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Introduccion

1. Introduccion

El presente trabajo de tesis se enmarca en la busqueda de metodologias
para la produccion de “unidades base” o “bloques de construccion” para la
preparacion de compuestos con alto valor agregado, tanto de interés
farmacéutico como industrial. Los bloques de construccidn son en general
moléculas altamente funcionalizadas, lo que les confiere el potencial de ser
transformadas en nuevas familias de moléculas de interés sintético. Para
dicho fin, se pueden plantear diferentes estrategias sintéticas clasicas o
utilizar metodologias bio- y organocatalisis. Estas Uultimas suelen ser
ambientalmente m&s responsables cuando se las compara con las

metodologias tradicionales de sintesis organica.

Una gran parte de las moléculas de interés biolégico son quirales, de modo
que su preparacion debe tener en cuenta este aspecto. Para lograr la
sintesis enantioselectiva de un compuesto, se necesitan intermedios
enantioméricamente puros, a menos que se resuelva la mezcla racémica del
producto final. Es importante entonces, asegurar que el intermedio sea un
enantidmero puro. Por lo tanto, un objetivo sintético relevante es el disefio
bloques de construccibn versatiles para emplear en sintesis
enantioselectiva, los que pueden obtenerse, por ejemplo, mediante

biotransformaciones.

La incorporacion de etapas de  biotransformacion, utilizando
microorganismos y/o enzimas aisladas, es una estrategia cada vez mas
explotada en sintesis organica tanto en la industria y como en la academia.
La principal consideracion para la incorporaciéon de una biotransformaciéon
en una secuencia sintética, es el control de la regio- y estereoselectividad
que se puede lograr utilizando una reaccidén catalizada por enzimas. Las
biotransformaciones se estan convirtiendo en metodologias aceptadas para
generar compuestos 6pticamente puros y para el desarrollo rutas sintéticas
eficientes para la obtencibn de compuestos de interés. Las reacciones
biocatalizadas son una alternativa competitiva a las metodologias de
sintesis quimica convencional, por lo que representan una valiosa

herramienta para el quimico sintético.*




Introduccion

La mayoria de las biotransformaciones Utiles en sintesis organica son las
catalizadas por hidrolasas. Las catalizadas por oxidorreductasas son las
segundas y las catalizadas por las restantes clases de enzimas son de baja,
pero creciente, utilidad. Las enzimas se pueden dividir en seis grupos
principales de acuerdo a la Unién Internacional de Bioguimica. Estos grupos
son: (1) Oxidorreductasas: oxidacidn-reduccién: oxigenacién de enlaces C-
H, C-C y C=C, eliminacion de los atomos de hidrégeno equivalentes. (2)
Transferasas: transferencia de grupos acilo, azucar, fosforilo, aldehido, y
cetona. (3) Hidrolasas: hidrdlisis de glucésidos, anhidridos, ésteres, amidas,
péptidos y otros grupos que contienen enlaces C-N. (4) Liasas: adicién de
HX a dobles enlaces como C=C, C=N y C=0 y proceso inverso. (5)
Isomerasas: isomerizaciones por migracion de enlaces C=C, isomerizacion
cis-trans y racemizacion. (6) Ligasas: formacion de enlaces C-O, C-S, C-N,

C-C y éster fosfato.*

El uso de enzimas, especialmente lipasas, para la sintesis de farmacos
quirales esta bien establecida desde hace afos y las biotransformaciones
son aceptadas como una metodologia comun para la preparacion de
productos farmacéuticos quirales.? En los Gltimos afios, se han descrito
procesos interesantes, usando hidrolasas, oxidorreductasas o liasas como
biocatalizadores para la sintesis de farmacos quirales.” Sin embargo, el uso
de lipasas en disolventes organicos sigue siendo una excelente metodologia
para la preparacion de soélo uno de los isbmeros de farmacos quirales
mediante reacciones de hidrolisis, transesterificacion o amindlisis

enzimatica.®

Uno de los mayores inconvenientes de la utilizacion de lipasas en sintesis
organica es la pobre solubilidad en medio acuoso de la mayoria de los
compuestos organicos con mas de cuatro 4&tomos de carbono. El agua es un
disolvente ineficiente para la mayoria de las aplicaciones en la quimica
industrial ya que muchos compuestos organicos son inestables en disolucidon
acuosa. Ademads, la eliminacibn de agua es un proceso mas tedioso y
costoso que cuando se utilizan disolventes organicos, debido a que en
general estos disolventes tienen menor punto de ebullicion que el agua.

Muchas lipasas utilizadas en sintesis, han demostrado ser activas en

3



Introduccion

disolventes organicos presentando por esto varias ventajas: (a) facil
recuperacion de sustrato y producto con alto rendimiento; (b) es posible
utilizar sustratos no polares; (c) evita reacciones secundarias; (d) en
muchos casos la lipasa es termodinamicamente mas activa; (e) cambio del

equilibrio termodinamico para favorecer la sintesis mas que la hidrélisis.*

La biocatdlisis en medios no acuosos ha sido ampliamente utilizada para la
resolucion de alcoholes, acidos, ésteres o lactonas a través de reacciones de
transesterificacion enzimatica usando diferentes lipasas.’> Por otra parte,
procesos tales como la acilacion enziméatica de aminas o amoniaco, han
demostrado ser de gran utilidad para la resolucion de aminas y la
preparaciéon de amidas con centros quirales.® Las lipasas pertenecen al
grupo de las serina-hidrolasas, e involucra tres residuos claves en el centro
activo (Ser, His y Asp), conocidos como “triada catalitica”. EI mecanismo
completo se describe en el capitulo 2. Antecedentes. El mecanismo catalitico
de estas enzimas de estos procesos se conoce como el de la serina-
hidrolasa,” que es comu(n para la hidrélisis de ésteres, y también para los
procesos enzimaticos de transesterificacion, amindlisis, amondlisis,
hidrazindlisis y perhidrélisis de ésteres; en el que el agua, el nucledfilo
natural que ataca al complejo acilo-enzima formado, es remplazado por un
alcohol, amina, amoniaco, hidrazina o hidroperéxido respectivamente

(Esquema 1).2
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Esquema 1: Biotransformacién de ésteres en disolventes organicos. Extraido de

Fernandez-Gotor y col.?

Por otro lado, la mayoria de las transformaciones enzimaticas tienen su
contrapartida en quimica sintética. A menudo, sin embargo, los mecanismos
por los cuales los catalizadores biolégicos y sintéticos operan, difieren
notablemente.? La reaccién alddlica catalitica asimétrica, fundamental para
la formacion de enlaces C-C, quimica y biolégicamente, es un caso
interesante a este respecto. Quimicamente, esta reaccion se lleva a cabo a
través de metodologias que emplean determinadas cantidades de un
enolato preformado en combinacibn con un catalizador quiral.
Habitualmente, en el mecanismo de reaccién esta involucrado un metal. La
mayoria de las enzimas, sin embargo, utilizan wuna estrategia
fundamentalmente diferente y catalizan la reaccion alddlica directa de dos
carbonilos sin modificar. Las aldolasas de Clase | utilizan un mecanismo via
enamina, mientras que las de Clase Il catalizan el proceso utilizando zinc
como cofactor.® El uso de aldolasas que utilizan un mecanismo via enamina
y aceptan sustratos organicos hidrofobicos, ha demostrado un potencial
sintético similar al de las reacciones alddlicas catalizadas por aminas. El
aminoacido prolina es un efectivo catalizador asimétrico para la reaccidon

alddlica directa entre acetona sin modificar y una variedad de aldehidos.®
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Las moléculas organicas pueden catalizar reacciones quimicas a través de
cuatro mecanismos diferentes: (a) Activacion de la reaccién basada en la
nucleofilia/electrofilia de los catalizadores. El catalizador quiral no se
consume en la reaccidbn y no requiere regeneracion en paralelo. (b) Las
moléculas organicas forman intermedios reactivos. El catalizador quiral se
consume en la reaccion y requiere la regeneracion en un ciclo catalitico
paralelo. (c) Reacciones de transferencia de fase. El catalizador quiral forma
un complejo con el sustrato y se da un transporte entre un disolvente
orgéanico estandar y una segunda fase (fase sélida o acuosa en la que tiene
lugar la reaccion). (d) Transformaciones asimétricas aceleradas por cavidad
molecular, en las que el catalizador se puede seleccionar en funcién del

tamafio y la estructura.’

Las aminas secundarias quirales utilizadas como catalizadores pueden
formar iones iminio con cetonas o aldehidos. Estos intermedios reaccionan
ya sea por tautomeria imina-enamina o un mecanismo relacionado, para
formar la especie de enamina nucleédfila, que pueden reaccionar
convenientemente con un electréfilo activado, por ejemplo, aldehido,

cetona, o azodicarboxilato, Esquema 2.*°

cetona: azodjcarpoxijatoy

Ho, *tH,0
o Yy ‘/—\ f\;({ Electrofilo (aldehido:
N

Esquema 2: Ciclo catalitico mediado por L-prolina en reacciones aldélicas.®

El catalizador de mayor éxito utilizado para este tipo de reacciones ha sido,

sin duda, L-prolina. Aunque, por lo general, el aminoacido utilizado es el
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natural (L-prolina), ambos enantidmeros estan disponibles, lo que es una
ventaja sobre los métodos enzimaticos. Es notable la variedad de
reacciones que pueden ser mediadas con este aminoécido, cuya simplicidad
contrasta con la compleja maquinaria de las enzimas naturales (aldolasas

de clase 1) capaces de realizar transformaciones similares.*®

La prolina no es la Unica molécula organica capaz de promover reacciones
via enamina, y no todas las reacciones via enamina pueden ser mediada por
la L-prolina.*>*? En los dltimos afios han sido descritos una gran variedad de
catalizadores quirales, analogos a la prolina y estructuras mas complejas,
que mejoran la velocidad y la selectividad en un gran numero de

reacciones.®?' En la figura 1 se muestran algunos catalizadores de este

tipo.
OH
O<COOH D----.COOH O—% O—coome O<COOH
N N N H N N
H H H H H
S 0 Ph OH OTMS
O—COOH M Ph % A AT
N N H N h N Ar N Ar
H H -ulIPh H H H
H
O CH, O CH,
N N
L L
N // N N "////
H H
CH,q CH,

Figura 1: Prolina y analogos utilizados en organocatalisis.

En esta tesis se plantea la aplicacion de biotransformaciones vy
organocatalisis para la preparacion de bloques de construccién de gran

versatilidad, Utiles para la sintesis de diversos compuestos de interés.
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2. Antecedentes

Uno de los desafios mas significativos para la humanidad en el siglo
veintiuno, es el desarrollo de una economia global sostenible. Dentro de
éste, corresponde a la comunidad cientifica el desarrollo de procesos y
tecnologias que permitan la produccidon sustentable de materiales a partir

de fuentes naturales renovables.

El presente trabajo de tesis se enmarca en la busqueda de metodologias
para la produccién de “unidades base” o “bloques de construccion” para la
preparacion de compuestos con alto valor agregado, tanto de interés
farmacéutico como industrial. Los bloques de construccién son moléculas
que contienen multiples grupos funcionales, lo que les confiere el potencial
de ser transformadas en nuevas familias de moléculas de interés sintético.
Para ello se plantean diferentes estrategias sintéticas utilizando biocatalisis
y organocatdalisis. A continuacién, se presentan los antecedentes descritos
en la literatura, que fueron la base para diseflar la estrategia de

investigacion de este trabajo de tesis.

2.1. Transesterificacion de B-cetoésteres catalizada por lipasas.

Los B-cetoésteres pueden ser utilizados como bloques de construccion
quirales, en la preparacibn de una variedad importante de compuestos
bioactivos o de alto valor agregado. Estos bloques de construccién pueden
emplearse, por ejemplo, en la sintesis de feromonas de agregaciéon de
insectos, que son plagas de granos almacenados y causan graves pérdidas

econdmicas en todo el mundo.?

El control de plagas hasta ahora, se ha realizado mayoritariamente a través
del uso indiscriminado de insecticidas o pesticidas, que ademéas de ser
téxicos y nocivos para los seres humanos y el medio ambiente, muchas
veces causan resistencia en los insectos.”? El nimero de insectos y otras
especies que desarrollan resistencia a los pesticidas esta en constante
crecimiento, forzando a la industria quimica al desarrollo de nuevos

pesticidas. Estos hechos han contribuido a promover la utilizacion de
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atrayentes bioldgicos naturales, tales como las feromonas, para el
seguimiento de plagas, permitiendo la aplicacibn de programas para su
manejo integrado. El manejo integrado de plagas (MIP) combina estrategias
quimicas, biologicas y agrotécnicas de control a costos razonables y
minimizando el dafio ambiental. Un primer paso posible del programa es el

monitoreo efectivo con el uso de feromonas.®

Los organismos vivos utilizan compuestos quimicos para comunicarse entre
ellos, asi como con su entorno. Tanto las especies del reino animal como
vegetal secretan y liberan estos compuestos, generando una respuesta en
la relacion emisor-receptor, desarrollando cambios en ambas especies.
Estos compuestos quimicos son conocidos como semioquimicos y son
clasificados en dos categorias: aleloquimicos y feromonas. Los aleloquimicos
son compuestos involucrados en la comunicacion interespecifica y son
clasificados de acuerdo al beneficio generado: kairomonas (el emisor es
beneficiado), alomonas (el receptor es beneficiado), sinomonas (emisor y
receptor beneficiados).* Las feromonas son compuestos secretados hacia el
exterior del cuerpo del animal o insecto y participan en la comunicacion
dentro de una misma especie. El término feromona (del griego pherein =
transferir y hormon = excitar) se refiere a una sustancia secretada por un
individuo y recibida por un segundo individuo de la misma especie, que
causa una reaccion especifica, que puede ser un determinado

comportamiento o el desarrollo de un proceso especifico.?

En 1982 Phillips y col. describieron por primera vez, una feromona de
agregacion producida por el macho de S. granarius., que atrae a ambos
sexos.” Esta feromona fue identificada como (2S,3R)-3-hidroxi-2-

metilpentanoato de 1-etilpropilo, y llamada Sitofilato (Esquema 3).%”’

La primera sintesis enantioselectiva de los dos enantiomeros de Sitofilato
fue descrita por Chong en 1989.% La estrategia sintética para la introduccién
de quiralidad involucré una epoxidacion asimétrica de Sharpless de un
alcohol alilico cis y la apertura regioselectiva del epdéxido con Me,CulLi,
dando tanto (2S,3R) y como (2R,3S)-sitofilato. A partir de entonces, se han

descrito diferentes rutas sintéticas para la obtencién tanto de la mezcla
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racémica como para los enantiémeros puros,’** las cuales involucran varios

pasos de reacciéon y bajos rendimientos.

