cetona del compuesto 4 presente menor reactividad que la
funcionalidad aldehido de HMF en la primer etapa de la sintesis propuesta, un acople C-C
mediante reaccion de Wittig, se decidid que era suficiente utilizar las mezclas obtenidas para
realizar las pruebas correspondientes, esperando ademas que el producto de tal reaccion fuese

facilmente separable de 4.
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Figura 11. Espectro 'H-RMN de una mezcla de los derivados 3 y 4 con la asignacion correspondiente en azul y
rojo para EMF y LE, respectivamente. Las ecuaciones utilizadas para el calculo de proporciones emplean el
valor de las integrales de las sefiales correspondientes a Ha(3), Hp (4) y el peso total de la muestra para
determinar la cantidad en moles de cada uno de los compuestos.

Con los resultados obtenidos en las pruebas de concepto y habiendo presentado un proyecto de
Iniciacion a la Investigacion ante CSIC, el cual fue aprobado y financiado, se logré llevar a
cabo el estudio de la produccion de HMF a partir de biomasa (cascara de arroz y pajilla de
trigo) en el marco de una pasantia de investigacion en el grupo de Bosques, Naturaleza y
Biomasa de la Universidad de Copenhague (Dinamarca) con la supervision del Prof. Claus

Felby y la Dra. Yohanna Orozco.

En primer lugar, fue necesario definir la metodologia a utilizar para la cuantificacion de HMF.
Generalmente, la cuantificacion de HMF se realiza por RP-HPLC con un detector UV.?® La
cuantificacion directa por espectroscopia UV no es recomendable en presencia de compuestos
con cromoéforos que pueden interferir en el andlisis, como por ejemplo furfural, AL
(dependiendo de su concentraciéon) o huminas, ya que estas ultimas tienen en su estructura
fragmentos furdnicos provenientes de HMF y/o furfural.’® Sin embargo, existen metodologias
que permiten cuantificar mezclas furfural/HMF por diferencia de absorbancias con o sin
modificaciones quimicas posteriores.!*®!137 Alternativamente, es posible resolver el problema
de superposicion de sefales espectrales utilizando métodos quimiométricos como resolucion
curva multivariable-minimos cuadrados alternados (MCR-ALS) para lograr una resolucion

adecuada.!>®!> La principal ventaja de aplicar MCR-ALS consiste en que no es necesario
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conocer o incluir los interferentes en la construccion de modelos informaticos para la
cuantificacion. Esta estrategia ha sido validada para la cuantificacion de mezclas HMF/AL.!°
Para que las sefiales correspondientes a AL sean lo suficientemente intensas como para
interferir con las sefiales de 2-furanaldehidos, este debe estar presente en un rango de
concentracion de 10-100 mM al realizar las diluciones. AL es el producto mayoritario cuando
no se utiliza una fase extractiva que pueda prevenir la rehidratacion del HMF, por lo tanto no
se esperaba que este interfiera.”® Los resultados de las pruebas de concepto con D-fructosa
mostraron que un sistema bifasico permite obtener HMF como producto principal, lo cual
también se cumplié en los experimentos posteriores partiendo de biomasa, por lo que AL no
fue un interferente detectable por espectroscopia UV a las concentraciones de trabajo en ningiin

caso.

Se prepararon mezclas con concentraciones conocidas de furfural y HMF para la generacion
de un modelo MCR-ALS con la herramienta PLS Toolbox 2.0 teniendo en cuenta las
concentraciones reportadas por Terra y colaboradores.!® En la seccién de Materiales y
Me¢étodos se detallan los pasos para la construccion del modelo para cuantificacion simultdnea
de furfural y HMF. El modelo es capaz de deconstruir espectros y asignar una puntuacion para
cada uno de los elementos, los cuales se corresponden con los espectros de los compuestos
puros (Figura 12 A). Las puntuaciones o scores resultantes de las mezclas de concentracion
conocidas se utilizaron para la construcciéon de curvas de calibracion (Figura 12 B). La
validacion metodologica fue realizada con los espectros de mezclas que fueron excluidas con

ese proposito desde un principio utilizando un algoritmo incorporado en el paquete utilizado.

0.12 T - v —= v T r 140 : : . :
A A —— Furura B. . 5 7 o HMF | LY
0.10 } / HMF_) 120 ¢ ¢ Furtural A
/ \ g y = 17.038 x + 4.5238 i
0.08 ‘ = 100 R?=0.82877 . y/ 1
/ \ | 5
0.06 / ‘ & . ‘e
/ g e 4w
0.04 / \ 2 o o
\ 8
= y=11
0.02 | \v/ \ :
\
0 — < T T T T T - L
220 240 260 280 300 320 340 6 8 10 12
Longitud de onda (nm) Scores

Figura 12. En A se muestran los espectros resueltos de HMF y furfural que coinciden con los de los compuestos
puros (no incluidos) y en B las curvas de calibracion que se obtuvieron a partir del modelo, utilizando MCR-
ALS.
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Antes de iniciar los experimentos para la produccion de HMF se realizd un andlisis
composicional de la biomasa a ser utilizada, para lo cual se aplicaron los protocolos de NREL
para determinacion de carbohidratos estructurales, lignina y cenizas.!®!:!¢2 De esta forma se
pudo calcular los rendimientos molares de HMF en base a la cantidad de hexosas de cada
muestra. Para la verificacion de resultados del andlisis composicional se realizd la
determinacion en paralelo de componentes de una muestra estandar de pajilla de trigo (material
de referencia, NIST). Todas las muestras fueron sometidas a un pretratamiento cuyas
condiciones no son suficientes para la digestion y deshidratacion de celulosa y por tanto no
comprometen la produccion de HMF. El pretratamiento consistio en 4 lavados secuenciales
con agua y etanol en un sistema de extraccion automatizado a 100 °C y 110 bar -mediante
agregado de N»-. Los lavados con etanol aseguran la eliminaciéon de material resinoso que
puede coprecipitar durante la filtracion poshidrolisis 4cida, causando dificultades en la
filtraciéon y una sobrestimacion del contenido de lignina; por otra parte el agua sirve para
eliminar material inorgdnico, material nitrogenado, azlicares acidos, y azlicares no estructurales
que pueden interferir en el analisis de carbohidratos estructurales.!®3 En la Tabla 5 se muestran
los resultados obtenidos del andlisis de composicion realizado para la cascara de arroz (RH,
por sus siglas en inglés) y pajilla de trigo (WS, por sus siglas en inglés), siendo este ultimo el
material de referencia utilizado. Estos valores, en conjunto con los porcentajes de humedad de
las muestras, se utilizaron para conocer la cantidad exacta de hexosas presentes en los

materiales de partida utilizados.

Tabla 5. Resultados de andalisis composicional de material pretratado con H>O/EtOH en ASE 350. Los
resultados se expresan como porcentajes. Se incluyen valores esperados para material de referencia utilizados
para la validacion del analisis.

Inorganicos

Biomasa Extractivos  Lignina  Glucanos  Xylanos  Galactanos  Arabinanos — Mananos  Total
estructurales

RH 19.7 12.8 26.3 26.4 8.6 0.9 1.5 0.0 96.0

WS 7.7 18.1 ND 37.9 14.8 0.8 2.9 0.0 82.1

WSrer* 6.5 17.1 15.0 33.6 19.3 0.6 2.2 0.0 94.3

* Valores esperados para el material de referencia utilizado. ND: no determinado

Dado que se contaba con cantidades suficientes del material de referencia, se decidi6 incluirlo
en las pruebas de produccion de HMF. La estrategia elegida para el tratamiento de la biomasa
lignocelulodsica fue la hidrélisis y deshidratacion en medio acido presurizado. Para definir las
condiciones del tratamiento nos basamos en las condiciones reportadas por Bevilaqua y
colaboradores para la produccion de AL a partir de cascara de arroz, donde las condiciones que
maximizaban el rendimiento de AL utilizaban HCl o H2SO4 a concentraciones de 4.0-4.5 %

m/m, sustrato al 10% m/v en relacion a la fase acuosa, 170 °C de temperatura, y tiempos de
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exposicion de entre 60-90 minutos.”® Siendo HMF un producto intermedio en la produccion de
AL, optamos por disminuir los tiempos de exposicion, mantener la temperatura, agregar una
fase orgéanica para la extraccion continua de HMF y mantener la relacion biomasa/fase acuosa.
En nuestros experimentos fijamos la concentracion de acido a 4.5 % e incluimos al 4cido

metanosulfonico como alternativa mas verde.!*

Teniendo en cuenta resultados previamente
reportados sobre la solubilizacion de celulosa, donde se utilizaron concentraciones menores de
acido y sistemas H>O/THF, nuestras condiciones serian ampliamente suficientes para lograr
una solubilizacion completa.®® Estudios de estabilidad de HMF han demostrado que el
agregado de ditionito de sodio (Na>S204, SDT) a las mezclas de reaccion resulta util para evitar
la descomposicion de HMF pudiendo mejorar los rendimientos, por lo que se decidid probar

condiciones de tratamiento que lo incluyesen.!>*

Enla Tabla 6 se resumen las condiciones de reaccion utilizadas para la digestion de los distintos
materiales de partida empleados y los rendimientos de HMF obtenidos en cada caso. Si bien
en ausencia de acido no se detectd formacion de HMF, interesantemente, por inspeccion visual
de los espectros UV se identificaron sefiales con patron de 2-furanaldehido atribuidas a la
formacion de furfural por auto-hidrdlisis y deshidratacion de pentosas, componentes de la
hemicelulosa (Tabla 6, entradas 1-4; Figura 13, curvas sefialadas). A su vez, se observé que el
agregado de SDT inhibe la formacién de furfural. La ausencia de furfural en las demas

condiciones se atribuyo a su descomposicion en las condiciones de trabajo.

Tabla 6. Resultados de produccion de HMF a partir de biomasa con cuantificacion por MCR-ALS/UV. Los
mismos se expresan como el promedio de los rendimientos obtenidos con sus respectivas desviaciones estandar.

Entrada | 4.5 % m/m dcido 2 % m/myiomasa aditivo  Tiempo (min) Rendimiento HMF (%)
WS RH
1 - - 30 ND ND
2 60 ND ND
3 SDT 30 ND ND
4 60 ND ND
5 H>SO4 - 30 42.1+3.0 | 46.7+0.2
6 60 10.1+3.9 10.6 +£5.8
7 SDT 30 259+£58 13.8+6.2
8 60 430+£2.2 (432+124
9 HCl - 30 10.8 +£3.3 12.9+43
10 60 28+164 | 31.1+19.1
11 SDT 30 199+16.7 | 19.6+15.5
12 60 20.1+£7.1 89+32
13 MeSOs;H - 30 16.1£1.1 13.1+£2.1
14 60 434+34 | 57.8+6.5
15 SDT 30 104+1.6 55+1.5
16 60 18.6+24 6.0+1.2

* WS: pajilla de trigo; RH: cdscara de arroz; ND: no detectado.
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Las condiciones de las entradas 5, 8 y 14 en de la Tabla 6 indican cuales son las condiciones
Optimas encontradas en este estudio. Se demostro que el agregado de una sal reductora, como
el ditionito de sodio, puede mejorar el rendimiento obtenido para tiempos de reaccion
prolongado al utilizar H>SOs, ya que este es de caracter oxidante (comparar entradas 6 y 8). En
el caso de un 4cido mas suave, como seria el acido metansulfonico (MeSOsH), el agregado de
la sal reductora no mostrd efectos positivos en el rendimiento de HMF (comparar entradas 14
y 16). Ademas, la mejor condicion al utilizar este acido fue la correspondiente al mayor tiempo
de exposicion ensayado (entrada 14). En cuanto a los tratamientos con HCIl (Tabla 6,
condiciones 9-12), la condicion descrita en la entrada 10 dio mejores resultados para ambos
materiales de partida, sin embargo, en comparacion a los obtenidos con los demads 4cidos, los
rendimientos con HCIl fueron significativamente inferiores. Los resultados obtenidos
mostraron una tendencia distinta a la de sistemas monofasicos utilizados para obtener AL a
partir de cascara de arroz, donde a la misma temperatura y con un tratamiento analogo los
rendimientos de AL son superiores al reemplazar con HCL® Por altimo, se observo que los
resultados obtenidos para ambos materiales de partida fue muy similar, coincidiendo aquellas

condiciones donde se maximizan los rendimientos de HMF.
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Figura 13. Espectros UV tomados de muestras preparadas por dilucion de la fase organica para las
condiciones de auto-hidrolisis (Tabla 3, entradas 1-4).

En los experimentos llevados a cabo para la evaluacion de condiciones de reaccion no se aisld

el producto en ningun caso, dado que las cantidades obtenidas eran muy pequenas debido a la
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escala de trabajo (100 mg de biomasa por experimento). En una etapa siguiente seria de interés
replicar los experimentos en las mejores condiciones aumentando la escala de trabajo y trabajar

en la obtencion del producto aislado.

En referencia a nuestra propuesta de utilizar resinas funcionalizadas como nueva estrategia
para el aislamiento y purificacion de HMF, decidimos generar una resina “scavenger” con el
objetivo de lograr la union reversible de aldehidos aromaticos a la misma. Para ello se llevo a
cabo la funcionalizaciéon de una resina Merrifield con monohidrato de hidracina (Esquema 6).

Esta reaccion se encuentra previamente descripta y transcurre de forma cuantitativa.'

cl NHNH,H,0 NHNH,

L

DMF, N, atm, T.A. 5

Esquema 6. Funcionalizacion de resina Merrifield para generar una resina scavenger de aldehidos aromdticos.

Una vez obtenida la resina “scavenger”, se iniciaron estudios preliminares referentes al anclaje
y desanclaje de aldehidos aromaticos en busqueda de condiciones Optimas para realizar la
purificacion de este tipo de compuestos de mezclas complejas, como seria un hidrolizado de
biomasa lignocelulésica en las condiciones estudiadas. En su trabajo, Zhu y colaboradores,
utilizan una resina analoga a la sintetizada segun el Esquema 6 y describen un protocolo de
anclaje y desanclaje validado para una serie de aldehidos aromaticos, obteniendo resultados
variables en cuanto a rendimieto y pureza.!s> En el Esquema 7 se presenta la estrategia general,
basada en aquella previamente reportada para otros aldehidos aromadticos e incluimos nuevas

condiciones tanto para el anclaje como el desanclaje.

NHNH Furfural N H+NH Furfural NH& H
) — =<
A Z B

Esquema 7. Anclaje y desanclaje de furfural a una resina Merrifield-hidracina. A. Condiciones de anclaje:
MeOH, AcOH 3% (v/v), atm N2, 24 h, T.A. (Zhu y colaboradores); MeOH, EtsN 5% (v/v), atm N2, 24 h, T.A.;
MeOH, AcOH 3% (v/v), 80°C, 20 min o 100°C, 10 min, MW (100 W). B. Condiciones de desanclaje: THF,
Acetona (exceso), HCI (c) (6 mmol), 30 min, T.A..

Se optd por realizar las primeras pruebas con furfural, puesto que este es un reactivo comercial
y plataforma quimica barata y accesible. Durante las pruebas, se observo que cuando el anclaje

se llevo a cabo en medio 4cido, la resina tomaba un color rojizo lo cual se asoci6 a la formacion
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de la sal de iminio. Al llevar a cabo el anclaje asistida por trietilamina, la resina no presentd
ninguna coloracién. Al culminar cada condiciéon de desanclaje ensayada, se filtrdé y se
monitorizd mediante cromatografia en capa fina (TLC). Al replicar las condiciones de
desanclaje del trabajo citado se observo una descomposicion total de la muestra. Disminuyendo
la cantidad de 4cido utilizado a una concentracién 10 mol %, el analisis cualitativo por TLC
reveld la presencia de furfural, pero aiin se notaba una presencia importante de productos de
descomposicion, por lo que el protocolo de desanclaje ain requeriria mas ajustes.
Alternativamente, se probd una condicién de desanclaje por desplazamiento por acetona en

medio acido utilizando AcOH 3% (v/v), sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos.