Las feromonas como Sitofilato, Sitofiluro y Dominicalure | y Il, secretadas
por los insectos plaga Sitophilus granarius, Sitophilus orizae y Rhyzopertha
dominica respectivamente, pueden ser sintetizadas ademas, utilizando -

cetoésteres como bloques de construccion (Esquema 3).*°’

OH O O O 0]
S
\/I%S)K/ — WO/\ ——— No)\/\

(2S'3Ry sitofiluro 5 R=H' Me R=H’ Dominjcajure |
Feromona ge agregacion R=Me' Domjnjcajure ||
SitOphilus orjzae Feromona de agregacign

RhyZOpertha dominjca

SN
(2S'3R) “sitofilato

Feromona de agregacign
S|t0ph||US granar|us

Esquema 3: Ejemplos de feromonas de insectos que pueden ser sintetizadas

utilizando B-cetoésteres como materiales de partida.

El desarrollo de metodologias econémicas y ambientalmente responsables
para la interconversidn de B-cetoésteres sigue siendo un reto, ya que los
procesos convencionales a menudo generan gran cantidad de desechos y/o

se llevan a cabo bajo condiciones de reaccion fuertes.*

La incorporacion de técnicas que implican biotransformaciones, tanto con
microorganismos como con enzimas aisladas, se estan convirtiendo en
procedimientos cada vez mas comunes en sintesis organica a nivel
industrial y de laboratorio.'® La principal consideracién para la incorporacion
de una biotransformacion en una secuencia sintética es la del control
quimio-, regio- y estereoselectivo que se puede lograr por medio de
reacciones catalizadas por enzimas.'®?° Las biotransformaciones se estan

convirtiendo en procesos muy utilizados para generar compuestos
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Opticamente puros, asi como para el desarrollo de rutas eficientes para la

obtencion de los mismos.*®

La mayoria de las enzimas operan a temperatura ambiente, en disoluciones
acuosas neutras y sin necesidad de proteccion de grupos funcionales
presentes en el sustrato. En sintesis organica, estos biocatalizadores se
pueden utilizar como Unico catalizador en una reaccién, en combinacién con
otras enzimas, 0 con reactivos quimicos comunes. Ademdas, muchas
enzimas aceptan sustratos no naturales, y empleando ingenieria genética se
puede alterar su estabilidad, ampliar su especificidad por sustratos y
aumentar su actividad especifica. Por lo tanto, mientras que moléculas con
varios grupos funcionales representan desafios importantes al utilizar
métodos sintéticos tradicionales, pueden ser sustratos adecuados en
procesos enzimaticos. A través del uso de biocatalizadores, se pueden
realizar modificaciones a moléculas complejas en procesos ambientalmente

benignos, que son dificiles de obtener con metodologias convencionales.*®

Las feromonas y hormonas de insectos se han empezado a comercializar
como productos agroquimicos, siendo utilizadas en sus formas enantiopuras
0 en mezclas conocidas de estereoisémeros. Distintos enantiomeros pueden
exhibir actividades biologicas diferentes, incluyendo actividad inhibidora,
actividad sinérgica, etc. Las feromonas suelen ser muy eficaces, dado que
se necesitan cantidades muy pequefias para lograr la actividad deseada. Su
preparacion como productos comerciales es de gran interés, incluso si se
trata de una ruta sintética de multiples etapas en una escala menor que la

de otros productos agroquimicos.®

Las feromonas de insectos, que actlan ya sea mediante la interrupcién del
apareamiento o por conducir a una captura masiva, se espera que se
conviertan en la proxima generacion de plaguicidas. Estas feromonas son,
en general, moléculas Opticamente activas, siendo sus centros quirales
fundamentales para su actividad. En algunos casos, los enantiomeros no
naturales correspondientes a sus homodlogos naturales, pueden inhibir
fuertemente la respuesta a una feromona. Por lo tanto, es esencial una

pureza Optica extremadamente alta para el uso practico de una feromona.
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Debido a que la utilidad de las feromonas es obvia, muchos grupos de
investigacion se han dedicado a desarrollar rutas quimioenzimaticas

eficientes para la preparacion a gran escala de estos compuestos.*®

En la actualidad, son ampliamente reconocidas las transformaciones
quimicas catalizadas por enzimas como alternativas practicas a la sintesis
orgénica tradicional y como soluciones convenientes a ciertos problemas
sintéticos dificiles de resolver. La aplicacion de biocatalizadores representa
por lo tanto, una oportunidad destacable para el desarrollo de procesos en

quimica industrial y farmacéutica.?*??

Durante los ultimos afos, se han hecho grandes esfuerzos para establecer
rutas enantioselectivas para la preparacion de compuestos
enantioméricamente puros, debido a su importancia en las industrias
farmacéutica, alimenticia y agricola. Los procesos biocataliticos se
presentan como una excelente estrategia para la preparacion de estos
productos ya que son ambientalmente benignos, en contraste con los
procesos de catdlisis convencionales, especialmente los que utilizan metales
pesados. La biocatdlisis ha tenido un rol importante, por ejemplo, en la

produccion de antibi6ticos.*®*°

Por lo antedicho, es que las metodologias enziméaticas, se presentan como
estrategias apropiadas para la funcionalizacion de los B-cetoésteres. En
particular, la transesterificacion de B-cetoésteres catalizada por lipasas
puede ser utilizada como una herramienta eficaz para la interconversion de

dichos sustratos.?®

La transesterificacion es una reaccidon de gran importancia en sintesis
orgéanica, tanto como la esterificacion directa entre un &cido y un alcohol, e
implica el intercambio de un grupo alcoxilo por otro. Cuando se trata un
éster con un alcohol diferente, generalmente en presencia de un catalizador
acido, se pueden intercambiar los grupos alcohol. Ambas reacciones,
esterificacion y transesterificacion, son equilibrios por lo que es necesario
desplazarlos hacia la formacion de productos (Esquema 4). En el caso de la

esterificacion, el agua generada interfiere con el completo avance de la
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reaccion, ya que contribuye a desplazar el equilibrio hacia los reactivos. El
agua puede ser separada del medio de reaccion utilizando un disolvente
orgénico inmiscible con ella. Por su parte, en las transesterificaciones es
necesario remover el alcohol producido para desplazar el equilibrio hacia la
formacion de los productos. La transesterificacion es la metodologia elegida
para sintetizar ésteres, cuando se trabaja con compuestos gue pueden

descomponerse con agua.”

O @]
ESterificacign + R,OH __.o * H,0
Rl)J\OH S R)]\ORZ ?
O o

ransesterificacign + - + R,OH
T terificacio Rl)J\ORz R;OH s— Rl)J\ORg 2

Esquema 4: Esquema general de reacciones de esterificacion y transesterificacion.

Las lipasas, son enzimas que catalizan la hidrdlisis de triglicéridos en acidos
grasos y glicerol.*> Ademéas de su funcién natural, catalizan también
reacciones de hidrélisis de otros tipos de ésteres, de esterificacion y de
transesterificacion.”® Las lipasas (clasificadas como: EC 3.1.1.3)*°
pertenecen a la familia de las serina-hidrolasas al igual que las proteasas y
las esterasas.? El mecanismo de accién, que ha sido estudiado en detalle,
se presenta en el Esquema 5. Los residuos de Ser, Asp y His del sitio activo
de la enzima, que participan en el mecanismo de reacciéon, forman la
llamada triada catalitica. Los residuos de Asp e His son los responsables de
la desprotonacion del grupo hidroxilo de la Ser, que ataca nucleofilicamente
al carbonilo del sustrato (Paso 1) El resto acilo del sustrato queda enlazado
covalentemente a la enzima, formando el intermedio *“acilo-enzima”
liberando al grupo saliente (R,-OH). A continuacion, un nucledfilo (Nu),
normalmente agua, ataca al intermedio acilo-enzima, regenerando Ila

enzima y liberando el acido carboxilico R,-COOH (Paso 11).%
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Esquema 5: Mecanismo de accién de serina-hidrolasas.?

Cuando la enzima estad operando en un entorno de baja actividad de agua
(concentracion efectiva de agua en el medio de reaccion), cualquier otro
nucledfilo puede atacar al intermedio acilo-enzima, lo que conduce a varias

transformaciones sintéticas utiles, tal como se muestra en el Esquema 5.7

Dado que los sustratos naturales de las lipasas son ésteres de glicerol
(quiral), con un &cido aquiral, puede esperarse que las lipasas sean mas
utiles para hidrolizar ésteres de alcoholes quirales que ésteres de acidos

quirales. Aunque esto se cumple para la mayoria de las lipasas, un pequefio
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grupo de lipasas también muestran una alta selectividad reconociendo la

quiralidad de un resto &acido.?®

Las lipasas muestran, en particular, una alta enantioselectividad hacia
alcoholes secundarios, no asi con alcoholes primarios o terciarios. La “Regla

de Kazlauskas™?’

predice qué enantibmero reacciona mas rapido en la
acilacion de alcoholes secundarios racémicos. EI modelo, representado en la
Figura 2, muestra que el grupo de tamafio mas grande (L) tiene prioridad
sobre el grupo de tamafio medio (M), por lo que la reaccién serd mas rapida
en el caso de que el enantiomero se enlace al sitio activo como se muestra
en la Figura 2a. Si esta prioridad coincide con la regla de Cahn, Inglod y
Prelog,”® el alcohol (R) reaccionara para producir el éster correspondiente.
La misma estereopreferencia se observa para la hidrdlisis de ésteres, en

este caso se obtiene el alcohol (R) como producto.

a- Enantiémero b- Enantiobmero
favorecido desfavorecido

Figura 2: Modelo del sitio activo de la lipasa, que explica la regla de Kazlauskas.

Extraido de Gotor-Fernandez y col.?®

Hay muchos ejemplos para preparar alcoholes secundarios
enantioméricamente puros, motivos estructurales que se encuentran
frecuentemente en compuestos quirales intermedios en la sintesis de
productos farmacéuticos. Su resolucion puede llevarse a cabo por acilacién
de alcoholes racémicos o hidroélisis de ésteres utilizando lipasas en
disolventes organicos. La hidrélisis enzimética y las reacciones de
transesterificacion pueden ser procesos complementarios para la resolucion

de alcoholes secundarios.®®
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Una gran variedad de lipasas son producidas por bacterias, hongos y
levaduras, y son excretadas como enzimas extracelulares, lo que facilita su
produccién a gran escala. La mayoria de estas enzimas son creadas por los
organismos en dos isoformas (isoenzimas), generalmente indicadas como A
y B. Ambas estan estrechamente relacionadas estructuralmente y suelen
mostrar la misma enantiopreferencia, pero como existen diferencias
estructurales leves, éstas dan lugar a ciertas diferencias en la
enantioselectividad. Las preparaciones comerciales de calidad técnica de
lipasas normalmente contienen ambas isoformas; la Unica excepcion
notable es la lipasa de Candida antarctica, que se dispone comercialmente

de ambas isoformas puras A y B por separado.?

Las lipasas de Candida antarctica son, en la actualidad, las mas versatiles
para biotransformaciones preparativas. Son obtenidas a partir de la
levadura Candida antarctica. Como lo indica su nombre, esta levadura se
aislé en la Antéartida con el objetivo de encontrar enzimas con propiedades
extremas, para ser utilizados en formulaciones de detergentes.?® La
levadura produce dos isoenzimas A y B, que son muy diferentes entre si.
Mientras que la lipasa A (CAL A) es dependiente de calcio y estable
térmicamente, la lipasa B (CAL B) es menos termoestable e independiente
de calcio. La especificidad por el sustrato de ambas lipasas también varia, lo
que tiene importancia relevante en aplicaciones biocataliticas preparativas.
La lipasa CAL A es altamente activa, de forma no especifica, sobre los
triglicéridos y no es muy util sobre los ésteres simples no naturales. En

cambio CAL B es activa sobre una amplia gama de ésteres no naturales.”

Algunas enzimas presentan un comportamiento llamado “promiscuidad
biocatalitica”, que significa que una transformacién quimica procede por un
mecanismo de accién distinto al nativo.?® Usualmente, el término también
se usa para hacer referencia a la aceptacion por parte de la enzima, de
sustratos con estructuras muy diferentes de la de los nativos. El
comportamiento promiscuo es a menudo una caracteristica favorable en un
biocatalizador. Como ejemplo, las lipasas son bien conocidas como enzimas
altamente selectivas, pero también promiscuas. La lipasa B de Candida

antarctica (CAL B), es un atractivo biocatalizador debido a su promiscuidad
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ya que acepta de una amplia gama de sustratos no naturales y puede ser

utilizada condiciones de reaccion distintas a las naturales.?®

La irradiacion por microondas se ha utilizado como un enfoque “verde” en
sintesis organica clasica.’®*' Una amplia variedad de reacciones fueron
descritas en agua, disolventes organicos o libres de disolventes, en las que
la irradiacion por microondas llevé a conversiones mas altas y tiempos de
reaccibn mas cortos, en comparacion con métodos de sintesis

convencionales.3?°

El efecto de la irradiacion por microondas en la sintesis organica se atribuye
a una combinacion de efectos térmicos (velocidad de calentamiento,
sobrecalentamiento y puntos calientes) y a la absorcion selectiva de la
radiacion por sustratos polares.®® Los efectos no térmicos han sido
profundamente discutidos y racionalizados de acuerdo al medio de reaccidon
y consideraciones mecanisticas. Algunos autores han sugerido que estos
efectos no térmicos son el resultado de la interaccidon directa del campo

eléctrico inducido con moléculas especificas del medio de reaccion.®*3*

El uso de microondas en combinacién con la catdlisis con lipasas, da lugar a
mejoras en la conversion, en la velocidad de reaccibn y en la
estereoselectividad.®”*! Por otra parte, Rejasse y col. demostraron que la
estabilidad de la lipasa B de Candida antarctica inmovilizada (CAL B,
Novozym 435) en medios organicos mejora con irradiaciéon por microondas,
frente al calentamiento convencional, lo que explica el aumento observado

en la conversion.***3

Yadav y col. destacaron que existe una sinergia entre la actividad de la
lipasa y la irradiaciéon por microondas en transesterificaciones catalizadas
por CAL B.**%%* Han descrito que con esta metodologia se obtienen
conversiones de moderadas a buenas en tiempos cortos de reaccion, si se
comparan con los resultados obtenidos en reacciones calentadas por
métodos convencionales. Sin embargo, estas reacciones se realizaron

utilizando tolueno como disolvente y en concentraciones de sustrato bajas,

19



Antecedentes

lo que puede traer como consecuencia problemas medioambientales y

economicos.

La combinacién de irradiacibn por microondas y procesos libres de
disolventes ha sido investigada ampliamente en los ultimos afios.**™! Sin
embargo, metodologias que involucren biocatdlisis, ausencia de disolventes
e irradiacién por microondas, han sido poco descritas.*>°? El Gnico trabajo
descrito hasta el momento, que combina la transesterificacion de -
cetoésteres catalizada por lipasas en ausencia de disolvente e irradiacion

por microondas, es el surgido a partir de este trabajo de tesis.>?

2.2. Sintesis organocatalizada de derivados de acido cinamico.

Los &cidos carboxilicos a,B-insaturados son también compuestos versétiles
que permiten el acceso a una variedad de intermedios sintéticos, como los
fenilglicidatos y alcoholes cinamilicos. Dichos &cidos forman parte de
productos naturales, como la lignina y estructuras relacionadas.®® En el
Esquema 6 se muestran los modelos de lignina que pueden ser sintetizados

a partir de derivados de acido p-hidroxicinamico.
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Esquema 6: Acidos carboxilicos a,B-insaturados precursores de modelos de lignina.

La lignina forma parte constitutiva de los vegetales, junto con la celulosa y
la hemicelulosa, y es en si misma un compuesto de escaso valor intrinseco.
Por otra parte, la industria de producciéon de pasta de celulosa y papel ha
crecido ininterrumpidamente desde hace casi 40 afos. Se predice que para
el afo 2015 se estaran produciendo mas de 500 millones de toneladas de
celulosa de las cuales es de esperar que muchas provengan de nuestras
latitudes. Esos millones de toneladas de celulosa conllevan también unos
150 millones de toneladas de lignina que no pueden simplemente ser

eliminados al medio.®®

Las compafiias dedicadas a la produccién de celulosa encontraron que
podian combinar el deshacerse de la lignina con su aprovechamiento para
generar energia, y es asi que hoy en dia aproximadamente un 65-70% de la
energia necesaria en una planta de producciéon de pasta de celulosa se

obtiene del quemado de la lignina y un 30-35% del uso de combustibles
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fésiles. De hecho, las fabricas modernas como UPM en nuestro pais,
generan un excedente de energia que constituye un aporte al sistema
energético nacional. Sin embargo, es un desafio inigualable y un enorme

incentivo econdmico encontrar mejores usos para la lignina.

La madera es un material muy versatil que tiene una amplia variedad de
aplicaciones mediante la explotacion de sus componentes estructurales.
Tipicamente, contiene un 40-50% de celulosa, 25-30% de hemicelulosa,
20-30% de lignina y 2-5% de extractivos (resinas, aceites, fitoquimicos,
fitoesteroles, etc.).’® Cada uno de estos componentes tiene el potencial de
ser explotado comercialmente. Hoy en dia, dejando de lado su empleo como
material de construccién, la madera tiene dos usos fundamentales. Por un
lado, se emplea para proveer energia y por otro, en la industria de
produccién de papel, a través de los procesos de pulpado y tratamiento
quimico que producen la celulosa, materia prima del mismo. AUn en este
ultimo caso se calcula que s6lo un 25% del arbol se emplea para obtener
celulosa, siendo el resto dedicado a la quema.®’ Debido a que el valor de la
madera ha seguido una curva decreciente en los ultimos 25 a 30 afios, y al
encarecimiento progresivo y eventualmente desaparicion de la quimica
basada en combustibles fésiles, se esta intentando cada vez mas agregar
valor a estos materiales que hoy en dia, simplemente terminan en una
caldera. Se prevé que la tecnologia relacionada con la biomasa
lignocelulésica permita en el futuro, el desarrollo de la biorrefineria forestal
integrada, que consiste en la produccion de un abanico de productos
quimicos, conjuntamente con los biocombustibles necesarios para aliviar la
dependencia de los combustibles derivados del petréleo, para reducir la
emision de gases y el efecto invernadero, y mitigar otros problemas
ambientales.®® Estas fabricas podrian producir etanol, polimeros y diesel a

partir de hemicelulosa y lignina.>®?

La lignina es un heteropolimero natural con una estructura tridimensional
compleja y aparentemente al azar,’® que todavia no ha sido resuelta entre
otras razones porque al ser insoluble en la mayoria de los disolventes
(excepto algunos liquidos i6nicos) no puede extraérsela sin modificarla.

Actualmente se sabe que la lignina es un material polimérico compuesto de
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unidades fenilpropanoide derivadas de tres alcoholes cinamilicos
(monolignoles): alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico

(Figura 3).>%040°

) a. = B o= B
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6 A2 6 2 6 2
5 3 ° e eo e
3 2 3™OM MeOo~ , oM
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Figura 3: Mondmeros predominantes en la lignina (monolignoles).

Dos tipos de enzimas, las peroxidasas y las lacasas, generan radicales
fenoxilo a partir de los monolignoles. Dichos radicales reaccionan
quimicamente produciendo intermedios reactivos, los metiluros quindénicos.
El ataque nucleofilico por agua, alcoholes o grupos hidroxilo fendlicos al
metiluro quinodnico, genera un dilignol. Los dilignoles generados sufren

66-69 Las

acoplamientos posteriores conduciendo al polimero resultante.
estructuras posibles son muchas, pero la lignina se caracteriza por poseer
algunos enlaces tipicos entre las unidades. Las principales uniones son las
conocidas como B-0O-4 (B-ariléter), B-5 o a-0-4 (fenilcumarano), 5-5

(bifenilo), 4-0-5 (bifeniléter), B-B (resinol) y B-1 (B-arilo),’® (Figura 4).

23



Antecedentes

r;’
HO

o

Me ome 2075y ~OoMme

Me H
Me -
° bifeniléter [4°0 5]
M

B ariléter (g 0 4 OH

resinol (-] dibenzodioxocina [5'5/5 04 (%0 4))

Figura 4: Principales unidades estructurales en la lignina. Los enlaces resaltados

son aquellos que se forman en las reacciones de acoplamiento radicalario.

La lignina en si misma es un problema en la industria de produccion de
pasta de celulosa, ya que al estar mezclada con ella es necesario someter a
la madera a procesos quimico-fisicos que la eliminen, dejando la celulosa
que es el producto de interés. EI 80% de la celulosa producida a nivel

mundial, actualmente se obtiene mediante el método Kraft.”*

En un proceso Kraft, una disolucion acuosa de NaOH y Na,S conocida como
licor blanco, reacciona con los chips de madera en un digestor a altas
temperaturas y presiones. Durante el tratamiento, los aniones hidroxido e
hidrosulfuro reaccionan con la lignina, causando la fragmentaciéon del
polimero en fracciones solubles en agua alcalina. El objetivo del proceso de
pulpado es remover la lignina y separarla de la celulosa. La fragmentacion
de la macromolécula procede a través de la ruptura de los enlaces
intermonoméricos, con la concomitante generacion de grupos hidroxilo. La
presencia de estos grupos incrementa la hidrofilia de la lignina y de los
fragmentos de lignina. Como resultado, la solubilidad de los mismos en el
licor de cocciéon se incrementa. Los productos del proceso Kraft son por un
lado la pulpa de celulosa y por otro el llamado licor negro (LN) diluido que

contiene las sustancias inorganicas y la mayor parte de la lignina que
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contenia la madera. EI LN es concentrado, enviado a una caldera de
recuperacion de los productos inorganicos (que se usan nuevamente como

licor blanco), mientras que la lignina es quemada.’""?

Para extraer el mayor valor posible de la biomasa es necesario el desarrollo
de métodos eficientes para la separacion y modificacion de la misma. Todo
proceso que permita generar métodos mas eficientes para procesar la
lignina sin destruirla mas que en forma controlada, y extraer de ella
materiales que tengan utilidad industrial o comercial, tendrd eventualmente
un valor econémico considerable. Por ejemplo, la vainillina, que puede
aislarse a partir de licor negro por degradacion de la lignina, tiene un valor
de mercado de 10 U$S por kilogramo, mientras que la lignina cuesta 5
centavos de doélar por kilogramo. El hecho de que esta sea una corriente
que recién comienza a desarrollarse nos permite realizar investigaciones
fundamentales sobre aspectos centrales en la elaboracién de biomateriales
a partir del LN de las fabricas de pulpa de celulosa. Eventualmente estas
investigaciones pueden llevar a desarrollos patentables y aprovechables en

el entorno productivo al cual se intenta conducir a nuestro pais.

El LN contiene la mayor parte de la lignina y es quemado en la caldera de la
planta para obtener la energia necesaria para su funcionamiento. La fabrica
de pulpa de celulosa puede incrementar su produccién en tanto no exceda
la capacidad de la caldera de recuperacion.”® De esta forma, parte de la
lignina podria sustraerse del ciclo sin comprometer la sustentabilidad del
proceso y derivarse hacia la produccion de otras sustancias quimicas

agregandole de este modo valor.”

El grupo de investigacion en el que se enmarca esta tesis, trabaja en la
sintesis de modelos de lignina, en particular monolignoles, dimeros,

trimeros y polimeros en general (Esquema 7).
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Esquema 7: Sintesis de modelos de lignina. Polimerizacién de unidades base.

En la preparacion de los alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico, se
obtienen los correspondientes derivados de &acido cindmico como
intermedios sintéticos. Estos, son a su vez intermedios en la sintesis de
fenilglicidatos, que pueden obtenerse por epoxidacion de las

correspondientes olefinas.

La condensacion de Knoevenagel de aldehidos y acido malbénico es
generalmente promovida por bases, tales como piridina y piperidina. En
estas condiciones organocataliticas, se produce el acido carboxilico o,p-

insaturado correspondiente, derivado de acido cindmico.”

El término organocatalizador fue introducido en el 2000 por MacMillan.”®
Hasta ese momento, la catalisis enantioselectiva era una de areas mas
importantes de investigaciobn en sintesis orgénica, lograndose avances
notables en el desarrollo de catalizadores organometalicos para sintesis
asimétrica. Sin embargo, habian sido reportadas pocas transformaciones
asimétricas en las que se emplearan moléculas organicas como
catalizadores, a pesar de la amplia disponibilidad de productos quimicos
organicos enantiopuros y el potencial beneficio académico, industrial y
econémico que supone.’® Los primeros antecedentes de la utilizacién de

moléculas organicas pequefias, y en particular a-aminoacidos para la
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preparaciéon enantioselectiva de sintones quirales data de la década de
1970, con los trabajos de Eder y de Hajos.””’® Sin embargo, no es sino
hasta principios de la década de 2000, con los trabajos de List y col.

reacciones alddlicas catalizadas por prolina,’”*® que la metodologia
redescubre todo su potencial, y comienzan a estudiarse en profundidad sus
posibilidades sintéticas. Desde entonces, la organocatalisis representa una
de las &reas mas atractivas de investigacion en quimica orgénica. Esta
popularidad se debe a la mayor estabilidad, menor costo e impacto
ambiental que tienen los organocatalizadores respecto a los compuestos

organometalicos.?3%°

Es en este contexto, que en nuestro grupo de trabajo se llevé a cabo la
condensacion de Knoevenagel organocatalizada, de diferentes aldehidos
aromaticos con acido malénico.*>°* En la mayoria de los casos, el producto
principal de la reaccibn es el acido -carboxilico «a,B-insaturado
correspondiente. Sin  embargo cuando la \vainillina (4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido) fue empleada como electréfilo, se observd la
formacion de 2-metoxi-4-vinilfenol en lugar de &cido ferdlico ((E)-3-(4-

hidroxi-3-metoxi)-2-propenoico) (Esquema 8).%
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no se optiene

Esquema 8: Conversién organocatalitica de vainillina en 2-metoxi-4-vinilfenol.%?

Esta transformacion fue reportada en 2005 y desde entonces, se han

descrito algunos resultados similares de esta reaccion.®*%*

Los 4-vinilfenoles son productos naturales ampliamente distribuidos en las

plantas.®> 8. Ademas, dichos productos se emplean como reactivos para la

preparacion de polimeros y compuestos bioactivos.***%

27



Antecedentes

Recientemente fue descrito un estudio computacional detallado del
mecanismo de la reaccion de Knoevenagel-Doebner.'®* Los &cidos
hidroxicinamicos se encuentran frecuentemente en las plantas y se ha
propuesto que la descarboxilacién enzimatica puede ser la responsable de la
produccion de vinilfenol.*® En consecuencia, el disefio de estrategias para la
sintesis de este tipo de compuestos y su ocurrencia en la naturaleza, son de
creciente importancia. En particular, el planteo de la descarboxilacion en
condiciones organocataliticas fue planteado por nuestro grupo a partir de

este y otros trabajos de tesis.*?

2.3. Sintesis de fenilglicidatos y precursores.

Como se mencion6d anteriormente, los derivados de &cido cindmico son
intermedios en la sintesis de fenilglicidatos, que pueden obtenerse por
epoxidacion de las correspondientes olefinas. Los epdxidos son una clase
muy importante de grupos funcionales, con gran potencial de aplicacion en
sintesis organica. Muchos productos naturales, como triptolida, epotilonas, y

103

criptoficina A (Figura 5) " poseen unidades oxirano en su estructura, que
son esenciales para su actividad bioldgica. Por otra parte, se cree que los
epoxidos son intermedios clave en la biosintesis de muchos productos
naturales, tales como brevetoxina-B (Figura 5), monensina, y glabrescol.
Por lo tanto, el desarrollo de métodos de epoxidacion eficientes sigue siendo

un reto sintético.'®®
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Figura 5: Ejemplo de productos naturales que contienen grupos oxirano y

biosintesis a partir de epéxidos. Extraido de Yang.'*®

Los fenilglicidatos y derivados, asi como estructuras relacionadas, son
sintones altamente versatiles para la preparacion de una gran variedad de
intermedios farmacéuticos, como por ejemplo la cadena lateral de

taxoides,!0*1°° (S)-ibuprofeno,*®® compuestos con actividad
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SgTAM,'®® o0 de compuestos naturales, como balasubramide®*® (Esquema 9).
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Esquema 9: Potencial sintético de los fenilglicidatos como precursores de

productos farmacéuticos.