Dado que los resultados obtenidos en estas pruebas de anclaje-desanclaje son muy
preliminares, seria razonable realizar mas pruebas antes de descartar la viabilidad de este
método de purificacion. En caso de obtener resultados positivos seria de interés diversificar los
aldehidos utilizados, para notar si existe realmente una selectividad por aldehidos aromaticos
y finalmente que la resina sea ttil para el aislamiento de estos, cuando estan presentes en una

mezcla compleja como seria un hidrolizado de biomasa lignoceluldsica.
3.2 Sintesis de derivados de acidos grasos de furano (AGF)

Siguiendo la planificacion detallada en la seccion 2.3.2, la sintesis de AGFs se inicié con la
obtencion de las sales de fosfonio que permitirian acoplar al nticleo furdnico una cadena con la
cantidad necesaria de carbonos para lograr compuestos andlogos a Fs (seccion 1.4). Si bien el
plan inicial implicaba el uso de sales de fosfonio soportadas con la posibilidad de una facil
recuperacion y reutilizacion, dado los resultados que se describen més adelante se sintetizaron
también las sales de fosfonio para reacciones de Wittig convencionales (en solucion). Asi, se
sintetizaron un total de 4 sales de fosfonio (6a-b y 7a-b), dos de las cuales correspondian a las
sales de fosfonio soportadas sobre una resina (Tabla 6), partiendo de acido 10-bromodecanoico,
10-bromodecanoato de etilo, trifenilfosfina y/o una resina comercial con un “linker”

trifenilfosfina.

Las condiciones de reaccion utilizadas en la sintesis de las sales de fosfonio soportadas en
resina 6a y 6b con calentamiento asistido por microondas fueron propuestas en base a trabajos
previos de nuestro grupo de investigacion, obteniéndose las mismas con excelentes
rendimientos en cortos tiempos de reaccion (entradas 1 y 2, Tabla 6).!4!

144

La sal de fosfonio 7a se sintetizd siguiendo condiciones previamente descritas, ** obteniéndose

rendimientos de 77 y 95% en tolueno y acetonitrilo, respectivamente (entradas 3 y 4, Tabla 6).
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Adicionalmente, se evalu6 el uso de calentamiento asistido por irradiaciéon de microondas con
el objetivo de reducir tiempos de reaccion. Asi, se lograron rendimientos de 69 y 88% para la
misma reaccion en acetonitrilo a 120 °C durante 1h y 160 °C durante 2h, respectivamente. Se
evalud también la condicién con calentamiento asistido por microondas a 160 °C durante 2h
para la sintesis de 7b, la cual se obtuvo con un rendimiento de 82%. De esta forma, se lograron
altos rendimientos de reaccidon disminuyendo en casi en 10 veces el tiempo de las mismas. Las
sales libres, 7a y 7b, resultaron ser muy higroscdpicas, muy dificiles de cristalizar y por lo
tanto se liofilizaron para minimizar el contenido de agua antes de ser utilizadas. En general,
observamos que la sintesis de sales de fosfonio, tanto soportadas como libres, se ven muy
favorecidas por el uso de microondas, lo cual estd en consonancia con el sexto principio de la

quimica verde referente a la eficiencia energética.

Tabla 6. Condiciones ensayadas para la obtencion de sales de fosfonio

o) Ri o)
Condiciones | @
R-PPh, + Br —— >  PhpP
OR, o OR,
9 Br 9
Reactivos
Entrada Condiciones Producto R (%)
R: R:
1 Resina H NMP, 160 °C (MW), 5min 6a 90
2 Resina Et NMP, 160 °C (MW), 10min 6b 94
3 Ph H MeCN, reflujo, 24h Ta 95
4 Ph H Tolueno, reflujo, 24h Ta 77
5 Ph H MeCN, 120 °C (MW), 1h 7a 69
6 Ph H MeCN, 160 °C (MW), 2h 7a 88
7 Ph Et MeCN, 160 °C (MW), 2h 7b 82

En primera instancia, contando con las sales de fosfonio 6a y 6b soportadas iniciamos nuestras
primeras pruebas de acople utilizando como aldehidos a HMF (1), 5-etoximetilfurfural (3) o
furfural, siguiendo diversas condiciones de reaccion (bases, disolventes y temperatura) sin
obtener los productos deseados (Tabla 7). La logica de las reacciones de Wittig depende del
tipo de base utilizada en la formacién de iluros y su seleccion depende de la acidez de la sal de
fosfonio en cuestion, pudiéndose también entender esto tltimo por la estabilizacion de iluros
mediante estructuras de resonancia.!®%17 Si bien nuestras sales de fosfonio formarian iluros de
tipo no estabilizados (pka 20 aprox.), requiriendo el uso de bases fuertes, igualmente al inicio
evaluamos el uso de una base débil como el carbonato de potasio basado en el trabajo de

Westman. 68

Este describe una combinacién eficiente en un solo paso de calentamiento por
microondas y el uso de trifenilfosfina con soporte s6lido para reacciones de Wittig, condiciones

que se encuentra en consonancia con la quimica verde. Cuando ensayamos la reaccion
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partiendo de HMF y la sal de fosfonio 6a bajo calentamiento asistido por microondas a 150 °C
no evidenciamos formaciéon del producto de interés (entrada 1, Tabla 7). Posiblemente el
resultado se deba a la utilizacion de iluros no estabilizados, marcado la importancia del tipo de

sal de fosfonio y la necesidad de condiciones de reacciéon més drasticas.

Tabla 7. Condiciones ensayadas en la reaccion de Wittig en fase solida.

? 0 i) Base, Condiciones
""""""""""""" > COR
thF’@\H)k ) /@\ /M o 9
S ii) Rs —
Br 9 OR2 R3 o CHO (@) 8 O_PPhZ
T.amb, 24h 8a (Ryy Rg = H)
Entrada R R; Condiciones
1 H CH:0OH (HMF, 1) K2COs, EtOH/H-0, 150 °C (MW), Smin®
2 H CH:0H (HMF, 1) LiOH, THF/i-PrOH ®
3 Et CH:0OH (HMF, 1) NaH, THF ®
4 Et CH:0CH:CHjs (3) NaH, THF ®
5 Et CH20CH:CHs (3) +-BuOK, THF ®
6 H H (Furfural) NaH, THF b<
7 H H (Furfural) -BuOK, THF b4

@ Los reactivos se colocan todos juntos en el reactor de microondas. ® Se agita a T.A. durante 1h, seguidamente
se afiade el derivado aldehido. © Se obtiene el producto 8a en un 20%. ¢ Se obtiene el producto 8a en un 11%.

Las siguientes condiciones ensayadas para la misma reaccion fueron incrementando la fuerza
de la base utilizada, LiOH (a temperatura ambiente y con calentamiento), -BuOK y NaH, no
obstante, no se evidencié formacion de producto en ningun caso (entradas 2-5, Tabla 7).
Considerando antecedentes exitosos de la formacion del iluro a partir de la sal de fosfonio 6a
utilizando #-BuOK como base y de una Wittig convencional con un derivado de furfural,!%416
se repiten las reacciones con la base mencionada o NaH para la formacion del iluro con

posterior agregado del aldehido 3, buscando descartar la posible interferencia del grupo

hidroximetilo en posicidn 5, sin embargo no se evidenci6 la formacion del producto olefinico.

Dadas las dificultades encontradas en esta etapa, se decidi6 realizar més pruebas con furfural,
cuyas ventajas son la ausencia del grupo hidroximetilo/etoximetilo, reduciendo el espectro de
posibles reacciones secundarias, ademas de ser un reactivo con un costo bastante menor.
Utilizando furfural en lugar del aldehido 3 se observd la formacion del producto 8a con
rendimientos de 11 y 20% cuando se utilizé +-BuOK y NaH como bases, respectivamente
(Entradas 6 y 7, Tabla 7). Se determin6 que el producto aislado de la reaccion con NaH
corresponde al estereoisomero Z por analisis de constantes de acoplamiento de las sefiales de

protones olefinicos en el espectro de 'TH-RMN (J = 11.8 Hz). Una posible explicacion a la nula
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o baja reactividad de las sales de fosfonio unidas a soporte polimérico en la reaccion de Wittig
puede deberse a la elevada carga de la resina original (resina de trifenilfosfina 3 mmol/g),
sumado al largo de la cadena carbonada utilizada para generar las sales de fosfonio 6a y 6b,
situacion que podria provocar un gran impedimento en el acceso del aldehido al sitio activo de

reaccion en la fase solida.

La reaccién de Wittig es comunmente utilizada para ejemplificar una reaccion con economia
atdmica pobre y su inclusidn en nuestra ruta propuesta se justificaba por el facil aislamiento de
productos al trabajar en fase sélida y la posible reutilizacion de la resina. Sin embargo, los
bajos rendimientos obtenidos nos llevaron a probar reacciones de Wittig convencionales para
comparar los resultados y evaluar la hipétesis de que la baja reactividad se podria deber a poca
accesibilidad de los sitios activos en la resina y a su vez obtener producto en mayores

cantidades.

En la Tabla 8 se muestran las condiciones de reaccion de Wittig en solucion ensayadas y los
resultados obtenidos para cada una de ellas. Se utilizé un equivalente adicional de base cuando
la sal de fosfonio presentd un grupo acido carboxilico (derivado 7a, Tabla 8). Cuando se trabajo
con la sal de fosfonio del éster etilico 7b se logrd aislar también el producto de hidrolisis de la
olefina resultante, por tanto, se indica entre paréntesis el porcentaje correspondiente a 8a en
esos casos. Considerando la suma de los porcentajes para el caso de aquellas reacciones donde
se observan ambos productos, si bien estos son inferiores al 50 % en todos los casos, estos son
bastante superiores a los obtenidos en fase sélida. El grado de conversion de furfural se siguid
de forma cualitativa por TLC, observandose su casi completa desaparicion en todos los casos.
En las reacciones donde se utilizé ~-BuOK o NaH, las sales de fosfonio se encontraban
recientemente liofilizadas; por el contrario, las sales tenian un tiempo mayor luego de
liofilizadas cuando se utilizO NaHMDS como base,!°! 1o cual podria influir en el rendimiento

obtenido.

En lineas generales, se obtuvieron mejores resultados utilizando la sal de fosfonio 7b, a pesar
de la hidroélisis competitiva sobre el grupo éster (entrada 5 vs 6, entrada 9 vs 10, Tabla 8). Si
bien la reaccion de Wittig fue realizada bajo atmdsfera de nitrogeno y con el agregado de
tamices moleculares con la finalidad de reducir la cantidad de agua al minimo en la mezcla de
reaccion, utilizado NaH como base y THF como disolvente, se obtuvo el producto de hidrolisis
casi en las mismas proporciones que el éster (entrada 8, Tabla 8). Al agregar DMSO como
codisolvente, se promovi6 la solubilizacion de las sales de fosfonio, se redujeron los tiempos

de reaccion a 1h y en consecuencia se disminuyd la hidrolisis del éster (entradas 6, 10 y 11,
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Tabla 8). Ademas, se utilizo6 LiBr como sal auxiliar de la base NaHMDS puesto que otros
trabajos utilizan LIHMDS como base, y el litio podria llegar a asistir formando aductos de
Lewis.!% Al igual que para el producto obtenido en la reaccion Wittig en fase solida, el analisis
por 'H-RMN mostro la presencia de un unico producto tanto para 8a como 8b obtenidos en
condiciones de Wittig en disolucion, los cuales corresponderian al estereoisomero Z
considerando la constante de acoplamiento de 11.8 Hz para los protones olefinicos. De todas
formas, la estereoisomeria seria irrelevante para nuestra ruta sintética puesto que el paso

siguiente implicaria la hidrogenacion de las olefinas generadas.

Tabla 8. Condiciones ensayadas en la reaccion de Wittig en solucion.

8a-R,=H;Ry=H

B r@ o) i) Base, Condiciones - 8b-Ry=Et; Ry=H
Ph3P®\H)J\ i) /@\ R M CO4R, P
9 ORe R Ng” SCHO = 0 8
Entrada | R, R; Base / eq Condiciones" (RC;;’Z:':: zf:zst:‘t)o )

1 K2COs3/4.6 Dioxano/H>O, reflujo, 8h Np

2 H CH2OH (HMF, 1) K2COs/5.1 THF/H0, refluyjo, 8h Np

3 t-BuOK /3.4 THF, T.A., 24h Np

4 u H (furfural) -BuOK /2.4 THF, T.A., 24h Np

5 t-BuOK /2.4 THF/DMSO, T.A., 1h 8a (5%)

6 Et H (furfural) -BuOK / 1.4 THF/DMSO, T.A., 1h 8b (28%), 8a (6%)
7 H H (furfural) NaH /2.4 THF, T.A., 24h 8a (20%)

8 Et H (furfural) NaH / 4.0 THF, T.A., 24h?* 8b (24%), 8a (18%)
9 H H (furfural) NaH /2.4 THF/DMSO, T.A., 1h 8a (12%)

10 Et H (furfural) NaH /2.4 THF/DMSO, T.A., 1h | 8b (28%), 8a (13%)
11 | Bt H(furfural) | NaHMDS/1.1 DBP THF”thSO’ TA., 8b (17%)

Np: no se obtuvo el producto deseado. * Las reacciones fueron realizadas bajo atmosfera de nitrogeno y en
presencia de tamices moleculares.

Dados los bajos rendimientos obtenidos, se decidié explorar dos nuevas rutas sintéticas
alternativas para la sintesis de derivados de AGF. Cada una de las alternativas realiza el acople
de plataformas quimicas seleccionadas de manera distinta. La primera de las nuevas estrategias
disefiadas implica llevar a cabo el acople entre vinil derivados de HMF y 10-undecenoato de
metilo mediante metatesis cruzada de olefinas, seguido de la hidrogenacioén del nuevo doble

enlace generado (Esquema 8).
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A_ O _cho [PhPCHiIBr p O /\M%‘\OMe J~o o
U E—— U/\ """"""""" >
Wittig i. Metatesis de = OMe

olefinas con 10
R = CH,0H o CH,0Boc catalizador
ii. Reduccion

Esquema 8. Estrategia sintética para la obtencion de derivados de AGF via reaccion de metatesis.

Esta propuesta se bas¢ inicialmente en el trabajo de Kawai y colaboradores; donde se estudid
la reaccion de metétesis cruzada de vinil heterociclos aromaticos utilizando el catalizador de
Grubbs y Schrock, con rendimientos de moderados a buenos.!¢%!7" En este contexto, Lee y
colaboradores describieron recientemente la sintesis del derivado Fs de AGF, mediante
estrategia de metatesis cruzada en la cadena lateral seguida de hidrogenacion catalitica.!’® En
el Esquema 8 se presenta la estrategia propuesta, en primera instancia la obtencion de derivados
2-vinilfurano mediante reacciones de Wittig, siguiendo nuestra linea previa de trabajo; en
segundo lugar, el acople C-C mediante reacciones de metatesis cruzada entre las olefinas
obtenidas y acidos grasos w-insaturados, en particular el acido 10-undecenoico (o sus
respectivos ésteres) y finalmente la hidrogenacion de olefinas. El 4cido mencionado es una
plataforma quimica que se obtiene a partir del aceite de ricino de manera sustentable y en esta

propuesta llevaria a producir un AGF con el mismo largo de cadena propuesto inicialmente.!”!

En principio, aun no es posible eliminar la reaccion de Wittig de la ruta sintética (reaccion con
muy pobre economia atdmica), pero al menos para la reaccion entre furfural, HMF o éteres de
HMF y bromuro de metiltrifenilfosfonio se reportan rendimientos superiores al 50% en
comparacion con los rendimientos obtenidos para otras reacciones de Wittig mostrados en
nuestro trabajo.>172 En la Tabla 9 se muestran los rendimientos obtenidos mediante reaccion
de Wittig para los dos 2-vinilfuranos 9 y 10 sintetizados a partir de HMF o su derivado
protegido con el grupo Boc, respectivamente. Se busco obtener la olefina protegida como
posible ruta de acceso a 5-(etenil)furan-2-aldehido, plataforma con dos grupos funcionales
ortogonales considerando la posterior modificacion via metatesis de olefinas y condensacion
nitroaldolica. Se obtuvieron mejores resultados utilizando HMF como material de partida y

carbonato de potasio como base.
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Tabla 9. Sintesis de 2-vinilfuranos mediante reacciones de Wittig

R 0 cHo [PhyPCH;]Br R o
) e W
R = CH,0H ase
2 (Boc),O/Py 9,R = CH,0H
CH,OBoc DCM, 91% 10, R = CH,0Boc
Entrada R Base Solvente T (°C) t(h) | Compuesto (Rendimiento %)
1 K2COs DCM 40 6 9 (49%)
CH-OH
2 K>COs Dioxano 90 3 9 (60%)
3 NaH THF 0 4* 10 (11%)
CH20Boc

4 t-BuOK THF 0 4% 10 (13%)

* La primera hora de reaccion corresponde a la formacion del iluro en ausencia de aldehido.

Las metatesis de olefinas son reacciones reversibles catalizadas por carbenos metalicos donde
una reorganizacion de olefinas implica un intercambio de sus mitades alquilideno.!”® Si bien
se plantea como una reaccion reversible, la generacion y volatilizacion de etileno podria
trasladar ese equilibrio hacia los productos de metatesis de olefinas terminales. Como parte del
mecanismo, las olefinas se coordinan a un centro metalico a través de un intermedio
metalaciclobutano, que se resuelve y da lugar al intercambio de sustituyentes (Figura 14).174
Pese a que el mecanismo admite multiples arreglos de olefinas, no todas las combinaciones son
posibles y esto se encuentra limitado principalmente por el impedimento estérico dado por
sustituyentes voluminosos tanto en el catalizador como en las olefinas. En particular, se ha
observado que para el caso de reacciones de metatesis cruzada de olefinas, los homodimeros

de 2-vinilheterociclos aromaticos no se forman por esta razon.!7>176

Iniciacién de mecanismo en cadena

Reaccién global

X X
M
X M .

A B X _— ]+I
— —y A B A B \=m 5\ 8 Ca
- 1. o
= X

N c D D c — " X_ ™

A B | __— ]+Q
A B A B

Figura 14. Esquema general para reacciones de metdtesis de olefinas. M es el metal correspondiente
dependiendo del catalizador utlizado y X-C=M se refiere al catalizador como complejo metal-carbeno.
Adaptado de Chauvin.'™

En la Figura 15 se muestran las condiciones de metatesis cruzada ensayadas. Se utilizaron
catalizadores con centro metalico de rutenio: Hoveyda-Grubbs 2da generacion (HG-2), Grubbs
lera y 2da generacién (G-1 y G-2). Estos catalizadores se caracterizan por presentar una

reactividad buena y por ser facilmente manejables en comparacion a catalizadores de
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molibdeno, siendo posible utilizarlo inclusive sin la necesidad de generar una atmosfera inerte
en el caso de HG-2.!77 El unico antecedente que se encontrd para una reaccion similar a esta
corresponde a la metatesis entre 2-vinilfurano y 1-octeno donde se obtuvo un 50% de
heterodimero y 50% de homodimero utilizando Grubbs-lera generacion; y un 78 % de
heterodimero frente a un 14% y 7.8% para homodimeros de l-octeno y 2-vinilfurano
respectivamente con el catalizador de Schrock, el cual tiene como centro metéalico un dtomo de
molibdeno.!” En el mismo trabajo, los autores observaron que la cinética de formacién y
resolucion del intermedio metalaciclobutano de olefinas alifaticas terminales es mas rapida que

con olefinas conjugadas a heterociclos aromaticos.

En base a esto, desarrollamos un protocolo de reaccion donde se mantuvo una relaciéon molar
2-vinilfurano/10-undecenoato de metilo alta mediante adicidon controlada del ultimo. Todas las
reacciones de metatesis fueron llevadas a cabo bajo reflujo de tolueno y en atmodsfera de
nitrogeno en tiempos de entre 5 y 8h. Las pruebas para obtener el heterodimero 11 se hicieron
con el catalizador HG-2 a concentraciones de 2 y 3 mol% y las reacciones para obtener el
heterodimero 12 se hicieron con G-1 y G-2, ambos a concentraciones de 10 mol%. En ningun
caso se detectaron los heterodimeros deseados, sin embargo, en todos los experimentos se
detectd por TLC un tercer compuesto de caradcter muy apolar, el cual fue purificado e
identificado como el homodimero 13 en una de las condiciones (HG-2, 3 mol%), obteniéndose

con un rendimiento de 82%.

o
R N\ Z s “OMe R— | o) Catalizadores
\ / ---------------- > o)

Catalizador, Tolueno, Hoveyda-Grubbs 2da generacién

N, atm, reflujo s OMe Grubbs 1 ..
9,R = CH,0H 11,R = CH,0OH rubbs lera generacion
10.R = CH,0Boc l 12, R = CH,0Boc Grubbs 2da generacién
(0]
MeO W
s OMe

o)
13

Figura 15. Condiciones ensayadas para la obtencion de derivados de AGF mediante metdatesis cruzada de
olefinas con catalizadores de rutenio.

Como tultima estrategia ensayada en esta tesis hacia la sintesis de derivados de AGF se propuso
la ruta mostrada en el Esquema 9. La misma consta de 3 pasos, siendo el primero de ellos la
O-alquilacién de HMF con 10-bromodecanoato de etilo, seguido de reduccion de la funcion

aldehido al alcohol primario correspondiente y por tltimo nuevamente una reaccion de O-
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alquilacion. Mediante el desarrollo de esta estrategia en la presente tesis fue posible obtener
unicamente un derivado de AGF (Esquema 9). Estructuralmente, el compuesto final 16
obtenido a partir de esta ruta, difiere de los productos finales de rutas previamente planteadas
por: a) la presencia de enlaces éter en ambos sustituyentes de las posiciones a; b) el largo de
cadena del sustituyente con el grupo carboxilo terminal (12 vs 11 4tomos); y ¢) la presencia de
un alqueno terminal en la cadena alifatica en posicion 5 del anillo de furano. Este ultimo
sustituyente fue seleccionado inicialmente pensando en ensayar posteriormente condiciones de
nitracion sobre la olefina terminal, con el objetivo de desarrollar un compuesto hibrido

nitroalqueno-AGF.

Inicialmente, teniendo presente como antecedente un trabajo reciente que describe la sintesis
de diversos éteres simples de HMF,!¥” ensayamos algunas variantes al protocolo con la
finalidad de obtener el producto de O-alquilacion partiendo de 10-bromodecanoato de etilo
como agente alquilante. En la Tabla 10 se muestran los rendimientos obtenidos en la sintesis
del éter 14. En un principio se considerd también la obtencion de los &cidos correspondientes
a la alquilacion de HMF con acido 10-bromodecanoico (Tabla 10, entradas 1 y 2). Sin embargo,
como no se logrd obtener el producto de esa reaccion y considerando los antecedentes en los
cuales las evaluaciones de bioactividad se llevaron a cabo con ésteres de AGF, optamos por
seguir unicamente con los ésteres etilicos producto de la alquilacién con 10-bromodecanoato
de etilo.”* Las reacciones correspondientes a las entradas 2 y 4 fueron llevadas a cabo en viales
de reaccion presurizados en un reactor de calentamiento eficiente (Monowave 50, Anton Paar).
De acuerdo con datos basados en célculos termodinamicos provisto por la compafiia que
fabrica el reactor de sintesis Monowave 50, las condiciones de las entradas 3 bajo
calentamiento convencional, podrian ser similares a las de la entrada 4, bajo calentamiento
eficiente (correlacion entre aumento de temperatura y disminucion del tiempo de reaccion). La
adicion de ioduro de potasio permite un intercambio de bromuro-ioduro, siendo el ioduro un
mejor grupo saliente en la reaccioén de sustitucion nucleofilica (SNz) (entrada 3). La adicion
del éter 18-corona-6 promueve la quelacion del cation K*, aumentando la disponibilidad de
ioduro para el intercambio (entrada 4). Su incorporacion al medio de reaccion junto a menor
temperatura y mayor tiempo de reaccion contribuyeron a la mejora observada en el rendimiento

de la reaccion. (Tabla 10, comparar entradas 3 y 4).
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Tabla 10. O-alquilacion de HMF con dacido 10-bromodecanoico o 10-bromodecanoato de etilo.

Br’Hin/OR
RO 40
0 o
HOH,C CHO o \n/w‘o
_ H

Compuesto
Entrada | R Condiciones (Rendimiento)
1 H CsCOs (3.0 eq.), 50 °C, 10 h. -
2 H CsCOs (3.0 eq.), 110 °C (monowave), 0.5 h. -
3 Et CsCOs (1.5 eq), KI (cat.), éter 18-corona-6 (cat.) , 50 °C, 10 h. 14 (23%)
4 Et CsCOs (1.5 eq), KI (cat.), 110 °C (monowave), 0.5 h 14 (13%)

Al realizar la purificacion e identificacion de 14, se separd y eluciddé ademas el producto de
transesterificacion entre HMF y el éster de partida (rendimiento 12%). En la Figura 16 se
muestran los espectros de proton con sus asignaciones correspondientes, pudiendo notarse que
las sefiales minoritarias en el espectro de 14 se corresponden con sefales del producto de
transesterificacion. Las asignaciones de protones del producto principal se corroboraron

mediante espectros bidimensionales COSY, HSQC, HMBC.

He. He Ha He Hs He Hu Hu
OH,C H He
|
He He Hs He Hg He Hg Hg
He
Ha Ho
Hu He
He Hc
,_l L. Jl.al‘ yy __
Ho Ho He He Hs Ha Ha Ha Hs He Hy Hy H_  H H,
o.
OHAC o H,
/ He He Hg He Hé Hs Hf He Hy R Hb
He He
Hi He Ha
Hu
Ha He
Hs ‘LHC
[

9:5 9:0 8:5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 16. Espectros de 'H-RMN del éter 14 (abajo) y el producto de transesterificacion en CDCI; (arriba)
respectivamente.
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La reduccion de la funcionalidad aldehido en 14 al correspondiente alcohol 15 se realizo tal
como se presenta en el Esquema 9, utilizando borohidruro de sodio como agente reductor en
una mezcla de 1-PrOH/MeOH como disolventes, se obtuvo 15 con un rendimiento de 67%.
Concluyendo con la etapa de la Gltima estrategia sintética para la generacion de AGF, se obtuvo
el compuesto 16 mediante O-alquilacion con bromuro de alilo sobre el derivado 15. La reaccion
se llevo a cabo en las mismas condiciones de O-alquilacién de HMF presentadas en la entrada
4 de la Tabla 10, obteniéndose el derivado de AGF 16 con un rendimiento de 21% (3% de

rendimiento global).

,(A)\n/oa
HOH,C E‘O\ﬂ/(")* o NeBH Eto\n/(&
U _° . /\L)’CHQOH

CsCO3 MeCN, KI, i- PrOH MeOH
HMF Eter corona, reflujo 67%
23%
A Br EtO \H/HQ o
—_— (0] ‘

CsCO3, MeCN, KI, (0] /\L)—’\O

Eter corona, reflujo —_\_—.:

21% 16

Esquema 9. Sintesis del derivado de AGF |6 mediante estrategia de reacciones de O-alquilacion partiendo de
HMF.

La correcta asignacion de los protones del derivado 16 fue realizada mediante experimentos de
"H-RMN y COSY (Figuras 17 y 19). La presencia del proton Ha como multiplete en 5.85 ppm
junto a los dobletes en 5.22 (Hc) y 5.13 ppm (Hp, con integracion de 1H cada sefal) evidencian
la presencia de un grupo vinilo, lo cual sumado a la presencia del doblete en 3.95 ppm con
integracion de 2H (Hu), confirman la presencia del agrupamiento alilo. Estas asignaciones se
confirman ademas mediante la correlacion que presentan los protones nombrados en el espectro

COSY (Figura 19).

Por otra parte, la asignacion de los carbonos en el derivado de AGF 16 se realizé mediante el
espectro de '*C-RMN (Figura 18) en conjunto con experimentos de correlacion heteronuclear
HSQC y HMBC (Figuras 20 y 21). En este contexto, mediante el espectro de HSQC podemos
definir cada carbono unido a su proton por correlacion a un simple enlace. Observando luego
el espectro de correlacion protén-carbono a mas de un enlace (HMBC) podemos confirmar
tanto los carbonos no unidos directamente a protones, como la conectividad en los grupos
funcionales. Ejemplo de ello representa la confirmacion de las sefiales de carbono
correspondiente al agrupamiento alilo, mediante correlacion de protones del grupo metilénico
en 3.95 ppm con los correspondientes carbonos del sistema olefina en 117 y 133 ppm (Figura
21).
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Figura 18. Espectro de *C-RMN en CDCl; del compuesto 16 con la asignacion completa de carbonos. Se
observa el triplete correspondiente al CDCls entre 77.3 y 76.7 ppm.

Pégina 62 de 103



He Ho H He H HO

Hq Hg HC [HL HO HY He Hg
o

o

Jae=17.3 Hz
Jao= 10.4 Hz

4

5

6

0.5

0.0

Figura 19. Espectro bidimensional de correlacion 'H-'H (COSY) del compuesto 16. Se muestran las

correlaciones entre protones de distintos fragmentos y las constantes de acoplamiento calculadas a partir del

espectro unidimensional.
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Figura 20. Espectro bidimensional de correlacion a un enlace 'H-13C (HSQC) del compuesto 16. Se muestran

las correlaciones que permiten identificar las sefiales de carbono primarios y secundarios.
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Figura 21. Espectro bidimensional de correlacion a mas de un enlace 'H-'>C (HMBC) del compuesto 16. Se
muestran las correlaciones que permiten identificar las sefiales de carbono cuaternarios.

3.3 Sintesis de derivados de nitroalquenilfuranos

En la ruta sintética propuesta para la obtencion de derivados nitroalquenilfuranos mediante
condensacion nitroalddlica de 2-furaldehidos y nitrometano (seccion 2.3.3), se plantea tanto la
utilizacion de las plataformas quimicas furfural y HMF como de derivados protegidos en
posicion 5 del HMF. En este contexto, se sintetizaron los derivados 5-(metoximetil)furfural 17
y BocHMF 18 seglin se describe en el trabajo de Xu y colaboradores (Esquema 10).1%° Los
rendimientos obtenidos fueron similares a los reportados por los autores (50 y 80% para 17 y

18 respectivamente).

Se sintetiz6 también el derivado 5-(butoximetil)furfural 19 (Esquema 10), teniendo en cuenta
las condiciones previamente descritas en la literatura,!>3!”® donde se plantea la obtencion de
éteres a partir de HMF o directamente de D-fructosa al igual que para la sintesis del derivado
5-(etoximetil)furfural 3. Para la sintesis de este compuesto, considerando la dificultad
encontrada para la separacion entre un derivado éter de HMF y el éster de AL con mismo largo
de cadena (Figura 11) y considerando que el calentamiento en un medio fuertemente acido
utilizando n-butanol en exceso promoveria también la formacion del éster butilico de AL, se
optd por partir de HMF y usar tiempos de reaccion menores, condiciones en las que la

formacion de ésteres de AL es despreciable seglin se describe.!> Utilizando 4cido sulftrico en
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cantidades cataliticas y partiendo de HMF se obtuvo el compuesto 19 con rendimientos de 50
y 37% para tiempos de reaccion de 8 y 24 h respectivamente. Mediante analisis por TLC de las
mezclas de reaccion se evidencid la presencia del éster butilico de AL. Ademas, se encontrd
que para la separacion de éteres de HMF y ésteres de AL, las fases moéviles que lograron
mejores resoluciones fueron mezclas hexano/éter etilico; con las cuales se logro obtener el éter
butilico puro. En consecuencia, contamos con un conjunto de 2-furfuraldehidos los cuales por
condensacion  nitroaldolica de nitrometano permitirian obtener los  derivados

2-nitroalquenilfurano correspondientes.