En los derivados de &cido cindmico, precursores de fenilglicidatos, el doble
enlace a funcionalizar es poco reactivo, por estar conjugado con dos grupos
que ejercen sobre él un efecto atrayente de electrones (grupos fenilo y
carboxilo). El estudio de su reactividad, permitiria disefiar una estrategia

sintética eficiente para la preparacion de estos bloques de construccion.

En la literatura estdn descritos una gran variedad de métodos tanto
quimicos como enzimaticos para la epoxidacion de olefinas. El encontrar un
método de epoxidacidon que opere bajo condiciones suaves de reaccion, y
que sea responsable desde el punto de vista ambiental, ha sido y es un

desafio importante para la quimica orgéanica.

La epoxidacion quimica de olefinas puede llevarse a cabo con peracidos
organicos o una combinacién de catalizadores basados en metales de

transicion y un co-oxidante (como H,O, o t-BuOOH). En particular, todas las

30




Antecedentes

epoxidaciones de derivados del acido cindmico y estructuras relacionadas
descritas en la literatura, son epoxidaciones quimicas que utilizan complejos
de metales pesados como catalizadores y condiciones drasticas, debido a la

baja reactividad de los sustratos.'***°

Los caminos enzimaticos usualmente permiten utilizar condiciones de
reaccibn mas suaves que los métodos quimicos, ademas de ser alternativas

menos contaminantes del medio ambiente.

La explotacién de la promiscuidad biocatalitica de algunas lipasas para la
oxidacion de olefinas a sus correspondientes epoxidos, fue descrita por
primera vez en la década de 1990 por Bjorkling y col.**®**® Algunas lipasas
inmovilizadas, en particular la Lipasa B de C. antarctica inmovilizada sobre
resina de poliacrilato, son capaces de catalizar la conversion de &cidos
carboxilicos en acidos percarboxilicos utilizando H,O, como agente oxidante.
La reaccion se lleva a cabo en ausencia de &cidos minerales fuertes,
normalmente imprescindibles como catalizadores en este tipo de
conversiones. Los acidos percarboxilicos posteriormente son los
responsables de la oxidacion in situ de la olefina para la obtencién del
correspondiente epoxido. Paralelamente la metodologia fue utilizada en la
sintesis de productos naturales,'*® y optimizada realizando la formacion del
peracido en un reactor de membrana.*?® A partir de estos primeros trabajos,
el uso de lipasas como biocatalizadores en reacciones de epoxidacion de

olefinas ha tenido un desarrollo creciente.??1%° Del

mismo modo que la
irradiacion por microondas producia un efecto sinérgico con la catalisis con
lipasas para las reacciones de transesterificacion, podria utilizarse para las
reacciones de epoxidacion biocatalizadas. La introduccion de la irradiacion
por microondas como fuente de energia, permite aumentar la velocidad de

reaccion, asi como mejorar la estabilidad de la enzima.**°

La epoxidacidon con peroxidasas de microorganismos y plantas esta descrita

131-134

como otra alternativa a la epoxidacion quimica. En particular,

cloroperoxidasa (CPO) de Caldariomyces fumago y la peroxidasa de raices
de Armoracia rusticana (HRPO) han sido utilizadas para catalizar la

peroxidacion de alquenos a epoxidos.**>3’
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La apertura de epoéxidos, con gran variedad de nucledfilos, es una
metodologia altamente valiosa para la introduccién regio- y estereoselectiva
de un gran numero de grupos funcionales, ampliando asi la versatilidad de
estos bloques de construccién. El uso de enzimas para la apertura de
epoxidos no estd generalizado, encontrdndose en la literatura sélo unos

pocos ejemplos, y no son recientes.*®

Por otro lado, la sintesis de precursores de fenilglicidatos puede llevarse a
cabo en presencia de organocatalizadores. La epoxidacion asimétrica
organocatalitica de aldehidos o,B-insaturados, utilizando distintos perdxidos
como agentes oxidantes, se presenta como una alternativa atractiva para la

produccion de precursores de fenilglicidatos (Esquema 10).%8

O e)

HOOH cataljzador * O H,O
ph/\)J\H + 5 _ Ph/@J\H + 3

ROOH 10 30 MOJ%p ROH

Esquema 10: Epoxidacion organocatalitica de aldehidos a,B-insaturados.

La epoxidacion asimétrica catalitica ocupa un lugar destacado en el campo
de la catalisis asimétrica debido a la importancia que presentan los epdéxidos
en la quimica organica. La epoxidacion de alcoholes alilicos utilizando
cantidades cataliticas de complejos de titanio y ésteres de tartrato
enantiopuros, se conoce como la epoxidacion asimétrica de Sharpless y
representa una reaccién de gran importancia.*****° A partir de este trabajo,
se han desarrollado otras metodologias de epoxidacion estereoselectiva. A
modo de ejemplo, Jacobsen y Katsuki has desarrollado, de manera
independiente, complejos quirales de manganeso que son excelentes
catalizadores para la epoxidacion asimétrica de olefinas no

funcionalizadas.'**142

La epoxidacion asimétrica de compuestos carbonilicos ao,pB-insaturados es
otra funcionalizacién importante en quimica orgéanica,*** debido a la utilidad
de los correspondientes compuestos a,p-epoxicarbonilos. Shibasaki y col.,

disefiaron varios complejos quirales de acidos de Lewis, para la epoxidaciéon
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4

catalitica asimétrica de cetonas,'** ésteres y amidas™® «,B-insaturados,

usando tert-butilhidroperdéxido como oxidante.

La epoxidacion asimétrica de cetonas a,B-insaturadas, se ha conseguido por

catdlisis quiral de transferencia de fase usando hipoclorito de sodio como

oxidante, obteniéndose los epoxidos con alta enantioselectividad.**®

Recientemente se han incorporado aminas quirales como

organocatalizadores eficaces para una gran variedad de transformaciones

150-152

asimétricas®'*® de aldehidos™*’**° y cetonas a,B-insaturados.

MacMillan y col. han demostrado que las aminas quirales usadas como
catalizadores pueden activar aldehidos y cetonas o,p-insaturados mediante

la formacién de iones iminio (Esquema 11).7¢:82147-152
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Esquema 11: Formacion del ion iminio entre el aldehido a,B-insaturado y la amina

Las primeras epoxidaciones asimétricas organocataliticas de aldehidos «,f-
insaturados, fueron descritas en 2005 por Jergensen y col., en condiciones
de reaccidon simples y ambientalmente benignas, utilizando perdéxidos, tales
como H,0,, t-BUOOH o UHP, como agentes oxidantes.'*® En dicho trabajo
desarrollaron un protocolo eficiente para la epoxidacion asimétrica de
aldehidos «,B-insaturados, utilizando un derivado quiral de pirrolidina
estéricamente impedido: (S)-2-[bis(3,5-bis(trifluorometiol)fenil)

(trimetilsililoxi)metil]pirrolidina (Figura 6) como organocatalizador.

Al mismo tiempo, Cdérdova y col. presentaron trabajos en los que se
describe la epoxidacibn asimétrica organocatalizada de aldehidos a,B-
insaturados con una amplia variedad de aminas quirales, obteniendo desde

pobres a muy buenas diastereo- y enantioselectividades.******
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Tanto Jgrgensen como Cdérdova, informaron que el catalizador derivado de
pirrolidina: (S)-2-[bis(3,5-bis(trifluorometiol)fenil) (trimetilsililoxi)metil]
pirrolidina (Figura 6), era excelente para la epoxidacion asimétrica,
obteniéndose altas diastereo- y enantioselectividad, tanto en disolventes
organicos como en medios acuosos, con Vvariados agentes

oxidantes. 38153154
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Figura 6: Organocatalizador derivado de  pirrolidina, (S)-2-[bis(3,5-

bis(trifluorometiol)fenil) (trimetilsililoxi)metil]pirrolidina (A).

Ambos autores proponen un mecanismo que se inicia con la activacion del
aldehido a,B-insaturado por la formacién de un ion iminio con la amina
quiral, seguido de un ataque nucleofilico para formar el intermedio enamina
(Esquema 12). La enamina ataca nucleofilicamente al peréxido, que luego

se hidroliza para dar el epoxialdehido correspondiente.

Tanto la diastereo- como la enantioselectividad observada en la epoxidacion

van a depender de la configuracion de la amina y del tamafo de los grupos

presentes en la misma, 138153154
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Esquema 12: Mecanismo propuesto para la epoxidacion de aldehidos o,fB-

insaturados. Extraido de Zhao y col.***

Finalmente, es interesante destacar que tal como indican los antecedentes
recopilados en este capitulo, los aspectos a abordar son multiples. Se debe
transitar un camino desde lo tridimensional (aspectos conformacionales y
estereoquimicos) a lo reactivo. El desafio se vuelve interesante si se
considera la complejidad de los catalizadores empleados (organicos y

biolégicos) y el potencial de los procesos y productos desarrollados.
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3. Objetivos y Metodologia

El objetivo general del presente trabajo de tesis se enmarca en la busqueda
de metodologias para la produccion de “unidades base” o “bloques de
construcciéon” para la preparacion de compuestos con alto valor agregado,
tanto de interés farmacéutico como industrial. Para ello se plantean los

siguientes objetivos especificos:

3.1. Busqueda una metodologia eficiente y ambientalmente responsable
para la interconversibn enzimatica de [(-cetoésteres relacionados

estructuralmente.

Como metodologia de trabajo se plantea la evaluacion de Ila
transesterificacion enzimatica con CAL A y CAL B, de una molécula modelo
3-oxobutanoato de etilo (1) utilizando (%)-2-pentanol como nucledfilo,
irradiacion por microondas, en un horno domeéstico y ausencia de

disolventes Esquema 13.

OH
(@) O O O
PO W
1 CAL A’ CAL B 3

MW’ 400 W

Esquema 13: Modelo de reaccién de transesterificacion de p-cetoésteres.

Seleccionado el biocatalizador y las condiciones de reaccion, en el horno
domeéstico de microondas, se aplicara el procedimiento, con el mismo
modelo de reaccién, en un reactor de microondas de laboratorio. Una vez
encontradas las condiciones de reaccién para el reactor de microondas, se
realizara la transesterificacion de B-cetoésteres relacionados

estructuralmente con feromonas de insectos.

Se plantea también estudiar la reutilizacion del biocatalizador para evaluar
la estabilidad enzimatica en las condiciones de reaccion y para hacer

econdmicamente atractiva la aplicacion de esta metodologia.
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3.2. Sintesis de acidos carboxilicos o,B-insaturados, precursores

fenilglicidatos y de una gran variedad de intermedios sintéticos.

Se estudiard la reaccion de Knoevenagel-Doebner para sintetizar los
compuestos deseados, en condiciones suaves de reaccidon 'y
organocatalizada (Esquema 14). Se optimizardn dichas condiciones de

reaccion utilizando distintos disolventes y carga de organocatalizador.

O

pip€fidina «0'4 €q)
AN H O O piridina’ reflu:o N COOH
R M UL R
K\; HO OH >~ " e

2 \?2

Esquema 14: Reaccion general de condensacién de Knoevenagel-Doebner de

'

aldehidos aromaticos y acido maldnico organocatalizada.

3.3 Utilizacibn de precursores de modelos de lignina y estructuras
relacionadas, para el estudio de la reactividad quimica y el potencial de
funcionalizacion de olefinas deficientes en electrones. Optimizacion de
reacciones de epoxidaciobn enzimatica (catalizadas por lipasas vy

peroxidasas) y organocataliticas.

La propuesta de investigacion involucra para la sintesis de fenilglicidatos y
analogos, el estudio de la funcionalizacion de olefinas deficientes en
electrones, derivados de &cido cindmico, estilbenos y estirenos. La
epoxidacion de éstos permitira obtener bloques de construccion versatiles,
que mediante la apertura del epdéxido permitan la preparaciébn de un
importante espectro de estructuras altamente funcionalizadas en forma

regio- y estereoselectiva (Esquema 15).
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U@ \
Ro o R,

=
epoXidacign apertura
() »
= = _—
R} Ry /

Ry’ H’ OH’ OCHg NO, _ .
R, H' Ph' COOH’ COOEt R+ GIUpo funcionay

Esquema 15: Versatilidad sintética de derivados de acido cinamico, estilbenos y

estirenos, obtenida mediante epoxidacién y posterior apertura del epéxido formado.
a) Sintesis de fenilglicidatos mediante una estrategia biocatalitica

Se utilizaran como sustratos de partida los acidos y ésteres o,p-insaturados
obtenidos mediante la reaccibn de Knoevenagel-Doebner a partir de
vainillina (recuperada del licor negro) y otros aldehidos aromaticos de

origen comercial.

Se optimizardn estrategias enzimaticas para la epoxidacion de &cidos o
ésteres «,B-insaturados. Se utilizaran lipasas y peroxidasas de origen

comercial como CAL A, CAL B y HRPO (Esquema 16).

Rlﬂ\j\/COORg CAL A’ CAL B 6 HRPO j/Q/COOFQ
R H,02 0 UHP Fenilglicidatos

2

R,~ H' OH’ OCHjz. NO,
R,~ H’ OH’ OCH,
R, H' Et

Esquema 16: Epoxidacion enzimatica de acidos y ésteres a,B-insaturados.

Se optimizardn las condiciones de reaccidon, empleando diferentes
concentraciones de los agentes oxidantes como H,O, y UHP, asi como
diferentes concentraciones de enzima. Los biocatalizadores seran utilizados

tanto en disolventes organicos como en medios acuosos.
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b) Sintesis de precursores de fenilglicidatos mediante una estrategia

organocatalitica.

La estrategia consiste en desarrollar y optimizar metodologias
organocataliticas para epoxidar olefinas deficientes en electrones. Se
plantea la epoxidacion de aldehidos a,B-insaturados con distintos agentes
oxidantes y empleando aminas secundarias como catalizadores (Esquema

17).

Se estudiara la diastereo- y la enantioselectividad de la reaccién en funcion
de la amina secundaria utilizada como organocatalizador.

O
OO

Rl
catajizagor ﬂ\ A H
F{ =
2

Rl\ N N H
H + OXjdante
= Z
FJz 10740 Moo

R,~ H’ OH’ OCHg’ NO,’ CI
R,” H' OH’ OCH,4

O CH,
o O- NI
o COOH D-."-COOH
ataljZzagor:
catalizad \ . \ %H %Af N~
H H H H N H
CH,

Esquema 17: Epoxidacion organocatalitica de aldehidos o,B-insaturados.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Transesterificacion de B-cetoésteres catalizada por lipasas.

Dentro del grupo de trabajo en el que se realiz6 esta tesis, hay amplia
experiencia en el uso de lipasas como biocatalizadores. Como se mencioné
en el capitulo de antecedentes, los B-cetoésteres pueden emplearse como
materiales de partida para la preparacion de una amplia variedad de
bloques de construccidon quirales y en particular en la sintesis de feromonas
de insectos, como por ejemplo (2S,3R)-sitofilato, feromona de agregacion

de Sitophilus granarius (Figura 7).*™*

Figura 7: (2S,3R)-sitofilato, feromona de agregacion de Sitophilus granarius.

En el marco del proyecto “Metodologias quimioenzimaticas para la sintesis

enantioselectiva de feromonas de insectos”®

se realiz0 un screening de
distintas lipasas como catalizadores para la reaccion de transesterificacion
de [B-cetoésteres con alcoholes secundarios. Como molécula modelo se
utiliz6 3-oxobutanoato de etilo (1) y como alcohol secundario (%)-2-
pentanol. Una vez seleccionados los biocatalizadores que arrojaron mejores
resultados, se llevé a cabo un estudio metodolégico para optimizar las
condiciones de reaccion.” De dicho trabajo surgié que con las lipasas
comerciales de C. antéarctica A y B, CAL A (Chirazyme L-5 lyo) y CAL B
(Novozym 435) respectivamente, se obtuvieron los mayores porcentajes de
conversion. Las condiciones optimas para la reaccion de transesterificacion
fueron en agitador orbital a 30 °C, 200 rpm y utilizando hexano como
disolvente. Para CAL B se obtuvo una conversion de 87% en 48 horas y

recién a 96 horas de reaccion se logré llegar a conversion total.

En el marco de esta tesis se plante6 ampliar este estudio, buscando una
metodologia mas eficiente y amigable con el medio ambiente para la

interconversidon enzimatica de B-cetoésteres relacionados estructuralmente.
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Para esto se utilizé (x)-2- y 3-pentanol como nucleéfilos, y las condiciones
de reaccion fueron irradiacion por microondas y ausencia de disolventes.
También se planted estudiar la reutilizacion del biocatalizador para evaluar
la estabilidad enzimatica en las condiciones de reaccién y para hacer
econOmicamente atractiva la aplicaciéon de esta metodologia a la hora del

escalado de la misma.®

Como modelo de reaccion, se llevdo a cabo la transesterificacion de 3-
oxobutanoato de etilo (1) con (*)-2-pentanol como nucledfilo en una
relacion molar de 1:2, en ausencia de disolvente y en un horno de
microondas doméstico. Como catalizadores se usaron en esta oportunidad
la lipasa comercial CAL A (NZL-101-IMB) inmovilizada y CAL B (Novozym
435) (Esquema 18).

OH
O O O (@]
PO U
1 CALA' CALB 3

MW’ 400 W

Esquema 18: Transesterificaciéon de 3-oxobutanoato de etilo (1), utilizando (*)-2-
pentanol como nucledfilo, CAL A y CAL B como biocatalizadores, en ausencia de

disolvente e irradiado por microondas (horno doméstico) a 400 W de potencia.

Los tiempos y las conversiones obtenidos para esta reaccion se presentan

en la Tabla 1.

Tabla 1: Conversiones obtenidas en la transesterificacion de 3-oxobutanoato de
etilo (1), utilizando (*)-2-pentanol como nucleéfilo, CAL A y CAL B como
biocatalizadores, en ausencia de disolvente e irradiado por microondas (horno

domeéstico) a 400 W de potencia. Conversion determinada por GC (Programa 7).

Tiempo de reaccion Conversion

Lipasa

() (%0)
4 0
CAL A
12 39
4 68
CAL B
12 73
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Dado que para CAL B se obtuvo mas del doble de conversion que para CAL
A para los mismos tiempos de reacciéon, se decidié seguir los estudios con
CAL B.

Con el mismo modelo de reaccién, se llevdé a cabo la transesterificacion de
3-oxobutanoato de etilo (1) con (*)-2- y 3-pentanol como nucleéfilos y CAL
B como biocatalizador. Los experimentos se realizaron a 50 °C en un
reactor de microondas de laboratorio monomodo (CEM Discovery), equipado
con un recipiente herméticamente cerrado conteniendo la mezcla de dador
de acilo y alcohol en relaciones molares 1:2 y 1:1, para la sintesis de los

compuestos 3 y 4 respectivamente (Esquema 19).

O O OH o O J;Rz
R\)\/R
RlMOEt 2 3 - RIMO R3

CAL B' MW

1'R, ~ Me 3'R; T M& R, H;R; Et
2:R, T Et 4Ry M€ R, "Ry~ Me

5'R, _Et;R, _H; Ry~ Et
6:'R, EtR, Ry~ Me

Esquema 19: Transesterificacion de 1 y 2 utilizando (*)-2- y 3-pentanol como
nucleodfilos, CAL B como biocatalizador, en ausencia de disolventes e irradiado con

microondas.

El avance de la reaccion se determind por cromatografia gaseosa. La Figura
8 muestra el cromatograma de la mezcla para 1 hora de reaccion, con las
condiciones cromatograficas del Programa 7. Los tiempos de retencién para
el 3-oxobutanoato de etilo (1) y 3-oxobutanoato de 2-pentilo (3) fueron de
17,5 y 28,0 minutos respectivamente y los porcentajes de areas 4 y 96 %
respectivamente. El porcentaje de area del producto 3 corresponde, en este

caso, a la conversion.
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Figura 8: Cromatograma, en las condiciones del Programa 7, de la

transesterificacion de 1 con (+)-2-pentanol. Tiempo de reaccion: 1 hora.

Los rendimientos (producto aislado) de las reacciones, llegaron hasta 96 %
en 2 horas. (Figura 9, Tabla 2). Comparando estos rendimientos con los
obtenidos en condiciones de calentamiento convencional,’ se observé que la
irradiaciéon por microondas no solo mantuvo la actividad de la enzima, sino
que mejoro6 dichos rendimientos y redujo los tiempos de reacciéon, conforme
a lo descrito en la literatura.”** Ademas, en condiciones de reaccion libre de
disolventes, se observaron rendimientos significativamente mas altos a los
previamente descritos.® Como control, se realizaron las reacciones en las
mismas condiciones pero en ausencia de enzima, y el rendimiento de las

mismas no alcanzé el 10 % en dos horas (Figura 9).
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Figura 9: Rendimiento en la transesterificacion de 3-oxobutanoato de etilo (1) con
(*)-2- y 3-pentanol como nucleéfilos, en ausencia de disolvente e irradiado por

microondas, con y sin enzima.

Como se muestra en el Esquema 19, se realizaron las transesterificaciones,
en las condiciones anteriormente mencionadas, usando 3-oxopentanoato
de etilo (2) como sustrato y (*)-2- y 3-pentanol como nucledfilos,
obteniéndose los productos 5 y 6 respectivamente, siendo 6 precursor
directo de (2S,3R)-sitofilato, feromona de agregacion de Sitophilus
granarius (Figura 7).2 Las reacciones se llevaron a cabo a 50 y 70 °C y los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: Rendimientos obtenidos en la transesterificacion de 1 y 2 con (*)-2- y 3-
pentanol como nucleéfilos, CAL B como biocatalizador, en ausencia de disolvente e

irradiado por microondas. Tiempo de reaccion: 2 h.

Temperatura Rendimiento
% *

Entrada Sustrato Producto

* Rendimiento de producto aislado
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Para los dos sustratos utilizados (1 y 2), se obtuvieron excelentes
rendimientos a 50 °C (= a 90 %) (entradas 1, 3, 5y 7, Tabla 2), no
pudiéndose mejorar los mismos con el aumento de la temperatura
(entradas 2, 4, 6 y 8, Tabla 2).

Para las reacciones realizadas con 2-pentanol racémico (productos 3 y 5),
el proceso fue altamente estereoselectivo, ya que maryoritariamente
reaccioné el isémero (R), en concordancia con la regla de Kazlauskas,"?
obteniéndose los ésteres correspondientes con un ee > 99%. Dichas
reacciones fueron monitoreadas por cromatografia gaseosa quiral, usando
como estandares la mezcla racémica y los alcoholes 6pticamente puros. La
Figura 10 muestra el cromatograma realizado con una columna quiral,
tomado en las condiciones del Programa 3, de la mezcla racémica del (%)-
2-pentanol, donde los tiempos de retencidon de los enantiomeros son 28,0 y
28,4 min respectivamente. En el cromatograma del (S)-2-pentanol (Figura
11), tomado también con el Programa 3, muestra que el tiempo de
retencion de dicho enantibmero es de 28,5 min. Por lo tanto, se puede
asegurar que el primer pico del cromatograma de la mezcla (%)-2-pentanol

(Figura 10) corresponde al (R)-2-pentanol y el segundo al (S)-2-pentanol.
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Figura 10: Cromatograma quiral, en las condiciones del Programa 3, de la mezcla

racémica (x)-2-pentanol.

Figura 11: Cromatograma quiral, en las condiciones del Programa 3, de (S)-2-

pentanol.
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La Figura 12 muestra el cromatograma quiral de la transesterificacion de 1
con (*)-2-pentanol en las condiciones del Programa 3. Puede observarse el
consumo de (R)-2-pentanol, quedando sin reaccionar el enantiomero (S) (t.
= 28,5 min.), lo que confirma que se cumple la regla de Kazlauskas antes

mencionada.

Figura 12: Cromatograma quiral, en las condiciones del Programa 3, de la

transesterificacion de 1 con (%)-2-pentanol. Tiempo de reaccién: 1 hora.

Para asegurar la competitividad econdmica del proceso, se estudid la
reutilizaciéon del biocatalizador. Después de cada ciclo de reaccion, la enzima
se filtrd, se lavd 3 veces con hexano, se dejo secar 24 horas a temperatura
ambiente y se reutiliz6 en un nuevo ciclo. Los resultados obtenidos
mostraron que la irradiacion por microondas no afectd la estabilidad de la
lipasa, que no perdié su actividad enzimatica en 10 ciclos consecutivos de
uso. En los cromatogramas obtenidos a 30 minutos de reaccion, con la
lipasa sin uso (fresca), y con 5 y 10 usos, (Figuras 13, 14 y 15
respectivamente), puede verse que la conversion se mantuvo constante en

los ciclos de uso del biocatalizador, siendo las mismas 74, 75 y 75%,
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respectivamente. Lo mismo se muestra, para 2 horas de reacciéon, en la

Figura 16.

Figura 13: Cromatograma, en las condiciones del Programa 7, de la
transesterificacion de 1 con (%x)-2-pentanol y CAL B fresca. Tiempo de reaccién: 30

minutos.
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Figura 14: Cromatograma, en las condiciones del Programa 7, de la
transesterificacion de 1 con (%)-2-pentanol y CAL B 5% reuso. Tiempo de reaccion:

30 minutos.
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Figura 15: Cromatograma, en las condiciones del Programa 7, de Ila

transesterificacion de 1 con (%)-2-pentanol y CAL B 10° reuso. Tiempo de reaccion:
30 minutos.

Conversion (%)

NuUmero de ciclos

Figura 16: Reutilizacion de CAL B en la transesterificacion de 1 con (%)-2-pentanol

como nucledfilo, en ausencia de disolvente e irradiado por microondas. Tiempo de
reaccion: 2 horas.

Por lo tanto, este proceso de transesterificacion catalizado por lipasa, en

ausencia de disolvente e irradiado por microondas resulta ser simple y
competitivo.
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4.2. Sintesis organocatalizada de derivados de acido cinamico.

En esta parte del proyecto de Tesis se realizd la reaccion de Knoevenagel-
Doebner para sintetizar &cidos carboxilicos o,B-insaturados. La
condensacion de aldehidos y acido maldnico fue promovida por bases, tales
como piridina y piperidina, produciendo el acido carboxilico a,B-insaturado

correspondiente, en condiciones organocataliticas (Esquema 20).*3

O
piperidina (04 eq)

H @) 0] pifidina: r f|U 0 /(:(\/COOH
e A .
Ry R, HO o R R

2 1

Esquema 20: Reacciéon general de condensacion de aldehidos aromaticos y acido

maloénico utilizando piperidina como organocatalizador y piridina como disolvente.

En la mayoria de los casos, el producto principal de esta reaccion fue el
acido carboxilico «,B-insaturado correspondiente. Sin embargo, cuando se
utiliz6 2-hidroxi- y 4-hidroxibenzaldehido, no se obtuvieron los &acidos

carboxilicos sino la cumarina 13 y el vinilfenol 11 (Esquema 21, Tabla 3).**

. COOH
o /@\/\/ /©\/\
1 plperldlnaéo 4 eq R R * R R
H
+
R R HO

o © pifidina- refvjo 2 h z ! z 1
2 1 J\/U\OH _ 9:R;” H'R,” OH 11: Ry H' R,” OH
2) HCI pH73 10:R,~ OH'R,™ H 12:R;” OH' R,™H
7:R,"H R, OH X
8'R,~ OH'R,™ H + m
oo
13

Esquema 21 Condensaciéon de Knoevenagel-Doebner de 2-hidroxi- y 4-

hidroxibenzaldehido con acido malénico.

Tabla 3: Productos obtenidos en la condensacion de Knoevenagel-Doebner de 2-

hidroxi- y 4-hidroxibenzaldehido con acido malénico.

ada Alde ole s gele O 00 obte ole
1 7 9 (trazas) 11 (60 %)
2 8 10 (0 %) 12 (0 %) 13 (15 %)
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A pesar de que la reaccion de Knoevenagel se ha empleado para obtener
acido cindmico y derivados, las condiciones de reaccion, aislamiento y
purificacion del producto (en adelante work-up) previamente reportados son
diferentes de los descritos en esta tesis. Simpson y col.'® sefialaron que la
formacion de estireno se observé solo cuando se utilizd el sustrato
adecuado (2- o 4-hidroxibenzaldehido) conjuntamente con tolueno para
eliminar la piridina por destilacibn a vacio. También encontraron que
interrumpiendo la reaccion con acido, se favorecia la formacién del estireno.
Por el contrario, con nuestro estudio, se pudo corroborar que la formaciéon
del estireno no depende ni de las condiciones de reaccidén ni del work-up,

dado que se form¢d antes del mismo.