Ty A e
o C

(Boc),0 / Py
DCM/T.A.,24h, 80%

Buov[}\ 1-BuOH / HpSOycar) HO\/[}\ CH;1/ Cs,CO5 MeO\/[}\
CHO ~ CHO - CHO

o 75°C, 8h, 50% o MeCN / 50°C, 16h, 50% (6]
19 HMF, 1 17

Esquema 10. Sintesis de 2-furaldehidos a partir de HMF.

Posteriormente, para iniciar las pruebas de condensacion nitroaldodlica o reaccion de Henry,
nos remitimos a una condicion descrita para la sintesis del nitroalqueno derivado de HMF, la
cual tomamos como punto de partida para evaluar la influencia de distintos métodos de
calentamiento y de la concentracion de nitrometano en la mezcla de reaccion.!* Inicialmente
optamos por utilizar furfural en la busqueda de las condiciones de reaccion Optimas. Los
resultados de dichas pruebas se resumen en la Tabla 11, siendo la entrada 6 la que corresponde
a las condiciones previamente reportadas. Los resultados correspondientes a las entradas 1, 2
y 4 permiten evaluar distintos métodos de calentamiento de la reaccion, y las condiciones

descritas en 2, 3 y 5 el efecto de la cantidad de nitrometano utilizado.

En primer lugar, aplicando las condiciones reportadas (Tabla 11, entrada 6) se observo que el
furfural no se consumié completamente y por lo tanto se decidié aumentar la temperatura de la
reaccion de 70 a 110 °C (entrada 1, Tabla 11). Empleando metodologias de calentamiento
alternativo se pudo llevar a cabo la reaccion sin necesidad de aumentar la temperatura por
encima de 70 °C, con rendimientos similares para la obtencion del nitroalqueno 20 (entradas 2

y 4) y en el caso de microondas con una reduccion en el tiempo de reaccion.
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Tabla 11. Resultados obtenidos en reacciones de condensacion nitroaldolica utilizando AcONH4 como base.
Las variables estudiadas fueron equivalentes de base utilizados, método de calentamiento, temperatura y
tiempo de exposicion.

CH,NO
A E f gﬁﬂngur%MF 1 — W No, R=H (20
R cHo R=CHOHHMEM )\ N, (can R ? R=CH,0HQ@D

o) o)
Enrada | R OO emiente (O P Rondimiont) | (%) (%) (%
1 9.3 Conv. 110 1% 20 (68%) 14 16

2 9.3 MW 70 05 20 (64%) 14 15

3 H 4.65%* US 70 2 20 (38%) 89 14 16

4 9.3 US 70 2 20 (62%) 13 15

5 18.6 US 70 1.5 20 (70%) 8 9

6 9.3 Conv. 70 1 21 (75%) 18 20

7 CH>OH 3 Conv. 70 175 21 (34%) 9 19 21

8 9.3 US 70 1.5 21 (53%) 13 14

US: ultrasonido; MW: microondas; EA: [(masa molecular del producto/masa molecular total de
reactivos) x100]; PMI: [(masa del producto aislado/masa total de reactivos)* 100]; EO: eficiencia optima
[(PMI/EA) x100]; * Previo calentamiento a 70 °C por 2 h; **Se agrega un volumen de etanol 95% tal que el
volumen final de la mezcla de reaccion sea el mismo que al agregar 9.3 eq.

Comparando los resultados de las entradas 6 y 8 cuando se utiliz6 HMF como material de
partida (Tabla 11), obtuvimos un resultado inferior para el nitroalqueno 21 cuando la reaccién
se llevo a cabo bajo calentamiento por ultrasonido, donde el tiempo de exposicion fue mayor.
Con respecto a la cantidad de nitrometano, se observo que duplicar los equivalentes no produjo
aumentos significativos en el rendimiento, pero su disminuciéon si se tradujo en una

disminucion significativa del producto de interés (entradas 3y 5; 6 y 7, Tabla 11).

Por ultimo, se incluyo el célculo de EA, PMI y eficiencia 6ptima (EO) de la reacciéon como
indicadores “verdes”. EA asume rendimiento del 100% y estequiometria equivalente. Este
pardmetro es una excelente medida para evaluar la eficiencia con que la reaccion ha sido
disefiada con respecto a la utilizacion de los reactivos. Como ninguna de las reacciones de la
Tabla 11 tiene una estequiometria equivalente, PMI proporciona una imagen mas real de la
utilizaciéon de reactivos. La misma se basa en la masa, e incorpora el rendimiento y la
estequiometria. EA proporciona el maximo teérico de eficiencia de utilizacién de reactivo,
mientras que PMI proporciona el observado. EO es la comparacion entre ambas métricas y
permite la comparacion directa de diferentes tipos de reaccion que no siempre es posible con
EA o PML!” La razén principal por la que todas las reacciones presentan una EA alta pero
PMI y EO bajas es el uso de nitrometano en exceso, siendo la condicién de la entrada 5 la

menos eficiente de todas.
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La sintesis de los derivados 2-nitroalquenilfurano 22 y 23 (Figura 22), se llevo a cabo a partir
de los aldehidos 17 y 18 bajo irradiacion de ultrasonido por 2h con rendimientos de 59 y 61%,
respectivamente. Para la sintesis del nitroalqueno 24 (Figura 22) se usaron las condiciones

convencionales de la entrada 6 (Tabla 11), obteniéndose el mismo con un rendimiento de 39%.
N02
el
\ /
20
BuoH,c —_-° J
\ /
23

Figura 22. Derivados de 2-nitroalquenilfurano sintetizados.
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Por otra parte, sobre el nitroalqueno 21 se ensayaron diversas condiciones de oxidacion con el
objetivo de obtener los correspondientes derivados aldehido y acido carboxilico (Figura 23).
Para llevar a cabo estas reacciones, se consideraron condiciones de oxidacion suave buscando
cumplir con algunos de los principios de la Quimica Verde. En ese sentido, las oxidaciones
utilizando el reactivo comercial Oxone®, '8 el cual es considerado ambientalmente seguro,
permiten la oxidacion de compuestos de organoiodo en cantidades cataliticas en disolventes
acuosos a su estado hipervalente, promoviendo la oxidacion de alcoholes primarios a sus
correspondientes acidos carboxilicos.'®:182 Asi, se probaron dos condiciones (i y ii, Figura 23)

para la oxidacion del derivado furfuril alcohol 21, una calentando a 70 °C durante 6h y otra a

120 °C durante 15 min donde observamos unicamente la descomposicion total del reactivo de

partida.
NO, Condiciones NO, Condiciones NO,
i., ii. 6 iii. iv., v., vi., 6 vii.
Hooc—__-° J e one O J T e onel O /
\ / \ / \ /

21 25

Figura 23. Reacciones de oxidacion del compuesto 21. Las condiciones ensayadas para la obtencion del acido
fueron: i) Oxone/IBX, CH3CN, 70°C, 6h;'3? ii) Oxone/IBX, CH3CN, 120°C (MW), 15min; y iii) NaCIlO:(ac),
NaH:POq, H>0:, CH3;CN, 10°C, 3h;'®. Las condiciones para la obtencion del aldehido 25 fueron: iv)
TEMPO(cat), acetona, T.A.; v) Phl(OAc):, TEMPO(cat), acetona, T.A., 1h, vi) Oxone, TEMPO(cat), KBr,
acetona, T.A.; vii) NaClOz, TEMPO(cat), acetona, T.A..

También se ensayo la condicion con ClO2/H>0; como sistema oxidante verde,!3* sin embargo

tampoco se evidencio la presencia del 4cido deseado como producto de oxidacion. Si bien estos
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sistemas pueden emplearse para la oxidacion de diversos aldehidos, la preoxidacion del
compuesto seria una condicion necesaria para lograr obtener el acido carboxilico.!®® En este
contexto, TEMPO es un radical nitroxilo estable que mediante combinacién con agentes
oxidantes y utilizado en cantidades cataliticas, promueve la oxidacion a temperatura ambiente

de alcoholes primarios y secundarios a sus correspondientes compuestos carbonilicos.!®?

Se ensayaron 4 condiciones donde se utilizd este catalizador en ausencia o presencia de
distintos agentes oxidantes: (diacetoxiiodo)benceno, Oxone® y clorito de sodio. Bajo las
condiciones iv), vi) y vii) (Figura 23) la obtencion del compuesto 25 fue observable por TLC
pero en muy baja proporcidn, sin embargo, en presencia de (diacetoxiiodo)benceno (condicién
v, Figura 23) se obtuvo el compuesto 2-formil-5-nitrovinilfurano 25 con un rendimiento del
80%. Con el objetivo de completar la caracterizacion estructural de este compuesto, el cual no
se ha reportado aun en literatura, se incluyo6 el andlisis del espectro de masas en la modalidad
impacto electronico a 70eV (Figura 24). En el espectro de masa se destacan las sefiales
correspondientes al idn molecular y los distintos fragmentos generados por la pérdida de grupos
funcionales, confirmando la estructura previamente elucidada por RMN de 'H y '3C (incluida

en seccion 6.5.2, Materiales y Métodos).
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Figura 24. Patrén de fragmentacion del compuesto 25 producido por impacto electrénico. M* corresponde al
ion molecular. Los fragmentes resultantes de la pérdida de un grupo funcional se indican como - “grupo
funcional (masa)”.
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3.4 Potencial antiinflamatorio in vitro

Los nitroalquenos son moléculas orgénicas electréfilas que pueden reaccionar con aminodcidos
nucleofilos presentes en proteinas reguladoras del metabolismo celular (como las proteinas
relacionadas con procesos inflamatorios). La reactividad de la molécula de nitroalqueno esta
determinada principalmente por la presencia del grupo nitro (NO2) sobre el doble enlace del
alqueno, el cual convierte al carbono B adyacente al grupo nitro en un centro atrayente de

electrones, y por tanto en compuestos altamente electrofilicos.

Inicialmente se propuso evaluar la electrofilia de los nitroalquenilfuranos, en particular su
capacidad para actuar como aceptores de Michael, principal mecanismo por el cual actuarian
estas moléculas (Figura 25). Los nitroalquenos 22 y 23 no fueron incluidos en el estudio debido
a que no contdbamos con producto suficiente para llevar a cabo las evaluaciones
correspondientes. Los productos 20, 21, 24 y 25 se incubaron a una concentraciéon de 50 uM
en presencia de un nucledfilo modelo de bajo peso molecular en cantidades equimolares, [3-
mercaptoetanol (BME), en solucion buffer fosfato de sodio 25 mM, pH 7.4, 1% SDS y se
registraron los espectros de absorcion a distintos tiempos durante los primeros minutos de
reaccion. En la Figura 26 se muestra el seguimiento por espectroscopia UV de la reaccion entre
BME y los nitroalquenilfuranos mencionados. Todos los compuestos presentan un maximo de

absorcion entre 350 y 370 nm.

CH,0H CH,OH
\ NO2 HO(CHz)st _ H+
R1/\/ ;\/? /g\/
N NO,
Ry 7 \O' Ry

Figura 25. Reaccion de nitroalquenos con PME (Adicion de Michael).

Siendo 20 el miembro mas simple de la serie, asociamos el maximo de absorcion a estas
longitudes de onda a la presencia de 2-nitroalquenilfuranos como grupos cromoforos. Los
espectros de 21 y 24 presentan el mismo patrén que el 2-(nitrovinil)furano, con ligeros
corrimientos en el maximo de absorcidn, y muestran la misma tendencia a medida que avanza
el tiempo de exposicion a BME. En cambio el nitroalqueno 25, si bien presenta un espectro
inicial similar a los demés compuestos, presenta una sefial que de intensidad mayor alrededor
de 280 nm, caracteristica de 2-furfuraldehidos. En todos los casos, se observa un decaimiento
exponencial de la absorbancia en la region de 350-370 nm (Figura 26) a medida que transcurre
el tiempo, lo cual sugiere que los nitroalquenilfuranos sintetizados son efectivamente aceptores

de Michael potencialmente reactivos frente a nucleofilos presentes en medios bioldgicos.
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Figura 26. Electrofilia de los nitroalquenos 20, 21, 24 y 25. La grafica de absorbancia en funcion del tiempo
muestra el decaimiento exponencial en la absortividad dado por la reaccion entre los compuestos y fME a las
longitudes de onda correspondientes a los maximos de absorcion.

Previo a los ensayos de evaluacion de actividad antiinflamatoria in vitro de los compuestos
nitroalquenilfuranos, hicimos una valoracion de la citotoxicidad inespecifica de los compuestos
en una linea celular de monocitos humanos (THP-1, la cual es diferenciada a macréfagos
mediante incubacion con forbol 12-miristato 13-acetato), que luego se utilizo en los estudios
de actividad antiinflamatoria. La citotoxicidad inespecifica se determind mediante ensayos de
viabilidad celular con MTT, donde se mide la actividad metabodlica celular mediante la
reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan,
acompaiiado de desarrollo de color lo cual se cuantifica espectroscOpicamente. 3¢ Esta reaccion
es catalizada por oxidoreductasas citosdlicas dependientes de NAD(P)H y por lo tanto es un
indicador del potencial reductor de una célula, que a su vez depende de la disponibilidad de los
agentes reductores necesarios que intervienen en la bioenergética celular.'®” Los resultados se
expresan como ECso (concentracion de compuestos que reduce la absorbancia a 570nm
respecto del control en un 50%). Asi, se evalud el efecto citotdxico inespecifico de los
nitroalquenilfuranos 20, 21, 24 y 25; los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12. En
base a ellos se determind utilizar una concentracion 10 uM de los compuestos para los ensayos
de actividad antiinflamatoria, con el fin de obtener un control mostrando que estos no causan

muerte celular apreciable.
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Tabla 12. ECso (uM) de compuestos seleccionados ensayados en la linea celular THP-1, una linea de monocitos

humanos.
Compuesto 20 21 24 25
ECsy (uM) 51 33 19 24

En la Figura 27 se presentan los resultados obtenidos para los ensayos de actividad
antiinflamatoria en células THP-1, expuestas a los mismos nitroalquenilfuranos, estimulando
la activacion del inflamasoma NLRP3 usando como primera sefial LPS y segunda sefial ATP
y utilizando como evidencia la deteccion en forma cuantitativa de IL-1f liberada al medio por
los macrofagos, asi como también la viabilidad celular de estos luego de todo el tratamiento.
Los resultados corresponden a la cuantificacion de IL-1 secretada por las células, mediante

un kit de ELISA, expresados en relacion al experimento de activacion en presencia de vehiculo

(DMSO).
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Figura 27. Evaluacion del efecto de los nitroalquenilfuranos en la activacion del inflamasoma NLRP3 en
células THP-1. A la izquierda y derecha se muestra el efecto sobre la secrecion de IL-1[3 luego de incubar a las
células con los compuestos durante la primera y segunda sefial respectivamente. El experimento esn =2y en
cada uno las condiciones se hicieron por triplicado. Los valores estan mostrados como promedio + error
estandar de la media. * p < 0.0001

Cuando los compuestos se afiadieron junto con la primera sefial (Figura 27), unicamente el
nitroalqueno 25 present6 una disminucion en la secrecion de IL-1p. No obstante, cuando los
mismos se adicionaron junto con la segunda sefial, todos presentaron una disminucion
significativa en grados variables. Es importante mencionar que la presencia de los compuestos
no altera significativamente la viabilidad celular en el contexto de un evento inflamatorio. Por
lo tanto, el efecto que se observa de inhibicion de la secrecion de IL-13 no esta dado por la

toxicidad de los compuestos, indicando que los nitroalquenilfuranos efectivamente presentan
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potencial antiinflamatorio y en estudios posteriores se analizard la aplicabilidad terapéutica de

estas moléculas.