Se analiz6 la condensacion de Knoevenagel-Doebner con benzaldehidos 2-
hidroxi- y 4-hidroxisustituidos, empleando una carga de catalizador inferior
a la descrita anteriormente® (diez veces menos) e interrumpiendo la
reaccion con HCI. A partir de estos experimentos, se comprobdé que los
aldehidos  4-hidroxisustituidos dan como producto el vinilfenol
correspondiente. En la condensaciéon de 4-hidroxibenzaldehido (7) con &cido
malbnico, se dio una segunda descarboxilacibn que condujo a la formacién
de 4-vinilfenol (11) (entrada 1, Tabla 3), que esta de acuerdo con el
mecanismo propuesto que se muestra en el Esquema 22. Esto no ocurre en
la condensacion de 2-hidroxibenzaldehido (8), en la que el producto

obtenido fue la cumarina 13 (entrada 2, Tabla 3).
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Esquema 22: Mecanismo propuesto para la formacién de 4-vinilfenol.

A partir de estos resultados es evidente que solo aldehidos 4-hidroxi-

sustituidos conducen al vinilfenol correspondiente. Presumiblemente, a

partir de benzaldehidos 2-hidroxi- y 4-hidroxi sustituidos se puede obtener

un metiluro de quinona intermedio (Esquema 23). Sin embargo, la

estabilidad y la reactividad de los metiluros de orto- y para-quinona no son

las mismas.*®
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Esquema 23: Metiluros de quinona intermedios en la doble descarboxilacién en la

reaccion de Knoevenagel-Doebner.

Los metiluros de quinona son intermedios reactivos comunes ampliamente
empleados por la naturaleza, en particular en el mecanismo de acciéon
mostrado por una variedad de compuestos bioactivos.'”'® La estabilidad de
tales intermedios es esencial para evaluar el resultado de la reaccién. Los
metiluros orto-quinona son menos estables que los correspondientes
isomeros para-'° y por lo tanto la formacién de este ultimo es favorecida.
Teniendo esto en cuenta, la reacciéon de descarboxilaciéon subsiguiente
también se ve favorecida, produciéndose 4-vinilfenol. Cuando el
benzaldehido de partida esta sustituido en posicibn 2 por un grupo
hidroxilo, se observa una via mas favorecida desde el punto de vista
energético que la formacion del metiluro de orto-quinona intermedio,
obteniéndose un resultado diferente para la reaccion. Con 2-

hidroxibenzaldehido (8), se obtuvo la cumarina 13 (entrada 2, Tabla 3).

El hecho de que sdélo 4-hidroxibenzaldehido sufre una segunda
descarboxilacion produciendo el correspondiente 4-vinilfenol, refuerza la
idea de que un metiluro de quinona es un intermedio clave en esta reaccion.
Como se muestra en el Esquema 22, cuando se utilizé piperidina como
organocatalizador, la reaccion de Knoevenagel se inicié con la formaciéon del
ion iminio 14. Esto ha sido propuesto como un modo de activacion en las
reacciones organocatalizadas por aminas secundarias (tales como
piperidina, pirrolidina o prolina).’® De acuerdo con la Ruta 1 del Esquema
22, el B-aminoacido 16 puede experimentar una reaccion de B-eliminacion

que conduce al &cido 4-hidroxicindAmico. También se puede dar Ila
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eliminacion 1,6 de la piperidina, que conduce al metiluro de quinona 17
(Ruta 2, Esquema 22). En presencia de una base, el grupo fenol del
metiluro de quinona se desprotona. La formacion de este intermedio clave
es la fuerza impulsora para la segunda descarboxilacion, obteniéndose el
producto 11 después de una protonacion durante el work-up. Cuando el
grupo fendlico esta ausente o protegido, el metiluro de quinona no se
obtiene y por lo tanto la segunda descarboxilaciéon no tiene lugar y el

producto es el 4cido carboxilico a,B-insaturado que se obtiene por la Ruta 1.

Tanto la etapa de eliminacion para obtener el acido carboxilico «o,B-
insaturado como la descarboxilacion que conduce a 4-vinilfenol, se espera
que sean afectadas por las propiedades de los disolventes, tales como
polaridad. Por lo tanto, se realiz6 la reaccidon en agua. Se puede esperar que
el aumento de la constante dieléctrica aumente tanto la conversion global
como la relaciéon de 4-vinilfenol/acido. Contrariamente a estos supuestos,
cuando se realiz6 la reaccion en agua (constante dieléctrica del agua, 20 °C
= 80,1, constante dieléctrica de piridina, 20 °C = 13,26)%* se obtuvo un

resultado diferente (Esquema 24).

piperidina 04 eq) =
H, ° o pifidina (1'1 eq) /©/\ + O O
HOJ\/U\OH HO HO OH

agua refjuo 2 b 11
15 % 5%

Esquema 24: Condensacion de Knoevenagel-Doebner de 4-hidroxibenzaldehido

con acido malonico en agua como disolvente.

Durante la reaccidén se observé la formacion de un nuevo producto 18, que
por datos espectroscopicos (Figura 17) corresponde con la estructura
propuesta. Este producto podria ser obtenido por la dimerizacion de 4-
vinilfenol.* En la Figura 17, se muestra el espectro *"H-RMN del compuesto
18.
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Figura 17: Espectro de *H-RMN del compuesto 18.
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4.3. Sintesis de fenilglicidatos y precursores.
4.3.1. Epoxidacién enzimatica.

Los fenilglicidatos (Figura 18) y derivados, asi como estructuras
relacionadas, son sintones altamente versatiles para la preparacion de una

gran variedad de intermedios farmacéuticos.**?’

En esta parte del trabajo se traté de preparar fenilglicidatos funcionalizados
a través de la epoxidacion enziméatica de olefinas deficientes de electrones,
como lo son los acidos y ésteres a,B-insaturados. La epoxidacion de estos
sustratos, previamente sintetizados, se llevé a cabo empleando las lipasas A
y B de C. antarctica (CAL A y CAL B)*®*®! y peroxidasa de rabanito picante
(HRPO)*?*%® y un complejo de peréxido de hidrégeno-urea (UHP) como
oxidante. A fin de comparar los resultados, se llevdé a cabo la epoxidacion

quimica con acido m-cloroperbenzoico y Oxone®.**

Ry "0 COOR;
X

i
2

Figura 18: Estructura general de fenilglicidatos.

4.3.1.1. Epoxidacion de acidos carboxilicos a,p-insaturados.

Segun lo descrito en la literatura,”® en la epoxidacion mediada
enziméaticamente por CAL B, el AcOEt forma el acido peracético, que es el

encargado de epoxidar el doble enlace (Esquema 25).
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EtOH :\ H,0,

H,0 CALB

Esquema 25: Epoxidacion de alquenos mediada por CAL B.?®

Estando el grupo &cido carboxilico en la olefina a epoxidar, el peracido se
podria formar en dicho grupo sin necesidad del agregado adicional tanto de
un acido (como acido octanoico) o de acetato de etilo (Esquema 26). Esta
metodologia es ampliamente utilizada en la epoxidacion de &cidos grasos

insaturados.*°

CAL B

R/:}\-)ECOOH ﬁ R/:}\-)—nCOOOH

H,0, H,O

O

F/A}\+COOH
n

Esquema 26: Auto-epoxidacion de acidos grasos insaturados via formacion de

peracido mediada por CAL B.*

Por lo explicado anteriormente, es que se probaron estas dos metodologias
(con y sin AcOEt) para la preparacion de los epéxidos de &cidos carboxilicos
a,B-insaturados, asi como también la epoxidacion quimica. En el Esquema
27 se muestra la ruta sintética planteada para la preparacion de estos
epoxidos. En la Tabla 4 se muestran las condiciones de reaccién ensayadas

y los resultados obtenidos.
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o
H T iperidina (04 €
pip (04 €q)
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4Cido Majgnico pifidina (11 q
Me acido melon THF refﬁujozr)m
19
o
Q)LH
+
20 NO,

O O ~__COOH

H
piperidina (0'4 eqy
acido majgnjco 2h

1

21'R, ZOM€&; R, ~ OH
22'R; “NOy R, “H

epoxjgacign

- - - - - - - - - =

COOH

Ry
1
23'R, - OM€; R, ~ OH
24°R; "NOy R, ™ H
Esquema 27: Ruta sintética para la preparacion de los epdxidos de &acidos

carboxilicos a,B-insaturados.

Tabla 4: Condiciones de epoxidacion de acidos carboxilicos o,B-insaturados vy

resultados obtenidos.

Entrada Condiciones de reaccion Tiempo Producto RERCEITIETES

UHP/ACOEt/CAL B/37 °C/ 23 -——

1 72
150 rpm 24 ——
UHP/CAL B/37 °C / 23 -——

2 72
150 rpm 24 ——
3 MCPBA/CH,CI,/TA 72 23 -——

Tanto la epoxidacion mediada enzimaticamente como la quimica no
condujeron al epodxido cuando se utilizaron &acidos carboxilicos como
sustratos. Estos grupos funcionales son fuertes atrayentes de electrones, lo

que disminuye mas aun la nucleofilia de este tipo de doble enlace. En la

68



19:
26:
27:
28:
29:
30:

Resultados y Discusion

epoxidacion enzimatica el sustrato permanece incambiado después de las

72 horas de reaccion y en la quimica ocurre descomposicidon del mismo.

4.3.1.2. Epoxidacion de ésteres etilicos a,p-insaturados.

En vista de que la epoxidacion de acidos carboxilicos a,B-insaturados no

condujo a los productos deseados, se probd con los correspondientes

ésteres a,pB-insaturados.

En el Esquema 28 se muestra la ruta sintética planteada y en la Tabla 5 las

condiciones ensayadas y los resultados obtenidos.

(0] 0] l) KOH' EtOH abs’ @) 0]
EtOJ\/U\OEt 2) HCl cc HOJ\/U\OEt
25
4Cid0 3 etoXj 3 0X0Opropanojco
(0]
R, H )(J)\/I(J)\ piperidina (04 eq) R, . _COOEt
* HoO OEt — >
R3 Rl p|r|d|ﬂa' I’eﬂUjO R3 Rl
2h
2 2
R, "R, _H; R, OM€; R;~ OH 31 R1 R, ~ H; R, ~ OME&; R;~ OH
Ri“R, "Ry~ R, H 322R,"R,"R3" R, H
R1 R4 H; R, ~ Ry ~ OMe 33 R1 Ry~ H;R, "Ry~ OMe
Ry TR, TOM& R, "Ry ™ H 34R, "R, _OM€' R, "R;~H
R; TR, Z Ry “Hi Ry~ N(CHy), 35 Ry Z Ry “Ry ~ Hi Ry ™ N(CHa),
R; ~ R, ~H;R, ~ OM&; R; = OTBDMS 36:R; ~ R, ~ H; R, OME&; R; = OTBDMS
epoxidacign
v
o OH
R, COOEt Ry COOEt
H
Ry R, Ry R,
2 2
37°R, "R, _H:R, ~ OM&; R;~ OH 43R, "R, “H:R, " OMe Ry~ OH
38R, "R, R3™R, H 441R1‘R4 H; R, ~ Ry ~ OMe
39'R, - R4 H;R, ~ Ry~ OMe
400R, "R, _OM€&' R, "R; ™ H

41: Rl-R2 R, ™ H; Ry ™ N(CHy),
42:R, “R, ~H; R, ~ OM€; R, ~ OTBDMS

Esquema 28: Ruta sintética para la preparacion de los epoxidos de ésteres etilicos

o,B-insaturados.
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Tabla 5: Condiciones de epoxidacion de ésteres etilicos o,B-insaturados vy

resultados obtenidos.

Tiempo Producto Rendimiento

Entrada Condiciones de reaccion

UHP/ACOEt/CAL B/37 °C/

1 150 rpm 48 39 7
96 40
96 41

UHP/BzOEt/CAL B/
2 Hexanos/37 °C/150 rpm 48 40 trazas

UHP/Acido octanoico/

3 CAL B/Hexanos/37 °C/ 48 39 trazas
150 rpm
4 UHP/ACOEt/CAL B/Buffer 48 39 trazas

pH=9/37 °C/150 rpm

UHP/Acido octanoico/
5 CAL B/Tolueno/Buffer 48 39 trazas
pH=9/37 °C/150 rpm
UHP/Acido laurico/CAL B/

© Tolueno/MW (50 °C) 12 39 trazas

UHP/Acido laurico/CAL A/
! Tolueno/37 °C/150 rpm 48 39

UHP/Acido laurico/CAL A/
8 Tolueno/MW (50 °C) 12 39 T

° UHP/HRPO/Buffer pH=6,5/ 24 37 ----
37 °C/150 rpm 240 42 —_——

8 37 3
8 38
10 MCPBA/CH,CI,/TA 24 39 -———-
8 40

8 43 9

11 Oxone®/NaHCOs/Acetona/ 48 39 6
CHsCN/H,O/TA 48 44 12

Con ninguna de las condiciones enzimaticas ensayadas se logré obtener el
epoxido con buenos rendimientos, recuperdndose material de partida y
otros productos no identificados. Sélo los ésteres 4-hidroxi-3-metoxi- y 3,4-

dimetoxi- sustituidos (31 y 33 respectivamente) condujeron a los epoxidos

70



Resultados y Discusion

37 y 39 respectivamente, con muy bajos rendimientos (entrada 1, Tabla 5)
y con algunas de las condiciones sélo trazas (entradas 2-6, Tabla 5). Con la
utilizacion de microondas como fuente de energia, se disminuyo6 el tiempo
de reaccién, aunque no se logré mejorar el rendimiento (entrada 8, Tabla
5). La utilizacion de la lipasa A de C. antarctica, tampoco condujo al epéxido
deseado (entradas 7 y 8, Tabla 5). Utilizando la enzima HRPO, no se
obtuvieron los ep6xidos en ningun caso. Cuando el sustrato tiene el grupo

hidroxilo libre, el producto obtenido podria tratarse de un dimero®®3¢

y
cuando el sustrato tiene el grupo hidroxilo protegido, no se observo

reaccion, recuperandose el material de partida (entrada 9, Tabla 5).

Con la epoxidacion quimica con mCPBA se obtuvo el epéxido 37 con bajo
rendimiento y otro producto que corresponde, de acuerdo a los datos
espectroscopicos, al epoxido abierto (diol 43) (entrada 10, Tabla 5).
Cuando se utiliz6 Oxone®, ocurre lo mismo que con mCPBA, con un tiempo
de reacciéon mas prolongado que con éste. Los productos de esta reaccion
fueron el epéxido 39 y el diol 44 con un 6 % y un 12 % de rendimiento

respectivamente (entrada 11, Tabla 5).

4.3.2. Epoxidacién organocatalitica.

Debido a que no se logré la sintesis de fenilglicidatos por epoxidacion
directa de &cidos y ésteres o,pB-insaturados, en esta etapa se trata de

epoxidar aldehidos a,p-insaturados, precursores de dichos fenilglicidatos.

A continuacion se describe la epoxidacion organocatalitica de aldehidos o, -
insaturados, utilizando como catalizadores pirrolidina, L-prolina y un
derivado quiral de pirrolidina (Esquema 29). Como agentes oxidantes se
utilizaron peroéxido de hidrégeno, UHP y t-butilhidroperdxido. Cinamaldehido
(45) se utiliz6 como aldehido ao,B-insaturado modelo para optimizar las

condiciones de reaccion.
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o)
o)
R, H
o R a
atajjzagor , ,
R, NN+ oxidante caali 1 (2S'3R) 1 (2R:3S)
1040 Molos o
R O 0
’ Rs Rs NG
1
45:R; "R, "Ry~ H Ry H”~O0 Ry o
46'R;" Ry H;R,~Cl b .
47'R;ZOME&R, - OH;R;=H _ ' (2R3R) (25'3S)
48: R, ~ OMe€; R, ~ OTBDMS; Ry ~ H L
49°Ry = R, = H R, ~ NO, 51:R, = R, = R, ~H
50:R; - Ry - OME&; R, ~ OH S2R;" Rg“HR, " Cl
53'R, - OME&;R, - OH;R;~H
54: R, ~ OME; R, ~ OTBDMS; Ry ~ H
55:R; - Ry~ HiR, = NO,
56: R, ~ Ry ~ OME; R, ~ OH
OTMS CF3
catajizagor: Q E’\><COOH OTAA Al =
H H N oA
H CF;4

Esquema 29: Ruta sintética organocatalitica para la preparacion de los epoxidos

de aldehidos o,B-insaturados.

Las condiciones de reaccibn ensayadas y los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6: Condiciones de epoxidacion de aldehidos a,B-insaturados y resultados

obtenidos.

Entrada Condiciones de reaccion

Tiempo

Producto

ee (%)

L-Prolina (0,3 eq)/H>0,

1 30% (7,0 eq)/EtzN 48 51 -—-- -—--
(0,8 eq)/CH2C|2/TA
2 mCPBA/CH,CIL/TA 72 51 -——- -——-
L-Prolina (0,4 eq)/H>0,
3 30% (1,7 eq)/DBU 48 51 47:53 -—--
(1,1 eq)/CH,Cl/TA
L-Prolina (0,4 eq)/t-BuOOH
4 90% (2,0 eq)/DBU 36 51 43:57 -—--
(1,1 eq)/CH,CI/TA
L-Prolina (0,4 eq)/t-BuOOH
5 90% (1,2 eq)/DBU 6 51 43:57
(1,1 eq)/CH,Cl,/TA
L-Prolina (0,4 eq)/ UHP
6 (2,2 eq)/DBU (1,1 eq)/ 120 51 48:52 -
CHLCI/TA
Pirrolidina (0,4 eq)/
7 t-BUOOH 90% (1,7 eq)/ 21 51 57:43
DBU (1,1 eq)/CH,Cl,/TA
Pirrolidina (0,4 eq)/ H,0,
8 30% (1,7 eq)/DBU 120 51 46:54 -—--
(1,1 eq)/CH2C|2/TA
A (0,1 eq)/t-BuOOH 90% .
° (1,5 eq)/CH:Clo/TA 24 51 88:12 94
A (0,1 eq)/UHP .
10 (2.2 eq)/CH,CL/TA 24 51 92:8 96
6 51 97:3 96
A (0,1 GQ)/Hzoz 50% .
11 (1,5 €q)/CH,ClL/TA 4 52 94:6 99
3 55 98:2 97
A (0,1 eq)/ H>,0, 50% L L
12 (3.5 €q)/CH,Cl,/TA 120 >3
13 A (0,2 eq)/t-BuOOH 90% 120 54 93:7 97
(3.5 eq)/CH:CI/TA 168 56 92:8 o8

“rd determinada por GC y *H-RMN.

""ee determinado por GC quiral. Asignacién de la configuracién absoluta por comparacién con

datos de literatura.3"°
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En todos los casos la conversion del sustrato fue del 100%, no obteniéndose
mas de un 32% de rendimiento de producto aislado debido a dificultades en

su purificacion por cromatografia en columna.

La relacion diasteromérica (rd) fue determinada por GC y 'H-RMN vy el
exceso enantiomérico (ee) por GC quiral. La configuraciéon absoluta de los
carbonos quirales fue asignada por comparacion con los datos de

literatura.®"2°

Con L-prolina como catalizador se obtuvo el ep6xido deseado 51 cuando se
utilizaron H,O,, t-BuOOH y UHP como agentes oxidantes (entradas 3-6,
Tabla 6), con una relacion diasteromérica moderada. El tiempo de reacciéon
disminuy6é notoriamente con 1,2 eq de t-BuOOH. Con pirrolidina como
catalizador, se obtuvieron diferentes relaciones diasteroméricas segun el
agente oxidante empleado, t-BuOOH o H,0,, observandose también
variaciones en el tiempo de reaccibn requerido para consumir

completamente el reactivo (entradas 7 y 8, Tabla 6).

Ninguno de estos dos catalizadores indujo una estereoquimica determinada

en el producto obtenido a pesar de que la L-prolina es una amina quiral.

La Figura 19 muestra el cromatograma no quiral (Programa 6) de la mezcla
diasteromeérica 51 con las condiciones de reaccion de la entrada 5, Tabla 6.
En dicho cromatograma pueden verse dos picos de tiempos de retencion 9,5
y 10,1 minutos que corresponden a los diasteromeros bb’ y aa’
respectivamente, con una relacion diasteromérica rd de 43:57 (aa’:bb’). En
la Figura 20 se muestra la cromatografia gaseosa quiral, en las condiciones
del Programa 1, en la que se observan los cuatro picos correspondientes a

cada par de enantibmeros de cada diasteromero.
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Figura 19: Cromatograma no quiral (Programa 6) de la mezcla diasteromérica 51,

obtenida con las condiciones de reacciéon de la entrada 5, Tabla 6.

Figura 20: Cromatograma quiral (Programa 1) de la mezcla diasteromérica 51,

obtenida con las condiciones de reacciéon de la entrada 5, Tabla 6.
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La presencia de los dos diasterémeros fue confirmada por *H-RMN. En la
Figura 21 se muestra el espectro de la mezcla diasteromérica 51, donde
pueden verse duplicadas las sefiales de los protones del epdxido,

correspondientes a cada uno de los diasteromeros.

Por las constantes de acoplamiento J de los protones base de los epdxidos
puede saberse de qué diasterdmero se trata. Una J = 4,5 Hz corresponde a
una estructura en la que los protones estan en syn con respecto al plano del
epoxido, por lo tanto se trata del diasterémero 51bb’. Con una J = 1,8 Hz,
los protones se encuentran en anti con respecto al plano del epdéxido y

corresponde al diasteromero 51aa’.*%*
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Figura 21: Espectro de *H-RMN de la mezcla diasteromérica 51, obtenida con las

condiciones de reacciéon de la entrada 5, Tabla 6.

77



Resultados y Discusion

Cuando se utilizo el catalizador quiral (S)-2-[bis(3,5-
bis(trifluorometiol)fenil) (trimetilsililoxi)metil]pirrolidina (A), para la reacciéon
de epoxidacion de cinamaldehido (45), el correspondiente epdxido 51 se
obtuvo con una rd de 88:12, 92:8 y 97:3 cuando se utilizaron como agentes
oxidantes t-BuOOH, UHP y H,O, respectivamente. Los ee obtenidos para
estas mismas condiciones fueron 94, 96 y 96% respectivamente (entradas
9-11, Tabla 6). Los mejores rd y ee se obtuvieron utilizando 0,1 eq del
catalizador Ay 1,5 eq de H,0, 50% (entrada 11, Tabla 6).

En las Figuras 22 y 23 pueden verse los cromatogramas, tomados con las
mismas condiciones cromatograficas que los anteriormente mostrados para
la mezcla diasteromérica, del epoxido 51 con las condiciones de reaccion de
la entrada 11, Tabla 6. Ahora, los diasterdmeros que aparecen a tiempos de
retencion 9,4 y 10,0 minutos, del cromatograma de la Figura 22, presentan
una rd de 97:3 (aa’:bb’). Del cromatograma de la Figura 23 se obtuvo el ee

de 96 % para el enantibmero a.

Figura 22: Cromatograma no quiral (Programa 6) de 51, obtenido con las

condiciones de reaccion de la entrada 11, Tabla 6.
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Figura 23: Cromatograma quiral (Programa 2) de 51, obtenido con las condiciones

de reaccioén de la entrada 11, Tabla 6.

Si se comparan los espectros de 'H-RMN de las Figuras 21 y 24, se ve

claramente que las sefiales de uno de los diasterbmeros practicamente

desaparecen.
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la entrada 11, Tabla 6.

1H-RMN de 51, obtenido con las condiciones de reaccién de

80



Resultados y Discusion

La estereoquimica absoluta de la epoxidacion asimétrica catalizada por la
amina quiral A derivada de pirrolidina fue establecida por comparacion de la
rotacion optica del epoxialdehido 51, [a]3? = -16,4 (c 2,5; MeOH) con datos
de literatura, [a]3® = +14,3 (c 0,48; CHCI3)®*', lo que revelé que la

estereoquimica absoluta de 51 es (2S,3R).%®*

El mecanismo propuesto para la epoxidacion de aldehidos o,B-insaturados

se presenta en el Esquema 30.%84243
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Esquema 30: Mecanismo propuesto para la epoxidaciéon de aldehidos o,B-

insaturados para obtener los diasterémeros a y b.3%4%43

La reaccidon comienza con la activacion del aldehido a,p-insaturado por la
formacion del ion iminio 1 con la pirrolidina quiral A, seguido por el ataque

nucleofilico estereoselectivo del agente oxidante sobre el carbono conjugado
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B, dando la enamina correspondiente Il. A continuacion, la enamina quiral
Il ataca nucleofilicamente al perdxido, seguido por la hidrdlisis del

resultante ion iminio intermedio 111.

La alta enantioselectividad observada en la obtencién de 51 a es explicable
debido a la estabilizacion de la configuracion del ion iminio 1 intermedio
(trans) asi como del blindaje de una de las caras de los intermedios iminio |
y enamina Il, por los grupos arilo voluminosos. El diasterobmero 51 b
implica un intermedio enamina 1V, en el cual los grupos arilo y el peréxido
se encuentran del mismo lado, configuracion menos estable que la de la

enamina I1.

Para la obtenciéon del enantiomero 51 a’ (Esquema 31), la configuraciéon del
intermedio iminio V1 debe ser cis, menos estable que el iminio 1. Su
correspondiente diasterémero 51 b’, implica también el iminio cis VI pero
ademas la enamina IX, con los grupos voluminosos del mismo lado,

bajando mas la estabilidad.
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Esquema 31: Mecanismo probable de la epoxidacidon de aldehidos a,B-insaturados

para obtener los diasterémeros a’ y b’.3%4243

Por lo tanto, utilizando el catalizador A con todos los aldehidos «,fB-
insaturados probados, se obtuvieron relaciones diasteroméricas y excesos
enantioméricos altos, evidenciando que tales catalizadores generan una alta

induccién asimétrica (entradas 9-13, Tabla 6).

Cuando se utilizaron sustratos con el anillo aromatico sustituido con grupos
aceptores de electrones, los tiempos de reaccion disminuyeron con respecto
a los tiempos de reaccion de los sustratos sustituidos con grupos dadores de
electrones (entradas 11-13, Tabla 6). Ademas, tanto la carga de catalizador
y la del agente oxidante, para obtener los correspondientes epoéxidos con

sustituyentes dadores de electrones en el anillo aromatico, debieron ser
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mayores que las utilizadas para la obtencién de los epoxidos de los
aldehidos a,B-insaturados con sustituyentes aceptores de electrones en el

anillo aromatico.

84



Resultados y Discusion

4.4. Referencias bibliograficas

@
(2

3)

4)

(%)

(6)

@)

(3)

€C))

(10)
(11)
12)
(13)
14)
(15)
(16)
an

(18)
19

Mori, K. Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 7505.

Ravia, S. P.; Risso, M.; Kréger, S.; Vero, S.; Seoane, G.; Gamenara, D.
Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 1207.

Kalaitzakis, D.; Kambourakis, S.; Rozzell, D. J.; Smonou, |. Tetrahedron:
Asymmetry 2007, 18, 2418.

Kalaitzakis, D.; Rozzell, D. J.; Kambourakis, S.; Smonou, l. Eur. J. Org.
Chem. 2006, 2309.

Proyecto de investigacion: "Sintesis de feromonas de agregacion de
Sitophilus granarius y Sitophilus orizae, plagas (de granos almacenados) de
importancia econémica en Uruguay". Programa de Desarrollo Tecnoldgico
(PDT).

Proyecto de investigacion: “Development of pheromone-based tools for the
reduction of pesticide use in the management of agricultural pests in
Uruguay: chemical characterization and chemoenzymatic synthesis of
pheromones”. Organization for the Prohibition of Chemical Weapons
(OPCW).

Kroger, S. In Departamento de Quimica Orgéanica; Facultad de Quimica,
UdelaR: Montevideo, 2008; Vol. Informe de Licenciatura.

Risso, M.; Mazzini, M.; Krdger, S.; Saenz-Méndez, P.; Seoane, G.;
Gamenara, D. Green Chem. Lett. Rev. 2012, 5, 539.