3.5 Actividad antitumoral de nitroalquenilfuranos

Teniendo en cuenta que el inflamasoma tiene un potencial rol en el desarrollo de ciertos tipos

de cancer,!8%189

se evalud la actividad antiproliferativa de algunos de los compuestos
sintetizados en 6 lineas celulares tumorales humanas en el marco de una colaboracién con el
grupo dirigido por el Dr. Jos¢ M. Padron del Centro de Investigaciones Biomédicas de
Canarias, Instituto Universitario de Bio-Orgédnica “Antonio Gonzélez”, Universidad de la
Laguna, Espafia. Las lineas celulares utilizadas son procedentes de tumores s6lidos de origen
diverso: HBL100 (células de cancer de mama), HeLa (células de cancer de cérvix), SW1573
(células de cancer de pulmon), T-47D (células de cancer de mama), WiDr (células de cancer
de colon) y A549 (células de cancer de pulmodn). Los resultados estan expresados como Glso
que es la concentracion del compuesto que resulta en una reduccion del 50% del crecimiento
celular neto tras 48h de exposicion en comparacion con los valores de las células control no

tratadas, aplicando el protocolo de National Cancer Institute (NCI) de los EE.UU.,'*° utilizando
el ensayo SRB.!!

Tabla 13. Glso (uM) de compuestos seleccionados ensayados en lineas celulares de canceres humanos. Se
incluyen los resultados de cisplatino y etoposido como compuestos de referencia. Los valores son promedios de
tres experimentos = error estandar de la media.

Compuesto A549 HBL-100 HelLa SW1573 T-47D WiDr
Pulmon Mama Cervix Pulmon Mama Colon
20 28 +2 31+5 20 +1 19 +1 38+7 3749
21 19 +3 15 +1 18 +6 13 +3 19 +1 19 +3
22 4.5 40.6 39404 35+04 4.6 +0.3 43 +1.1 35402
23 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
24 2.5+0.9 2.7 +0.2 2.3+0.7 2.3+04 2.8 +0.1 2.5+0.3
Cisplatino 2.1+0.6 1.9 403 2.0+0.3 3.0+04 15 +2 26 +5
Etopésido 0.7 £0.2 2.3+0.9 3.0+0.9 15 +2 2246 26 +3

En la Tabla 13 se presentan los resultados correspondientes a los ensayos de actividad
antiproliferativa en lineas celulares tumorales humanas para 5 de los nitroalquenilfuranos
sintetizados. El nitroalqueno 25 no fue incluido en estos estudios puesto que, al momento de
enviar las muestras para la realizacion de las evaluaciones correspondientes no contdbamos

con cantidades suficientes de este producto. Los nitroalquenos 20, 21 y 23 presentaron valores
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de Glso muy superiores a los de los compuestos de referencia, salvo en las lineas celulares
resistentes T-47D (cancer de mama) y WiDr (cancer de colon), donde los derivados 20 y 21
mostraron valores similares a los farmacos de referencia. Los resultados obtenidos para los
nitroalquenilfuranos 22 y 24 estan en el mismo orden que los Glso de los compuestos de
referencia e inclusive presentan mayor actividad antiproliferativa en las lineas resistentes T-
47D y WiDr, para las cuales los compuestos de referencia, cisplatino y etopdsido, presentan
menor efectividad. Ademas, para 24 comparamos la citotoxicidad para los macréfagos THP-1
y la actividad antiproliferativa para cada linea celular tumoral utilizando el indice de
selectividad (IS), determinado como la relacion entre ECso para macrofagos y Glso para cada
linea celular tumoral, presenta valores IS (6.8-7.6) de al menos el doble de los valores de Glso

correspondientes.
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4. Conclusiones y Perspectivas

En lo que respecta a la obtencién de HMF a partir de biomasa, se probaron y compararon 16
condiciones de tratamiento distintas, de las cuales dos se destacaron como Optimas tanto para
pajilla de trigo como para cascara de arroz. Se desarrolld una metodologia alternativa para la
cuantificacion de HMF en mezclas, eliminando la necesidad de aislar el producto luego de cada
experimento y permitiendo un screening rapido de condiciones de reaccidon para su obtencion.
Ademas, los resultados de tratamientos con acido metanosulfonico, el cual es considerado un

acido verde por ser no corrosivo,!6412

y natural, dado que sus productos de degradacion son
CO, y SO4%;!3 indican que este es un buena candidato para reemplazar a su contraparte mineral
(H2SO4) sin comprometer rendimientos en el tratamiento de biomasa. En suma, se encontrd
una condicion amigable con el medio ambiente a ensayar a futuro en la obtencion y aislamiento

de HMF a partir de biomasa en una mayor escala de trabajo.

Los ensayos preliminares del uso de resinas “scavenger” para la purificacion de aldehidos
aromaticos muestran que la misma es capaz de unir 2-furfuraldehidos de manera reversible. De
todas maneras, este proceso ain requiere de ajustes, principalmente referente a las condiciones
de desanclaje. Como pendientes para la continuidad de esta linea de investigacion en el grupo
quedan la sintesis y evaluacion de resinas con otro tipo de funcionalidades (aminas y

semicarbazidas),!*+19°

con el fin de encontrar aquella mas apropiada para el aislamiento de
2-furfuraldehidos de mezclas complejas como seria un hidrolizado de cascara de arroz o pajilla
de trigo. Adicionalmente, seria de interés probar el desempefio de resinas en el aislamiento de
2-furfuraldehidos producidos en las condiciones optimizadas en el marco de este trabajo de

tesis.

En cuanto a la sintesis de derivados de AGF, se encontraron dificultades para trabajar con la
reaccion de Wittig en fase solida, primera etapa de nuestra ruta sintética inicial. Buscando
racionalizar las dificultades encontradas, llevamos a cabo multiples pruebas utilizando furfural,
aprovechando su mayor estabilidad y menor costo. Las pruebas con furfural en fase s6lida
permitieron obtener la olefina, aunque con rendimientos muy bajos. Si bien las reacciones de
Wittig en disolucion con furfural dieron rendimientos mayores, en ningun caso superaron el 50
%. Asi nos propusimos realizar cambios en la ruta propuesta y para ello evaluamos dos
estrategias distintas. La primera de ellas involucr6 la sintesis de 2-vinilfuranos y su acople a
un acido graso mediante metatesis cruzada de olefinas, sin embargo, los resultados obtenidos
en esa instancia no fueron satisfactorios, observandose unicamente productos de metatesis

entre 2 4cidos grasos.
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Por otra parte, la segunda ruta ensayada permitio la sintesis de derivados de AGF mediante una
secuencia de O-alquilacion; reduccion; O-alquilacion. Si bien esta Gltima permitio llegar a
compuestos finales, los rendimientos globales obtenidos fueron muy bajos. De todas maneras,
las cantidades de producto obtenidas permitiran llevar a cabo futuros ensayos de bioactividad,
lo que determinara la continuidad de esta linea de investigacién en base al interés del grupo
por esta familia de compuestos. Los estudios de bioactividad seran llevados a cabo en el marco
de los estudios de doctorado de la Lic. Lucia Colella, tesis que se desarrolla dentro de un
proyecto de investigacion fundamental Fondo Clemente Estable (FCE 1 2017 1 136081)
financiado por ANII. En este contexto, se pretende ampliar la familia de compuestos derivados
de acidos grasos de furano y explorar la posible conjugacion de estos con el farmacoforo

nitroalqueno:

Vi Vi
HO\D_/ > oﬁ_/ B /"
o R o o 5

5-hidroximetilfurfural (HMF) R4

S BN L R;=H, etil, propil,
Cascara de arroz butil l

/ \ NO2 NO,
Rw/OMCOZR OW
R °
AGF-nitroalquenilo (AGF-NA) l

Ry 0 CO,R

AGF-nitroalquenilo (AGF-NA)

Por ultimo, el uso de 2-furfuraldehidos como plataformas quimicas renovables nos permitié un
acceso rapido a una serie de moléculas, los nitroalquenilfuranos, que pueden actuar como
aceptores de Michael en medios bioldgicos y potencialmente controlar la activacion de eventos
inflamatorios mediados por el inflamasoma NLRP3. También se destacan los resultados de
actividad antiproliferativa observados en lineas celulares tumorales para los nitroalquenos 22
y 24 , los cuales tuvieron desempefio similar a los compuestos de referencia en 4 de las lineas
estudiadas y superior para 2 lineas donde los compuestos de referencia encuentran cierta
resistencia. Por lo tanto, como proyeccion de esta tesis dentro del grupo de trabajo se pretende
llevar a cabo estudios de relacion estructura-actividad de los nitroalquenilfuranos obtenidos a
partir de HMF y furfural, como potenciales agentes antiinflamatorios y antitumorales, asi como
profundizar en el estudio de los mecanismos de accion involucrados en esta familia de
compuestos bioactivos. De esta forma esperamos avanzar en la posibilidad de seleccionar

candidatos para futuros estudios preclinicos en las patologias estudiadas.
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6. Materiales y Métodos

En esta seccion se detallan las metodologias, los datos experimentales y el andlisis

espectroscopico de los compuestos (intermedios y productos finales) obtenidos.

La céscara de arroz fue suministrada por la empresa COOPAR (Blue Patna, Planta industrial

ruta 15, Lascano, Rocha).

Los disolventes y otros reactivos fueron adquiridos en empresas comerciales y usados sin

purificacion (Sigma-Aldrich, Fluka, Merck, Carlos Erba, Siquimia).

Para las reacciones con calentamiento asistido por microondas se utilizé un digestor por
Microondas multimodo (WX-4000, Zhejiang Scientific). El equipo permite llevar a cabo hasta
6 reacciones en paralelo en viales de teflon de 60mL. Alternativamente, el calentamiento
asistido por microondas se lleva a cabo en un reactor de microondas monomodo (Discover,
CEM). Las reacciones con calentamiento asistido por ultrasonidos se llevan a cabo en un bafio

multi-frecuencia 37/80 KHz (Elmasonic P, Elma).

Los espectros UV se tomaron con un espectrofotometro Ocean Optics Flame con lamparas de

deuterio-haldgena utilizando cubetas de cuarzo.

Los grados de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan por TLC. Se

utilizo silicagel con indicador fluorescente sobre placas de PET (Sigma Aldrich). Las fases
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moviles utilizadas fueron mezclas de AcOEt:Hexanos (en distintas proporciones) y éter

etilico/Hexanos (en diversas proporciones).

Los cromatogramas se revelaron por alguno de los siguientes métodos:
— Exposicion a la luz ultravioleta (254 nm)

— Exposicion a vapores de yodo

— asperjado con: a) mezcla de etanol/Acido sulfurico/Anisaldehido 95:4:1 (v:v:v) y posterior
quemado, o b) reactivo de Brady (solucion de 2,4-Dinitrofenilhidrazina en Acido sulfurico y

EtOH).
Para las cromatografias en columna, se utilizo silica flash (Carlo Erba, tamafio 0.063 mm).

Todas las reacciones que involucran reactivos sensibles a la humedad o aire se realizan bajo

atmosfera de nitrogeno.

Los espectros 'H-RMN y BC-RMN de los compuestos se realizan en un equipo Bruker DPX
400 (400 MHz y 100 MHz, respectivamente). Como disolvente se utiliz6 CDCl; (excepto que
se indique otro disolvente) y TMS como estdndar interno. Los valores de desplazamiento
quimico son descritos en unidades de 6 (ppm) y las multiplicidades segun s: singulete, d:
doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete, c: cuarteto, q: quinteto, m: multiplete, sa: sefial
ancha. Los datos que se describen corresponden a los espectros adquiridos a 303 K. La
completa caracterizacion es realizada con la combinacién de experimentos COSY, HSQC y

HMBC.

La determinacion de puntos de fusién de compuestos solidos se hizo en tubos capilares en un

equipo Electrothermal 9100 (Electrothermal Eng Ltd., United Kingdom).

Los espectros de masa se obtienen por impacto electronico (IE) utilizando un equipo Shimadzu

GCMS QP 2010 ULTRA a un potencial de ionizaciéon de 70 eV por inyeccion directa.
6.1 Obtencion de HMF a partir de biomasa

6.1.1 HMF y 4cido levulinico a partir de D-fructosa en sistema bifésico

Se prepara una solucion acuosa acida (HCI, pH 0.6) saturada en NaCl. En un vial de teflon de
60 mL para el digestor por microondas, se agregan 1.29 g de D-fructosa (7.14 mmol) y se
disuelve en 3.2 mL de la solucidn acida preparada anteriormente. Luego se agrega 9.6 mL de
THEF, se tapa el vial y se coloca en el reactor. Se seleccionan valores maximos de temperatura,
potencia de irradiacion y presion. Al terminar el tiempo de reaccion en estudio, se deja enfriar

los viales hasta llegar a temperatura ambiente. Se realiza un filtrado rapido de la solucion con
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celite y se lava con THF. Se separan las fases y se evapora el THF a presion reducida. El crudo
de reaccion obtenido como aceite marron se disuelve en 20 mL de AcOEt y se coloca en un
embudo de decantacion. Se ajusta el pH a 9 de la fase acuosa previamente separada con el
agregado de solucion saturada en NaHCOs3 y se coloca en el embudo de decantacion. Se
mezclan las fases y se controla el pH de la fase acuosa, en caso de ser necesario, debe agregarse
mas solucion alcalina para mantener el pH en 9. Se separan fases y se vuelve a extraer de la
fase acuosa con AcOEt hasta lograr la extraccion total de HMF. Se juntan los extractos, se seca
con NaSOy anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se purifica el HMF por cromatografia
en columna utilizando una fase mévil AcOEt:Hexanos (1:1). Se obtiene el compuesto como un
aceite de color ambar, realizando una cristalizacion con éter etilico a -20 °C para aumentar el
grado de pureza. Los desplazamientos y constantes de acoplamiento del espectro de 'H-RMN
se corresponden con los valores reportados para el compuesto en la literatura.!®® "H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 6(ppm) 9.60 (s, 1H), 7.24 (d, /= 3.6 Hz, 1H), 6.54 (d,J=3.6 Hz, 1H) y
4.74 (s, 2H).

Por otra parte, la fase acuosa basica (pH 9) se ajusta a pH 4-5 mediante el agregado de una
solucion de HCI M. Seguidamente se extrae con AcOEt, se seca la fase organica con Na>SOs,
se filtra y destila a vacio para obtener 4cido levulinico. Los desplazamientos y constantes de
acoplamiento del espectro de 'H-RMN se corresponden con los valores reportados para el
compuesto en la literatura.'”’ 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 2.77 (t, J = 6.6 Hz, 2H),
2.59 (t,J=6.6 Hz, 2H) y 2.21 (s, 3H).

6.1.2  5-(etoximetil)furfural (3)

En un reactor de teflon de 60 mL se agregan 0.40 g de D-fructosa (2.22 mmol), 0.06 g de p-
TsOH (0.30 mmol), 10 mL de EtOH absoluto y 0.92 mL de DMSO. La reaccion se lleva a cabo
en un reactor de microondas de cavidad multimodo, seleccionando 116 °C como temperatura
maxima con una potencia de irradiacion de 400 W y el tiempo de reaccién en estudio.
Finalizada la reaccion, se deja alcanzar temperatura ambiente y se destila el EtOH a presion
reducida. Seguidamente al crudo de reaccion se agregan 30 mL de agua, 1 mL de solucion
saturada en NaCl y se realizan extracciones con AcOEt (6x10 mL). Las fases organicas
combinadas se secan utilizando Na>SOs, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.
Se purifica el producto por cromatografia en columna utilizando silica flash como fase
estacionaria y una mezcla AcOEt:hexanos (3:7) como fase movil, obteniéndose en todos los

casos mezclas de 3/4 (levulinato de etilo) que se cuantifican por 'H-RMN. Los desplazamientos
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y constantes de acoplamiento se corresponden con los valores reportados para los

compuestos. %1%
3: 'TH-RMN (CDCl3, 400 MHz): 8(ppm) 9.63 (s, 1H), 7.23 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 6.54 (d, /= 3.5
Hz, 1H), 4.55 (s, 2H), 3.61 (q, J = 7.0 Hz, 2H) y 1.26 (t, J= 7.0 Hz, 3H).

4: 'TH-RMN (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 4.14 (q, /= 7.1 Hz, 2H), 2.76 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 2.58
(t,J=6.5Hz, 2H), 2.20 (s, 3H) y 1.26 (s, 3H).

6.1.3  Cuantificaciéon de HMF por analisis MCR-ALS de espectros UV
Se prepararon las mezclas HMF:furfural especificadas en la Tabla 13 por duplicado y se
tomaron sus respectivos espectros por duplicado, sumando un total de 4 espectros por mezcla.

La region del espectro utilizada para hacer el analisis fue de 200 a 350 nm.

Tabla 14. Mezclas HMF :furfural preparadas para la construccion de modelo MCR-ALS

Planeamiento Concentraciones
(uM)
HMF Furfural HMF Furfural

A 0 0 70.4 70.4
B 0 2 72.6 16.7
C -2 2 16.7 20.0
D -2 2 20.0 122.7
E 0 122.5 72.5
F 74.7 125.1
G 2 125.0 127.5
H 2 -2 127.4 24.0
1 -2 0 24.0 74.6
J -1 1 46.3 98.8
K 1 1 98.7 98.7
L 1 -1 98.8 46.3
M -1 -1 46.2 46.2
N X - 60.0 0.0
0 - Y 0.0 60.0
P X Y 60.0 60.0

En primer lugar, se realiz6 una separacion de los espectros de todas las mezclas en un grupo
de calibracion (42 espectros) y otro de validacion (22 espectros) utilizando el algoritmo Onion
implementado en el paquete PLS Toolbox 2.0 v8.6.1. Para el analisis por MCR-ALS se usaron
restricciones de no negatividad. Se realizaron correcciones de linea de base (Filtro Whittaker,

A=1x10and p=1x107). Se generd un modelo de dos componentes, pudiendo identificarse que
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estos coincidiesen con los espectros reales de furfural y HMF; se construyeron dos curvas de

calibracion utilizando los scores asignados a cada espectro.

6.1.4 HMEF (1) a partir de céscara de arroz y pajilla de trigo

La determinacion de carbohidratos estructurales, en particular de hexosas, es necesaria para el
calculo de rendimientos molares de HMF. El analisis composicional de los materiales de
partida se hizo segun protocolos NREL.!%? La cascara de arroz se molio y tamizd, de modo que
el tamano de particula seleccionado fue de entre 250 y 1000 um; la pajilla de trigo utilizada es
un material de referencia pre-molido (RM 8494, NIST). El contenido de los monosacéridos D-
(+)-celobiosa, D-(+)-glucosa, D-(+)-xilosa, L-(+)-arabinosa, D-(+)-galactosa y D-(+)-manosa (kit
de 6 componentes, Absolute Standards, Inc) se determind en un sistema DIONEX ICS5000
equipado con una columna CarboPac-PAl y un detector de pulso amperométrico (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA). El flujo de fase movil fue de ImL/min. El programa de elucion inicia
con 35 min de agua milliQ como eluente y luego aumenta hasta 200 mM de NaOH en 10 min;
finalmente se incluyen 10 min con agua milliQ para equilibrar el sistema. Para mejorar la
deteccion, se utilizo un mezclado post-columna con NaOH 200 mM a un flujo de 0.5 mL/min.
Los resultados de analisis composicional se muestran en la Tabla 5, donde se incluyen ademas
los valores esperados para el material de referencia utilizado. Las desviaciones observadas para

este ultimo se consideran aceptables

En primer lugar, se preparan las soluciones acidas al 4.5 % m/m (HCI, H2SO4 y MeSOzH)

saturadas en NaCl en cantidades suficientes para la realizacion de todos los experimentos.

El procedimiento general consiste en agregar, en una placa de acero inoxidable de 4 pocillos
de 18 mL de capacidad, 100 mg del material de partida previamente molido, tamizado, lavado
(4 extracciones con H>O y EtOH a 100 °Cy 110 bar -con agregado de N2- en ASE 350, Thermo
Scientific) y secado, 1 mL de solucion &cida saturada en NaCl y 3.2 mL de THEF.
Adicionalmente, en los experimentos con Na>S>04, éste se agrega antes de adicionar cualquier
disolvente. Todas las condiciones ensayadas se muestran en la Tabla 6. La placa se cubre con
una cinta de silicona, para evitar la pérdida de disolventes, y se lleva a la plancha calefactora.
Esta Gltima cuenta con un sistema de prensa para poder trabajar a temperaturas superiores al
punto de ebullicién de los disolventes seleccionados. Las mezclas de reaccion se mantienen
durante 30 o 60 min a 170 °C. Finalizado el tiempo de reaccion, el sistema se enfria a
temperatura ambiente mediante un flujo de agua corriente y posteriormente se coloca la placa

en un congelador a -30 °C durante 10 min. Se realizan diluciones agua:fase orgénica 1:500, se
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toman espectros por triplicado, se selecciona el rango indicado para la cuantificacion y se
procesan con el modelo generado segiin 6.1.3. A cada espectro se asigna un score que es
utilizado para calcular concentraciones de HMF por interpolacion de la curva de calibracion y

finalmente los rendimientos para cada condicion ensayada se calculan segun la ecuacion:

Numr =100 VrurCamrP M,},%"P Mpexosas

R(%) = 100— o
hexosas 111 1fhexosasmbiomasa (1 - m)

Donde Vrwr es el volumen de THF en mL, Cuwmr es la concentracion de HMF en gmL-!, PMuwr
Y PMhexosa sON los pesos moleculares de HMF y hexosa respectivamente, 1.111 es un factor de
conversion de masa hexosa/hexosano, fhexosas €5 la fraccion de hexosas (Glc+Gal) en biomasa.

Mbiomasa €5 12 masa utilizada en gramos y H es el contenido de humedad de la biomasa.

6.1.5 Sintesis de resina hidrazina

En un balén de dos bocas provisto de un sistema de atmoésfera de N> se suspende 10.0 g de
resina Merrifield (16 mmol, carga 1.56 mmolg™!) en 40 mL de DMF, se afiade 8 mL de
hidrazina monohidrato (160mmol) y se mantiene con agitacion orbital suave a temperatura
ambiente durante 6 h.'®> Finalizado el tiempo de reaccion, se transfiere el contenido del balon
a un cartucho de filtracion y se realizan 3 lavados con cada uno de los siguientes disolventes:
MeOH, MeOH/DMF 1:1, DMF, THF y éter etilico (40 mL por cada lavado).Por ultimo se seca

la resina en un desecador con silica gel.

6.1.6 Anclaje y desanclaje de furfural a resina “scavenger”

Anclaje 1: en un balén de dos bocas provisto de un sistema de atmosfera de N se agrega 0.468
g de resina hidrazina (0.3 mmol, carga 1.56 mmolg™) y se deja hidratar con 4.5 mL de metanol
durante 5 min. Seguidamente, se agrega 0.288 g de furfural (3.0 mmol), 4.5 mL de metanol y
0.3 mL de 4cido acético glacial (5.2 mmol). La mezcla se mantiene con agitacion orbital suave
a temperatura ambiente durante 24 h. Finalizado el tiempo de incubacion, se transfiere el
contenido del balon a un cartucho de filtracion y se realizan 3 lavados con MeOH, MeOH/DMF

1:1, DMF, THF y éter etilico (5 mL por cada lavado) y se seca la resina en un desecador.

Anclaje 2: en un balén de dos bocas provisto de un sistema de atmosfera de N se agrega 0.468
g de resina hidrazina (0.3 mmol, carga 1.56 mmolg™) y se deja hidratar con 4.5 mL de metanol
durante 5 min. Seguidamente, se agrega 0.288 g de furfural (3.0 mmol), 4.5 mL de metanol y

0.4 mL de trietilamina (3.0 mmol). La mezcla se mantiene con agitacion orbital suave a
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temperatura ambiente durante 24 h. Finalizado el tiempo de incubacién, se procede igual que

en Anclaje 1.

Anclaje 3: en un vial de teflon de 60 mL se agrega 0.468 g de resina hidrazina (0.3 mmol, carga
1.56 mmolg!) y se deja hidratar con 4.5 mL de metanol durante 5 min. Seguidamente, se agrega
0.288 g de furfural (3.0 mmol), 4.5 mL de metanol y 0.3 mL de &cido acético glacial (5.2
mmol). La mezcla se calienta durante 20 min a 80 °C o 10 min a 100 °C en el digestor por
microondas multimodo con una potencia de 100 W. Finalizado el tiempo de incubacion, se

procede igual que en Anclaje 1.

Desanclaje 1: en un baléon se agregan las resinas con furfural anclado (0.15 mmol,
correspondiente a la mitad de la resina asumiendo 100% de rendimiento), 4.5 mL de THF, 2.25
mL de acetona y 0.22 mL de HCI 37% (2.7 mmol). La mezcla se mantiene con agitacion orbital
suave a temperatura ambiente durante 30 min. Finalizado el tiempo de incubacion, se transfiere
el contenido del balén a un cartucho de filtracion y se realizan 2 lavados con THF y MeOH
(4.5 mL por cada lavado). Se toma el filtrado y se evapora el disolvente utilizando un
evaporador rotatorio. Se disuelve la mezcla en 25 mL de AcOEt y se realizan lavados con 10
mL de solucién saturada en NaHCOs3, 10 mL de agua y 10 mL de solucién saturada en NaCl.
Se seca la fase organica con Na>SOj4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se verifica la

presencia de furfural mediante TLC utilizando un patrén comercial.

Desanclaje 2: en un baléon se agregan las resinas con furfural anclado (0.15 mmol,
correspondiente a la mitad de la resina asumiendo 100% de rendimiento), 4.5 mL de THF, 2.25
mL de acetona y 1.2 uL de HCI 37% (15 nmol). La mezcla se mantiene con agitacion orbital
suave a temperatura ambiente durante 1 h. Finalizado el tiempo de incubacion, se procede igual

que en Desanclaje 1.

Desanclaje 3: en un baléon se agregan las resinas con furfural anclado (0.15 mmol,
correspondiente a la mitad de la resina asumiendo 100% de rendimiento), 4.5 mL de THF, 2.25
mL de acetona y 0.15 mL de acido acético glacial (2.62 mmol). La mezcla se mantiene con
agitacion orbital suave a temperatura ambiente durante 1 h. Finalizado el tiempo de incubacion,

se procede igual que en Desanclaje 1.
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6.2 Sintesis de derivados de AGF

6.2.1 Sintesis de sales de fosfonio soportadas y convencionales

Procedimiento general de sintesis de sales de fosfonio soportadas: El procedimiento es

equivalente para ambas sales (6a y 6b). En un vial de teflon de 60 mL se agregan 0.6833 g de
resina trifenilfosfina (carga 1.6 mmol/g), se agrega la mitad del volumen de NMP (volumen
final de 10 mL) y se deja hidratar por 10 min. Pasado ese tiempo, se agrega 1.72 mmol de 4cido
10-bromodecanoico o 10-bromodecanoato de etilo, utilizando el volumen restante de NMP
para lavar el vial donde se pesaron los compuestos. Las reacciones se llevan a cabo en un
reactor de microondas de cavidad multimodo seleccionando como temperatura maxima 160 °C
con una potencia de irradiacion maxima de 600 W. Una vez alcanzada la temperatura se
mantiene la misma durante 10 min. Finalizado el tiempo de reaccion, se deja enfriar hasta
alcanzar temperatura ambiente, se filtra y se realizan dos lavados con NMP, DCM vy éter etilico

(10mL por lavado). Las sales se secan a vacio y se calculan los rendimientos por gravimetria.

Bromuro de (9-carboxinonil)trifenilfosfonio soportada (6a). El rendimiento es de 90% (carga

1.44 mmolg!, 0.504 g).

Bromuro de (9-(etoxicarbonil)nonil)trifenilfosfonio soportada (6b). El rendimiento es de 94 %

carga 1.29 mmolg, 0.947 g)

Procedimiento general de sintesis de sales de fosfonio en solucién: el procedimiento es

equivalente para ambas sales (7a y 7b). En un vial de teflon de 60 mL se agrega 3.8 mmol de
acido 10-bromodecanoico o 10-bromodecanoato de etilo, 0.997 g de trifenilfosfina (3.8 mmol)
y 10 mL de acetonitrilo. El vial se coloca en un reactor de microondas de cavidad multimodo
seleccionando como temperatura maxima 160 °C con una potencia de irradiacion maxima de
600 W. Una vez alcanzada la temperatura, se mantiene la misma durante 2 h. Finalizado el
tiempo de reaccion, se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se transfiere el crudo de
reaccion a un baldn para destilar el disolvente. Una vez que se evapora todo el disolvente se
obtiene un aceite que se tritura con éter etilico hasta obtener una cera, este proceso se repite
hasta que se verifique por TLC que la fase etérea no contenga trifenilfosfina/6xido de
trifenilfosfina (10 mL de éter por lavado). Antes de ser utilizadas las sales, se elimina el

contenido de agua por liofilizacion.

Bromuro de (9-carboxinonil)trifenilfosfonio (7a). Se obtiene como un aceite (forma cristales

de bajo punto de fusion luego de liofilizado durante 2 dias). En las condiciones mencionadas

Pagina 85 de 103



el rendimiento es de 1.79g (88%). Los desplazamientos y constantes de acoplamiento se
corresponden con los valores reportados para el compuesto.??’ 'TH-RMN (CDCls, 400 MHz):
d(ppm) 7.90-7.67 (m, 15H), 3.53-3.43 (m, 2H), 2.38 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.69-1.49 (m, 4H) y
1.35-1.16 (m, 10H).

Bromuro de (9-(etoxicarbonil)nonil)trifenilfosfonio (7b): Se obtiene como un aceite (forma

cristales de bajo punto de fusion luego de liofilizado durante 2 dias). En las condiciones
mencionadas el rendimiento es de 1.66g (82%). Los desplazamientos y constantes de
acoplamiento se corresponden con los valores reportados para el compuesto.'®” "H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 8(ppm) 7.94-7.66 (m, 15H), 4.12 (q, /= 7.1 Hz, 2H), 2.27 (t, /= 7.5 Hz,
2H), 1.58 (t,J=7.2 Hz, 4H) y 1.41-1.12 (m, 13H).

6.2.2 Procedimiento general para reacciones de Wittig en fase solida

En un balén de dos bocas provisto de un sistema de atmdsfera de N se agregan 0.36 mmol de
sal de fosfonio soportada 6a o 6b (sal de acido 1.44 mmol/g y sal de éster 1.29 mmol/g), se
adicionan 6 mL de THF anhidro y se deja hinchar la resina durante 5 min con agitacion orbital
suave. Pasado este periodo de tiempo se agregan los siguientes equivalentes de base
dependiendo de la sal en cuestion:

e (6a): NaH (3 eq.), t-BuOK (3 eq.), LiOH (3 eq.) 0 K2COs3 (5 eq.)

e (6b): NaH (1.6 eq.), t-BuOK (1.6 eq.), LiOH (1.6 eq.) 0 KoCOs (5 eq.)

Luego del agregado de base, en el caso de las bases fuertes pasados 15 min se filtra la resina,
se lava (3x10 mL de THF), se coloca la resina en un baloén de dos bocas provisto de un sistema
de atmosfera de N> y se agrega el aldehido disuelto en la misma cantidad de THF (0.33 mmol).
En el caso de las reacciones con K>COs, el agregado de base y aldehido es simultaneo. La
mezcla de reaccion se mantiene con agitacion orbital suave a temperatura ambiente y se sigue

el avance de reaccion por TLC.
6.2.3 Sintesis de acido (Z£)-11-(furan-2-il)undec-10-enoico (8a) y (£)-11-(furan-2-il)undec-
10-enoato de etilo (8b) mediante reacciones de Wittig en solucion

Procedimiento para reacciones con THF como unico disolvente. En un balén de dos bocas

provisto de un sistema de atmdsfera de N2 y bafio de hielo, se agrega 0.93 mmol de sal de
fosfonio recientemente liofilizada, THF anhidro (5 mL), los equivalentes de base seglin se
especifica en la Tabla 8 y se mantiene con agitacion magnética durante 1 h. Finalizado este
periodo se agrega 0.08 g de furfural (0.84 mmol) y se mantiene bajo agitaciéon por 24 h a

temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de reaccion, se evapora el disolvente, se agrega 10
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mL de agua y se ajusta el pH entre 4-5 con HCI concentrado en un bafio de hielo. La fase
acuosa se transfiere a un embudo de decantacion y se extrae con AcOEt (3x20mL). Se seca el
extracto organico obtenido con NaSOs, se filtra y se evapora el disolvente. Se purifican los
compuestos por cromatografia en columna con silica flash como fase estacionaria y mezclas
AcOEt:hexanos, 3:7 y 1:9 para el 4cido (Z)11-(furan-2-il)undec-10-enoico y (Z)11-(furan-2-

il)undec-10-enoato de etilo respectivamente.

Procedimiento para reacciones con THF/DMSO. En un balon de dos bocas provisto de un

sistema de atmosfera de N, se agregan los equivalentes de base segun Tabla 8 y se cierra el
sistema con un septo de goma. Se agrega 0.93 mmol de sal de fosfonio disuelta en 2.4 mL de
THF/DMSO 1:1 mediante una jeringa y se mantiene con agitacién magnética en bafio de hielo
durante 15 min. Luego, se agrega gota a gota furfural disuelto en THF anhidro (0.84 mmol en
4.2 mL) y mantiene con agitacion durante 1 h. Finalizado este tiempo, se evapora el disolvente,
se anaden 10 mL de agua y se ajusta el pH entre 4-5 con HCI concentrado. Se transfiere a un
embudo de decantacidon y se realizan extracciones con éter etilico (3x20 mL). Se seca el
extracto organico con NaxSOys, se filtra y se evapora el disolvente. Se realiza la purificacion

posterior igual que para las reacciones con THF como solvente tnico.

Variantes para la reacciéon con NaHMDS. En un balon de dos bocas provisto de un sistema de
atmosfera de N> se agrega 0.061g de LiBr (0.84 mmol), la sal de fosfonio disuelta en una
mezcla THF/DMSO 1:1 (0.93 mmol en 2.4 mL) y NaHMDS en THF (1.85mmol, 0.698
mmol/mL) utilizando jeringas. Se incuba por 15 minutos bajo agitacion magnética en bafo de
hielo. Luego de esto se procede igual que como se explico en la seccion anterior (Procedimiento

para reacciones con THF/DMSO).

Acido (2)-11-(furan-2-il)undec-10-enoico (8a): se obtiene como un sélido amarillo palido
(rendimientos en Tabla 8). 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 7.39 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.41
(dd, J=3.3 Hz, J= 1.8 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.20 (dt, /= 11.8 Hz, J = 1.8 Hz,
1H), 5.56 (dt,J=11.8 Hz, J=7.3 Hz, 1H), 2.46 (qd, J= 7.3 Hz, J= 1.8 Hz, 2H), 2.35 (t, J =
7.1 Hz, 2H), 1.59-1.70 (m, 2H), 1.43-1.54 (m, 4H) y 1.25-1.42 (m, 6H). *C-RMN (CDCl3, 100
MHz): 8(ppm) 171.7 (C=0), 153.2 (Ar-C2), 141.2 (Ar-C5), 131.2 (C=C), 117.3 (C=C), 111.0
(Ar-C4), 108.8 (Ar-C3), 31.6 (CH>-CO,H), 29.4 (CH>), 29.2 (3CH>»), 28.7 (CH>), 28.6 (CH>)
y 25.3 (CH>).

(Z)-11-(furan-2-il)undec-10-enoato de etilo (8b): se obtiene como un aceite transparente

(rendimientos en Tabla 8). "TH-RMN (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 7.39 (d, J= 1.9 Hz, 1H), 6.41
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(dd, J=3.3 Hz, J= 1.9 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 6.20 (dt, J = 11.8 Hz, J= 1.8 Hz,
1H), 5.57 (dt, J=11.8 Hz, J = 7.3 Hz, 1H), 4.14 (q, J= 7.1 Hz, 2H), 2.45 (qd, J=7.3 Hz, J =
1.8 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.59-1.70 (m, 2H), 1.43-1.54 (m, 4H) y 1.25-1.42 (m,
9H). *C-RMN (CDClLs, 100 MHz): 8(ppm) 173.9 (C=0), 153.4 (Ar-C2), 141.2 (Ar-C5), 131.4
(C=C), 117.2 (C=C), 111.0 (Ar-C4), 108.7 (Ar-C3), 60.2(CH,-CO»), 34.4 (CH,-OC=0), 29.5
(CH), 29.3 (2CHa), 29.2 (2CHa), 29.1 (CHo), 25.0 (CHa) y 14.3 (CHs).

6.3 Sintesis de derivados de AGF mediante metatesis de olefinas

6.3.1 Sintesis de 5-(hidroximetil)-2-vinilfurano (9)
Reaccion en DCM: En un balén de dos bocas se agregan 0.250 g de HMF (2.0 mmol), 0.778 g
de bromuro de metiltrifenilfosfonio (2.2 mmol), 1.1 g de K2COs (7.9 mmol), 40 pL de agua

destilada (2.2 mmol) y 15 mL de DCM. La mezcla de reaccion se mantiene con agitacion
magnética a reflujo durante 6 h. Finalizada la reaccion, se elimina el disolvente a presion
reducida. Se disuelve el aceite resultante en 50 mL de éter etilico, se transfiere a un embudo de
decantacion y se realizan 3 lavados con agua destilada (3x15 mL). Se seca la fase etérea con
NaxSOq, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Se purifica el producto por
cromatografia en columna usando silica flash como fase estacionaria y una mezcla
hexanos:AcOEt (7:3) como fase movil. El producto puro se obtiene como un aceite

transparente (0.121 g, R =49%).

Reaccion en dioxano: En un balén de dos bocas se agregan 1.5 g de HMF (12.0 mmol), 4.6 g
de bromuro de metiltrifenilfosfonio (13.0 mmol), 6.5 g de K»CO3 (47.2 mmol) y 96 mL de

1,4-dioxano. La mezcla de reaccion se mantiene con agitacion magnética a 90 °C durante 3 h.
Finalizada la reaccion, se filtra la mezcla de reaccion en un embudo con celite y se realizan 2
lavados con AcOEt (2x15 mL). Se evapora el disolvente a presion reducida. Se disuelve el
aceite resultante en 50 mL de éter etilico y se mantiene a -20 °C durante 24 h para permitir la
precipitacion total del 6xido de trifenilfosfina. El sélido formado se filtra y se hacen lavados
con éter etilico frio. Se elimina el disolvente a presion reducida y el producto crudo se purifica
por cromatografia en columna usando silica flash como fase estacionaria y una fase mévil con
gradiente de hexanos:AcOEt de 9:1 hasta 6:4. El producto puro se obtiene como un aceite
transparente (0.991 g, R = 60%). Los desplazamientos y constantes de acoplamiento se
corresponden con los valores reportados para el compuesto.® 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): &
(ppm) 6.56 (dd, J=17.6 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 6.38 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 6.30 (d, /= 3.2 Hz,
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1H), 5.56 (dd, J=17.6 Hz, J= 1.2 Hz, 1H), 5.27 (t, J= 5.8 Hz, 1H), 5.15 (dd, J=11.3 Hz, J =
1.2 Hz, 1H) y 4.38 (d, J = 5.8 Hz, 2H).

6.3.2 Sintesis de ((5-vinilfuran-2-il)metil)carbonato de terz-butilo (10)
Reaccion con NaH: en un balon de dos bocas provisto de un sistema de atmosfera de No, se

agregan 0.950 g de bromuro de metiltrifenilfosfonio (2.7 mmol), 0.124 g de NaH al 60% (3.1

mmol) y 13 mL de THF anhidro. La mezcla se mantiene con agitacion magnética en bafio de
hielo durante 1 h. Se disuelven 0.5 gramos del aldehido 19 (2.2 mmol) en 8 mL de THF seco
y se agrega lentamente la solucidon de aldehido a la mezcla de reaccion. Se deja agitando la
reaccion a 0°C por 3h. Finalizado el tiempo de reaccion, se evapora el disolvente a presion
reducida. Se purifica el producto por cromatografia en columna usando silica flash como fase
estacionaria y una mezcla hexanos: AcOEt (95:5) como fase moévil. El producto puro se obtiene

como un aceite transparente (0.055 g, R =11%).

Reaccion con -BuOK: en un balén de dos bocas provisto de un sistema de atmosfera de Ny, se

agregan 0.950 g de metiltrifenilfosfonio (2.7 mmol), 0.496 g de ~-BuOK (2.0 mmol) y 13 mL

de THF anhidro. La mezcla de reaccion se mantiene con agitaciéon magnética en un bafio de
hielo durante 1 h. Se disuelven 0.5 gramos del aldehido 19 (2.2 mmol) en 8 mL de THF seco
y se agrega lentamente la solucion de BocMF a la mezcla de reaccion. Se deja agitando la
mezcla de reaccion a 0°C por 3h. Finalizado el tiempo de reaccion, se evapora el disolvente a
presion reducida. Se purifica el producto crudo por cromatografia en columna usando silica
flash como fase estacionaria y una mezcla hexanos: AcOEt (95:5) como fase movil. El producto

puro se obtiene como un aceite transparente (0.065 g, R = 13%).

'H-RMN (CDCls, 400 MHz): § (ppm) 6.39 (dd, J=17.5 Hz, J=11.3 Hz, 1H), 6.33 (d, J=3.3
Hz, 1H), 6.14 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.62 (dd, J = 17.5 Hz, J = 1.1 Hz, 1H), 5.12 (dd, J = 11.3
Hz, J= 1.1 Hz, 1H), 4.96 (s, 2H) y 1.42 (s, 9H). *C-RMN (CDCls, 100 MHz): 8(ppm) 153.9
(C=0), 153.2 (Ar-C2), 148.5 (Ar-C5), 124.8 (C=C), 113.2 (C=C), 112.5 (Ar-C4), 108.7 (Ar-
C3), 82.6 (C-(CHs)), 60.6 (CH,) y 27.8 (3C) (C-(CHs)).

6.3.3 Procedimiento general para metatesis cruzada de olefinas

En un balon de dos bocas conectado a un ecualizador bajo atmoésfera de N2 se agrega el
catalizador y luego el derivado de 2-vinilfurano (9 o 10) disuelto en tolueno seco mediante una
jeringa. Seguidamente, se agrega la cantidad requerida de 10-undecenoato de metilo disuelto
en tolueno al ecualizador y se calienta el medio de reaccion sobre un bafio de aceite hasta

alcanzar un reflujo. Se afiade la olefina derivada de acido graso gota a gota. Finalizada la
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reaccion, se evapora el tolueno en un evaporador rotatorio. Se purifico la mezcla de reaccion
por cromatografia en columna utilizando silica flash como fase estacionaria y como fase movil
mezclas de hexanos:AcOEt en un gradiente desde 99:1 hasta 7:3. El tinico compuesto
visualizado y aislado correspondia al homodimero C20+2 (13), producto de la metatesis
cruzada entre dos moléculas de 10-undecenoato de metilo. 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): &
(ppm) 5.35 (m, 2H), 3.66 (s, 6H), 2.30 (t, J = 8.0 Hz, 4H), 1.99 (m, 4H), 1.61 (m, 4H) y 1.30
(s, 20H).

6.4 Sintesis de derivados de AGF mediante O-alquilacion de alcoholes

6.4.1 10-((5-formilfuran-2-il)metoxi)decanoato de etilo (14)

En un balén de dos bocas equipado con un tubo de refrigeracion y un sistema de atmosfera de
nitrogeno se agrega 0.126 g de HMF (1.0 mmol), 0.838 g de 10-bromodecanoato de etilo (3.0
mmol), 0.489 g de carbonato de cesio (1.5 mmol), 2 mL de acetonitrilo, yoduro de potasio y
éter 18-corona-6 en cantidades cataliticas (punta de espatula). La mezcla de reaccion se
mantiene con agitacion magnética a 50 °C durante 10 h. Finalizado el tiempo de reaccion, se
filtra la mezcla por celite y se lava con AcOEt (3x10 mL). Se transfiere el filtrado a un embudo
de decantacion, se agrega 10 mL de agua y se ajusta el pH de la fase acuosa a 3 con HClcon. Se
separan las fases y realizan 2 extracciones con AcOEt (2x15 mL). Las fases organicas
combinadas se lavan con una solucion saturada en NaCl (2x10 mL), se seca con Na>SOq
anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presiéon reducida. Se purifico mediante
cromatografia en columna con silica flash como fase estacionaria y mezclas hexanos:AcOEt
en un gradiente de 95:5, 9:1 hasta 8:2. El producto 14 se obtiene como un aceite de color
amarillo claro con un rendimiento de 23% (0.081 g). 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & (ppm)
9.64 (s, 1H), 7.23 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 6.53 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.54 (s, 2H), 4.14 (q, J = 7.1
Hz, 2H), 3.53 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.71-1.54 (m, 4H), 1.40-1.29 (m,
10H) y 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (CDCl3, 100 MHz): 8(ppm) 177.7 (CHO), 173.9
(CO2R), 159.0 (Ar-C5), 152.6 (Ar-C2), 111.0 (Ar-C3 y Ar-C4), 71.4 (furano-CH>0), 65.0
(CH,OCHaz-furano), 60.16 (CH2-OC=0), 34.4 (CH2-CO2R), 29.6 (CHz), 29.3 (2CH>), 29.2
(CH»), 29.1 (CH»), 26.0 (CH>), 25.0 (CH2) y 14.3 (CHs).

Ademads, como subproducto de esta reaccion se aisld e identifico al compuesto
10-bromodecanoato de (5-formilfuran-2-il)metilo. "TH-RMN (CDCls, 400 MHz): & (ppm) 9.66
(s, 1H), 7.23 (d, J=3.6 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.15 (s, 2H), 3.42 (t, /= 6.9 Hz, 2H),
237 (t,J="1.5, 2H), 1.92-1.81 (m, 2H), 1.70-1.56 (m, 2H) y 1.38-1.29 (m, 10H).
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6.4.2 Sintesis de 10-((5-hidroximetilfuran-2-il)metoxi)decanoato de etilo (15)

En un balén se suspende 10.8 mg de NaBH4 (0.15 mmol) en 154 pL de i-PrOH. Por otra parte,
se disuelven 100 mg de 14 (0.31 mmol) en 154 uL. de MeOH, y se agrega la solucion gota a
gota al balon de reaccion. La mezcla de reaccidn se mantiene con agitacion magnética a
temperatura ambiente durante 2 h. Finalizado el tiempo de reaccion, se agrega 10 mL de agua,
se transfiere la solucion a un embudo de decantacion y se realizan extracciones con AcOEt
(2x15 mL). Se lava la fase organica con 10 mL de soluciéon saturada en NaCl, se seca con
Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Se purificé el producto
crudo por cromatografia en columna con silica flash como fase estacionaria y una mezcla de
hexanos:AcOEt (7:3) como fase movil. El producto se obtiene como un aceite incoloro con un
rendimiento de 67% (0.061 g). "H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8 (ppm) 6.26 (q, J =3.2 Hz, 2H),
4.61 (s, 2H), 4.43 (s, 2H), 4.14 (q, J = 7.1, 2H), 3.48 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 1.67-1.55 (m, 4H), 1.39-1.29 (m, 10H) y 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (CDCl3, 100
MHz): 8(ppm) 174.0 (COzR), 154.2 (Ar-CS5), 152.2 (Ar-C2), 109.8 (Ar-C3), 108.4 (Ar-C4),
70.55 (furano-CH»2-OR), 64.8 (CH,OCH»-furano), 60.2 (CH2-OC=0), 57.6 (furano-CH,OH),
34.4 (CH2-CO2R), 29.6 (CH>), 29.3 (2CH>), 29.2 (CH>), 29.1 (CH>), 26.0 (CHz), 25.0 (CH2) y
14.3 (CH3).

6.4.3 Sintesis de 10-((5-(aliloximetil)furan-2-il)metoxi)decanoato de etilo (16)

En un balén de dos bocas equipado con un sistema de atmosfera de N, se agregan 61.2 mg de
15 (0.2 mmol), 49 pL de bromuro de alilo (d = 1.398 g/mL, 0.6 mmol), 91.5 mg de carbonato
de cesio (0.3 mmol), ioduro de potasio en cantidades cataliticas, éter 18-corona-6 en cantidades
cataliticas en 2 mL de acetonitrilo. La mezcla de reaccion se mantiene con agitacion magnética
a 50 °C durante 10 h. Finalizada la reaccion, se filtra la mezcla por celite y se lava con AcOEt
(3x10 mL). Se transfiere el filtrado a un embudo de decantacion y se agrega 10 mL de agua.
Se separan las fases y realizan 3 extracciones con AcOEt (3x10 mL). Las fases organicas
combinadas se lavan con una solucion saturada en NaCl (2x10 mL), se seca con NaxSOq
anhidro, se filtra y se evapora el disolvente usando un evaporador rotatorio. El producto se
purifica mediante cromatografia en columna con silica flash como fase estacionaria y mezclas
hexanos:AcOEt en un gradiente de 9:1 a 7:3. El producto se obtiene como un aceite amarillo
con un rendimiento de 21% (0.014 mg). 'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): 8 (ppm) 6.19 (q, /= 3.3
Hz, 2H), 5.85 (ddt, /= 17.3 Hz, /= 10.4 Hz, J= 5.7 Hz, 1H), 5.22 (dd, J=17.3 Hz, J= 1.5
Hz, 1H), 5.13 (dd, J =104, J = 1.5 Hz, 1H), 4.37 (s, 2H), 4.34 (s, 2H), 4.05 (q, /= 7.1 Hz,
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2H), 3.95 (dt, J = 5.7 Hz, J = 1.5 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.21 (t, J = 7.5 Hz, 2H),
1.61-1.45 (m, 6H), 1.30-1.20 (m, 10H) y 1.18 (t, /= 7.1 Hz, 3H). >*C-RMN (CDCls, 100 MHz):
S(ppm) 173.9 (C=0), 152.5 (Ar-C2/C5), 151.9 (Ar-C2/C5), 134.4 (C=CH), 117.5 (C=CH>),
110.0 (Ar-C3/C4), 109.6 (Ar-C3/C4), 71.0 (CH,CH=CHa), 70.5 (OCH(CH2)sCOOR), 64.9
(CHa-furano), 64.0 (CHa-furano), 60.2 (CH»-OC=0), 34.4 (CH>-CO,R), 29.6 (CHa), 29.4
(CHa), 29.2 (CHa), 29.1 (CHz), 26.1 (CHa), 25.0 (CHa) y 14.3 (CH3). MS (IE, 70eV): m/z (%)
366 (M*, 0.1), 308 (12, M* - alcohol alilico), 167 (7, M* - decanoato de etilo), 150 (96), 121
(43)y 109 (100).

6.5 Sintesis de nitroalquenilfuranos

6.5.1 Sintesis de (5-(formil)furan-2-il)metil)carbonato de #-butilo (18)

En un balon colocado sobre un bafio de hielo se agrega 1.053 g de HMF (8.4 mmol), 3.645 g
de anhidrido Boc (16.7 mmol), 33 mL de diclorometano y 1.35 mL de piridina (16.7mmol,
gota a gota). La mezcla de reaccidon se mantiene con agitacion magnética sobre el bafio de hielo
durante 30 min, luego se retira el bafio y se mantiene a temperatura ambiente durante 15 h.
Finalizado el tiempo de reaccion, se evapora el disolvente a presion reducida, se agregan 100
mL de AcOEt, se transfiere a un embudo de decantacion y se realizan lavados con HC1 0.1 N
(3 x 25 mL), NaHCO3sa) (2 x 25 mL), CuSOpysary (2 x 25 mL) y NaClsay (2 x 25 mL). La fase
organica se separa, se seca con NaxSOg anhidro, se filtra y se evapora el disolvente usando un
evaporador rotatorio. El producto 18 se purifica mediante cromatografia en columna con silica
flash como fase estacionaria y mezclas hexanos:AcOEt 6:1. El producto se obtiene como un
aceite amarillo con un rendimiento de 91% (1.718 g). Los desplazamientos y constantes de
acoplamiento se corresponden con los valores reportados para el compuesto.'”® "H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 9.66 (s, 1H), 7.22 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 5.12 (s,
2H) y 1.51 (s, 9H).

6.5.2 Sintesis de 5-(butoximetil)furfural (19)

En un baldn de 2 bocas de 50 mL se agregan 2.5 mL de n-BuOH, 0.126 g de HMF (1.0 mmol)
y 2.7 uL de H2SO4 97% (0.05 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene con agitacion
magnética a 75 °C por 24h. Finalizado el tiempo de reaccion, se deja enfriar hasta alcanzar
temperatura ambiente, se agregan 50 mg de NaxCOs y se continlia agitando por 15 minutos. Se
filtra el crudo de reaccion utilizando silica gel y se lava con AcOEt (3x10mL). Se evapora el
disolvente y se purifica por cromatografia en columna con silica flash como fase estacionaria

y una mezcla hexanos:éter etilico (5:1). Se obtiene el producto puro como un aceite amarillo
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con un rendimiento de 50% (0.112 g). Los desplazamientos y constantes de acoplamiento se
corresponden con los valores reportados para el compuesto.!”® 'TH-RMN (CDCls, 400 MHz):
d(ppm) 9.61 (s, 1H), 7.22 (d, J=3.5 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.53 (s, 2H), 3.51 (t, J
= 6.6 Hz, 2H), 1.59 (m, 2H), 1.38 (m, 2H) y 0.93 (t, J= 7.4 Hz, 3H).

6.5.3 Sintesis de nitroalquenilfuranos asistida por ultrasonido.

En un baldn se agrega 38.5 mg de AcONH4 (0.5 mmol), I mL de nitrometano (18.6 mmol) y
el aldehido seleccionado (2 mmol). Luego se coloca el mismo en el bafio de ultrasonidos, se
fija como temperatura maxima 70 °C y se expone durante 2 h (100W y 37 Hz). Finalizado el
tiempo de reaccion, se enfria la mezcla hasta alcanzar temperatura ambiente y se destila el
exceso de nitrometano a presion reducida. Seguidamente, se agregan 10 mL de agua y se
realizan 3 extracciones con 15 mL de AcOEt. Se seca la fase organica utilizando Na;SOg4
anhidro, se filtra y se destila el disolvente a presion reducida obteniéndose un sélido
amarronado. Se purifica el producto crudo por cromatografia en columna utilizando silica flash
como fase estacionaria y mezclas de hexanos:AcOEt como fase mévil (7:3 para 20, 8:2 para

22y 23, 1:1 para 21 y 9:1 para 24).

(E)-2-(2-nitrovinil)furano (20): se obtiene como un so6lido amarillo (Pf= 72.8 - 74.0 °C) con

un rendimiento de 0.172 g (62%). Los desplazamientos y constantes de acoplamiento se
corresponden con los valores reportados para el compuesto.!”> 'TH-RMN (CDCls, 400 MHz):
d(ppm) 7.80 (d, J=13.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 6.92 (d,
J=13.5Hz, 1H), 6.60 (dd, /= 3.5 Hz, J= 1.5, 1H). MS (IE, 70eV): m/z (%) 139 (M*, 4), 81
(16).

(E)-5-(hidroximetil)-2-(2-nitrovinil)furano (21): se obtiene como solido amarillo (Pf= 84.4 -
85.6 °C) con un rendimiento de 0.226 g (67%). '"H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8(ppm) 7.76 (d,
J=13.2Hz, 1H), 7.54 (d, J=13.2 Hz, 1H), 6.87 (d, /= 3.4 Hz, 1H), 6.51 (d, /= 3.4 Hz, 1H),
4.71 (s, 2H), 2.10 (bs, 1H). 3C-RMN (CDCl3, 100 MHz): 8(ppm) 159.0 (Ar-C2), 146.4 (Ar-
C5), 134.7 (C=CHNO»), 125.4 (C=CHNO), 121.1 (Ar-C3), 111.1 (Ar-C5) y 57.6 (CH.OH).
MS (IE, 70eV): m/z (%) 169 (M", 100), 152 (5), 138 (41), 121 (21), 97 (61) y 67 (22).

(E)-5-(metoximetil)-2-(2-nitrovinil)furano (22): se obtiene como un aceite amarillo &mbar con
un rendimiento de 0.039 g (59%) utilizando 18.6 eq. de nitrometano. 'H-RMN (CDCls, 400
MHz): (ppm) 7.76 (d, J=13.2 Hz, 1H), 7.55 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
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6.51 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.46 (s, 2H) y 3.44 (s, 3H). 3C-RMN (CDCls, 100 MHz): 8(ppm)
156.7 (Ar-C2), 146.6 (Ar-C5), 134.9 (C=CHNO,), 125.3 (C=CHNO,), 120.8 (Ar-C3), 112.4
(Ar-C5), 66.4 (CH20R) y 58.5 (OCHs).

(£)-5-(butoximetil)-2-(2-nitrovinil)furano (23): se obtiene como un aceite amarillo &mbar con
un rendimiento de 0.055 g (61%) utilizando 18.6 eq. de nitrometano. 'H-RMN (CDCls, 400
MHz): 8(ppm) 7.75 (d, J=13.2 Hz, 1H), 7.54 (d, /= 13.2 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 3.4 Hz, 1H),
6.50 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.50 (s, 2H), 3.53 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.54-1.68 (m, 2H), 1.33-1.48
(m, 2H) y 0.94 (t,J = 7.4 Hz, 3H). *C-RMN (CDCl3, 100 MHz): 8(ppm) 157.4 (Ar-C2), 146.5
(Ar-C5), 134.8 (C=CHNO»), 125.4 (C=CHNO»), 120.9 (Ar-C3), 112.1 (Ar-C5), 70.9 (furano-
CH>OCHy), 64.8 (furano-CH>OCH>), 31.6 (OCH2CH2R), 19.2 (CH>CH3) y 13.8 (CHa).

6.5.4 Sintesis de (£)-((5-(2-nitrovinil)furan-2-il)metil)carbonato de #-butilo (24)

En un balén de dos bocas equipado con tubo de refrigeracion se agrega 15.3 mg de AcONH4
(0.25 mmol), 0.4 mL de nitrometano (7.4 mmol) y 0.179 g del aldehido 18 (0.8 mmol). La
mezcla de reaccion se mantiene con agitacion magnética a 70 °C durante 2 h. Finalizado el
tiempo de reaccion, se enfria la mezcla hasta alcanzar temperatura ambiente y se destila el
exceso de nitrometano a presion reducida. Seguidamente, se agregan 10 mL de agua y se
realizan 3 extracciones con 15 mL de AcOEt. Se seca la fase organica utilizando Na»;SOg4
anhidro, se filtra y se destila el disolvente a presion reducida obteniéndose un sélido
amarronado. Se purifica el producto crudo por cromatografia en columna utilizando silica flash
como fase estacionaria y una mezcla de hexanos:AcOEt 9:1 como fase mévil. El compuesto
24 se obtiene como un s6lido amarillo (Pf=73.9 - 75.0) con un rendimiento de 0.083 g (39%).
'"H-RMN (CDCl3, 400 MHz): 8(ppm) 7.75 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.55 (d, J= 13.2 Hz, 1H), 6.86
(d, J=3.5Hz, 1H), 6.51 (d, J= 3.5 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H) y 1.52 (s, 9H). MS (IE, 70eV): m/z
(%) 269 (M, 0.1), 212 (M" - +BuOH, 32), 152 (M" - OBoc, 58), 138 (fragmento
nitroalquenilfuranilo, 15), 122 (12), 105 (25) y 57 (+-BuOH, 100).

6.5.5 Sintesis de (£)-2-formil-5-(nitrovinil)furano (25)

En un balén se agrega 0.300 g del aldehido 21 (1.8 mmol), 0.685 g de (diacetoxiiodo)benceno
(2.1 mmol), 55 mg de TEMPO (0.4 mmol) y 8.5 mL de acetona. La mezcla de reaccion se agita
a temperatura ambiente por 90 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion, se evapora la acetona
a presion reducida. Se disuelve el crudo de reaccion en 20 mL de AcOEt, se transfiera a un

embudo de decantacion y se realizan 3 lavados con agua (3x10 mL). Se seca la fase orgédnica
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con NaxSOg4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Se purifica el
producto mediante cromatografia en columna utilizando silica flash como fase estacionaria y
una mezcla de hexanos:AcOEt (6:4), obteniéndose el producto como un so6lido anaranjado
(0.241g, R = 80%). 'H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & (ppm) 9.79 (s, 1H), 8.05 (d, J = 13.5 Hz,
1H), 7.39 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 7.59 (d, /= 3.7 Hz, IH) y 7.40 (s, J= 3.7 Hz, 1H). 3C-RMN
(CDCls, 100 MHz): &(ppm) 178.3 (C=0), 154.2 (Ar-C5), 150.7 (Ar-C2), 138.4 (C=CHNO»),
124.9 (C=CHNO), 122.5 (Ar-C3) y 120.4 (Ar-C4). MS (IE, 70eV): m/z (%) 167 (M*, 100),
138 (25), 119 (40), 92 (18) y 66 (18). MS (IE, 70eV): m/z (%) 167 (M*, 100), 138 (25), 119
(40), 92 (18), 83 (57) y 71 (45).

6.6 Cultivo de células THP-1

Las células THP-1 se cultivan un medio de cultivo FBS/RPMI 10% y son diferenciadas a

macrofagos mediante incubacion con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 200 nM durante

48 h a 37 °C en atmosfera de COz al 5%.
6.7 Evaluacion de citotoxicidad inespecifica de nitroalquenilfuranos

Los ensayos se realizan en placas de 96 pocillos, en los cuales se dispensa 150,000 células
tomadas de una suspension de 2,000,000 células/mL y se diferencian tal como se explica en
6.6. Finalizado el periodo de diferenciacion, se renueva el medio de cultivo de las células, se
incorporan al mismo los compuestos a evaluar en concentraciones variables y se incuban por
24 h. Al final del periodo de exposicion a los compuestos, se vuelve a renovar el medio de
cultivo incorporando MTT a una concentracion de 0.5 mg/mL, se incuba durante 1 h, se agrega
200 pL de isopropanol a cada pocillo y se miden las absorbancias a 570 nm en un lector de
placas. Todos los experimentos se realizan por triplicado. Los céalculos de porcentaje de
viabilidad celular se hacen respecto al promedio de un control positivo. Los datos se procesan

en el software GraphPad Prism 8 y los resultados se presentan como ECso (uM).
6.8 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de nitroalquenilfuranos

6.8.1 Reaccion de Michael para evaluar la electrofilia de nitroalquenilfuranos

Se disuelven entre 1y 3 mg de cada compuesto en 1 mL de DMSO, se calcula la concentracion
de la solucion y se realiza una ultima dilucion para alcanzar una concentracion de 50 uM en
buffer de fosfatos 100 mM con un pH de 7.4. La reaccion de Michael se lleva a cabo en

concentraciones equimolares de los compuestos y BME, para lo cual se agregan 200 pL del
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compuesto disuelto en buffer en una cubeta de cuarzo, se agregan 0.7uL de una solucion de

BME 14.2 mM y se toman espectros de absorcion en intervalos de 1 min en un total de 10 min.

6.8.2 Evaluacion del efecto de los compuestos sintetizados en la activacion del inflamasoma
NLRP3 en primera y segunda sefial.
Los ensayos se llevan a cabo en placas de 24 pocillos, en los cuales se dispensa 300,000 células
tomadas de una suspension de 2,000,000 células/mL y se diferencian tal como se explica en
6.6. La activacion del inflamasoma se da en dos etapas: 1) las células se estimulan con LPS a
250 ng/mL durante 3 h y 2) se estimulan con ATP 5mM durante 45 min. La exposicion a los
compuestos (10 pM) se da junto con la primera o la segunda sefial.*°! Finalizado el periodo de
activacion, se toman los sobrenadantes para cuantificar IL-13 mediante un kit de ELISA
(Human IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine HS ELISA Kit, B&D) y se realizan ensayos de viabilidad
celular por MTT. Los resultados obtenidos para cada compuesto corresponden a 2

experimentos independientes de n = 3.
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