Yadav, G. D.; Lathi, P. S. J. Mol. Cat. A: Chemical 2004, 223, 51.

Yadav, G. D.; Lathi, P. S. Synth. Commun. 2005, 35, 1699.

Yadav, G. D.; Sajgure, A. D. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2007, 82, 964.
Kazlauskas, R. J.; Weissfloch, A. N. E.; Rappaport, A. T.; Cuccia, L. A. J.
Org. Chem. 1991, 56, 2656.

Tanaka, M.; Oota, O.; Hiramatsu, H.; Fujiwara, K. Bull. Chem. Soc. Jpn.
1988, 61, 2473.

Aldabalde, V.; Risso, M.; Derrudi, M. L.; Geymonat, F.; Seoane, G.;
Gamenara, D.; Saenz-Méndez, P. Open J. Phys. Chem. 2011, 1, 85.
Simpson, C. J.; Fitzhenry, M. J.; Stamford, N. P. J. Tetrahedron Lett. 2005,
46, 6893.

Bouchoux, G. Chem. Phys. Lett. 2010, 495, 192.

Van De Water, R. W.; Pettus, T. R. R. Tetrahedron 2002, 58, 5367.

Zhou, Q.; Turnbull, K. D. J. Org. Chem. 1999, 64, 2847.

List, B. Tetrahedron 2002, 58, 5573.

85



Resultados y Discusion

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)
(25)

(26)
27)
(28)
(29)
(30)

81
(32)
(33)
(34)
(35)

(36)
37

(38)

(39)
(40)

(41)
(42)

(43)

Lide, D. R. CRC Handbook of Chemistry and Physics; 84th. ed.; CRC Press:
Boca Ratén, 2003-2004.

Appendino, G.; Cravotto, G.; Enrid, R.; Gariboldi, P.; Barboni, L.; Torregiani,
E.; Gabetta, B.; Zini, G.; Bombardelli, E. J. Nat. Prod. 1994, 57, 607.
Hamamoto, H.; Mamedov, V. A.; Kitamoto, M.; Hayashib, N.; Tsuboib, S.
Tetrahedron: Asymmetry 2000, 11, 4485.

Montavon, T. J.; Christianson, C. V.; Festin, G. M.; Shenb, B.; Brunera, S. D.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 3099.

Cleij, M.; Archelas, A.; Furstoss, R. J. Org. Chem. 1999, 64, 5029.

Roldés, V.; Nakayama, H.; Rolén, M.; Montero-Torres, A.; Trucco, F.;
Torres, S.; Vega, C.; Marrero-Ponce, Y.; Heguaburu, V.; Yaluff, G.; Gémez-
Barrio, A.; Sanabria, L.; Ferreira, M. E.; Rojas de Arias, A.; Pandolfi, E. Eur.
J. Med. Chem. 2008, 1797.

Imashiro, R.; Seki, M. J. Org. Chem. 2004, 69, 4216.

Johansen, A. B.; Leduc, M. A. K. Synlett 2007, 16, 2593.

Ankudey, E. G.; Olivo, H. F.; Peeples, T. L. Green Chem. 2006, 8, 923.
Moreira, M. A.; Nascimento, M. G. Cat. Comm. 2007, 8, 2043.
Carboni-Oerlemans, C.; Dominguez de Maria, P.; Tuin, B.; Bargeman, G.;
van der Meer, A.; van Gemert, R. J. Biotech. 2006, 126, 140.

Yadav, G. D.; Borkar, 1. V. AIChE Journal 2006, 52, 1235.

Ortiz de Montellano, P. R.; Grab, L. A. Biochemistry 1987, 1987, 5310.

Rao, B.; Rao, M. V. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 279.

Hajra, S.; Bhowmick, M. Tetrahedron: Asymmetry 2010, 21, 2223.
Nishimura, R. T.; Giammanco, C. H.; Vosburg, D. A. J. Chem. Ed. 2010, 87,
526.

Zhang, A.; Lu, F.; Sun, R.; Ralph, J. Planta 2009, 229, 1099.

Nemoto, T.; Ohshima, T.; Shibasaki, M. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123,
9474.

Marigo, M.; Franzén, J.; Poulsen, T. B.; Zhuang, W.; Jgrgensen, K. A. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 6964.

Wang, X.; List, B. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 1119.

Silverstein, R. M.; Webster, F. X.; Kiemle, D. Spectrometric Identification of
Organic Compounds; 7th. ed.; Wiley, 2005.

Piazza, G. J.; Foglia, T. A.; Nufiez, A. J. Am. Oil Chem. Soc. 1998, 75, 939.
Zhao, G.-L.; Ibrahem, I.; Sundén, H.; Cérdova, A. Adv. Synth. Catal 2007,
349, 1210.

Sundén, H.; Ibrahem, I.; Cérdova, A. Tetrahedron Lett. 2005, 47, 99.

86



Conclusiones y Trabajo Futuro

Conclusiones y Trabajo Futuro

87



Conclusiones y Trabajo Futuro

5. Conclusiones y Trabajo Futuro

5.1. Conclusiones

5.1.1. Transesterificacion de B-cetoésteres catalizada por lipasas.

Se sintetizaron 4 B-cetoésteres mediante transesterificacion catalizada por
lipasas, utilizando 3-oxobutanoato de etilo y 3-oxopentanoato de etilo como
dadores de acilo y (*£)-2- y 3-pentanol como nucledfilos. Las reacciones se
llevaron a cabo con irradiacion de microondas y en sistemas sin disolventes.
La evaluacion de estas condiciones de reaccidon mostré que existe sinergia
entre el biocatalizador y la irradiacion por microondas como fuente de
energia, lograndose aumentar las conversiones y disminuir los tiempos de

reaccion.

Los experimentos realizados utilizando CAL B como biocatalizador,
posicionan a esta metodologia como una alternativa “verde” a los métodos
convencionales. Las reacciones se llevaron a cabo en tiempos de reaccion
cortos (alta conversion en 2 horas), con alta concentracién de sustrato,

work-up sencillo y disminucién significativa de residuos generados.*

La metodologia desarrollada fue utilizada en la sintesis de (2R,3S)-sitofilato,

feromona de agregacion de Sitophilus granarius.?

La amplia reutilizacion del biocatalizador fue también un objetivo importante
conseguido con la metodologia ensayada, ya que se pudo desarrollar
procesos econdmicamente viables, posibilitando asi el escalado de las

reacciones.

5.1.2. Sintesis de derivados de acido cinamico.

Se realizd la reaccion de Knoevenagel-Doebner para sintetizar acidos
carboxilicos «,B-insaturados, utilizando piridina y piperidina como
organocatalizadores. Se analiz6 la condensacion con benzaldehidos 2-

hidroxi-y 4-hidroxisustituidos, con una carga de catalizador inferior a la
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descrita en la literatura e interrumpiendo la reaccién con HCI. Los productos
obtenidos no fueron los &cidos carboxilicos esperados, sino que se

obtuvieron una cumarina y 4-vinilfenol.

Los estudios realizados permitieron formular un mecanismo alternativo para
la reaccion de Knoevenagel-Doebner, diferente al planteado hasta el
momento, basado en evidencias experimentales sobre el papel del

catalizador y del disolvente.?

Cuando la reaccion se llevd a cabo en condiciones distintas a la de los
meétodos convencionales, utilizando, por ejemplo, agua como disolvente, se

obtuvo el dimero derivado de vinilfenol correspondiente.®

5.1.3. Sintesis de fenilglicidatos y precursores.

Se planted la sintesis de fenilglicidatos y precursores, por epoxidacion de
olefinas deficientes de electrones, bajo condiciones suaves de reaccion,

tanto bio- como organocataliticas.

La epoxidacion organocatalitica se logré con el empleo de diferentes

catalizadores y agentes oxidantes.

Los epoxidos sintetizados por organocatalisis, precursores de fenilglicidatos,
se obtuvieron con alta diastereoselectividad y excelente enantioselectividad
cuando el organocatalizador utilizado fue la amina quiral derivada de
pirrolidina (A): (S)-2-[bis(3,5-bis(trifluorometiol)fenil) (trimetilsililoxi) metil]

pirrolidina

Todas las reacciones se realizaron en condiciones suaves y ambientalmente

responsables, sin el uso de metales como catalizadores.

No se lograron funcionalizar sustratos de baja reactividad como los

carboxilatos o,B-insaturados a través de epoxidacion enzimatica con CAL B.
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Como conclusién general de este trabajo puede decirse que:

1. Se utilizaron diferentes metodologias sintéticas que incluyeron
reacciones bio- y organocataliticas. Se optimizaron todos los procesos
involucrados, llegando a obtener, en la mayoria de los casos, buenos
rendimientos y estereoselectividades, en tiempos de reaccion

cortos.'3

2. Con las metodologias desarrolladas, se lograron obtener bloques de
construccién con una importante variacion estructural, que se estan
comenzando a utilizar en el grupo para distintos propdsitos

sintéticos.?

5.2. Trabajo Futuro

Se plantea realizar el escalado de las reacciones de transesterificacion de B-
cetoésteres catalizada por lipasas para la obtencibn de cantidades

importantes de bloques de construccion utiles.

Se buscard expandir la versatilidad encontrada de la reaccion de
Knoevenagel-Doebner para la obtencién de otros bloques de construccion

estructuralmente similares.

Se estudiaran modificaciones y se optimizaran los métodos de purificacion
de los epdxidos obtenidos mediante reacciones organocatalizadas, de modo

aumentar los rendimientos en los producto aislados.

Se ensayara la apertura de los ep6xidos con variados nucledéfilos y obtener

asi estructuras altamente funcionalizadas.

90



Conclusiones y Trabajo Futuro

5.3. Referencias bibliograficas

€y

@)

3)

Risso, M.; Mazzini, M.; Kroger, S.; Saenz-Méndez, P.; Seoane, G.;
Gamenara, D. Green Chem. Lett. Rev. 2012, 5, 539.

Ravia, S. P.; Risso, M.; Kréger, S.; Vero, S.; Seoane, G.; Gamenara, D.
Tetrahedron: Asymmetry 2013, 24, 1207.

Aldabalde, V.; Risso, M.; Derrudi, M. L.; Geymonat, F.; Seoane, G.;
Gamenara, D.; Saenz-Méndez, P. Open J. Phys. Chem. 2011, 1, 85.

91



Parte experimental

Parte Experimental

92



Parte experimental

6. Parte Experimental

6.1. Materiales y equipos.

Los reactivos quimicos comerciales fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Inc.
y se usaron sin purificaciéon adicional. Los disolventes se purificaron y se
secaron mediante procedimientos convencionales.® Las lipasas comerciales
de C. antéarctica A y B, CAL A (NZL-101-IMB) y CAL B (Novozym 435)
fueron adquiridas en Novozymes. La peroxidasa de rabanito picante (HRPO)

se adquirié en Sigma-Aldrich Inc.

Para las reacciones en microondas se utilizé6 un horno doméstico marca Tem
y un reactor de laboratorio monomodo CEM Corporation (Discovery)

equipado con tubos Pyrex de 10 mL, septo hermético y agitacion magnética.

Las reacciones de epoxidacion biocataliticas se llevaron a cabo en un shaker

orbital Thermoforma, Modelo 420.

El avance de las reacciones se controld usando cromatografia en capa fina
(TLC) de silica gel (Kieselgel HF254 Macherey-Nagel) y se visualizé con luz
UV (254 nm) y p-anisaldehido en disolucion etandlica acida. Para las
cromatografias en columna se usé silica gel flash (Kiesegel 60, 230-240
mesh Macherey-Nagel). Las cromatografias gaseosas (GC) se realizaron en
Cromatoégrafos Shimadzu Modelos 2010 y 2014, con detector de ionizacion
de llama (FID), con una columna MEGADEX DET TBS B (25 m x 0.25 mm x
0.25 um) para cromatografia gaseosa quiral y con una columna Carbowax
20M MEGA (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) para cromatografia gaseosa no
quiral. Los programas de temperatura utilizados en cromatografia gaseosa
quiral fueron: Programa 1: 40 °C / 3°/min / 90 °C / 10 °C/min / 150 °C (b
min), Tsp.: 220 °C, Tgp.: 250 °C; Programa 2: 90 °C (5 min) / 10 °C/min /
170 °C (3 min), Tsp..- 220 °C, Tgp.: 250 °C; Programa 3: 38 °C (10 min) /
1 °C/min/ 60 °C / 10 °C/min / 150 °C (5 min), Tsp..: 220 °C, Tgp.: 250 °C;
Programa 4: 90 °C (5 min) / 10 °C/min / 200 °C (4 min), Tsp.: 220 °C,
Tep.: 250 °C; Programa 5: 90 °C (5 min) / 10 °C/min / 210 °C (10 min),

TspL.: 220 °C, Tgp.: 250 °C. Los programas de temperatura utilizados en
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cromatografia gaseosa no quiral fueron: Programa 6: 80 °C / 15 °C/min /
220 °C (5 min), Tsp..: 220 °C, Tgp.: 250 °C; Programa 7: 60 °C / 2 °C/min
/ 120 °C / 10 °C/min /180 °C, Tsp..: 220 °C, Tgp.: 250 °C; Programa 8: 60
°C / 12 °C/min / 175 °C (7 min) / 40 °C/min / 240 °C (3 min), Tsp..: 220
°C, Trp.: 250 °C.

La rotacion especifica fue medida a 22 °C en un polarimetro Kriiss P8000
usando una celda de 0,5 dm. Los valores de [a]?* estan dados en °.cm®.g™y

los valores de concentracion se expresan en g/100 mL.

Para los espectros de masa (EM) se utiliz6 un equipo GC-MS QP-2010
Shimadzu. Los espectros de EI-EM (ionizacion electrénica-EM) fueron

obtenidos en modo scan desde m/z 29 a 350.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H y *3C) se
realizaron en un espectrémetro Bruker Avance DPX 400, a 30 °C, con CDCl;
como disolvente (a no ser que se especifique lo contrario) en presencia de
TMS como patrén interno. Los desplazamientos quimicos (8) se expresaron

en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz.

6.2. Sintesis.

6.2.1. Transesterificacion de B-cetoésteres catalizada por lipasas.

6.2.1.1. Procedimiento general para la reaccion de

transesterificacion en microondas doméstico.

Las reacciones de transesterificacion catalizadas por las lipasas CAL Ay CAL
B se llevaron a cabo en un microondas doméstico a 400 W de potencia, por
duplicado, en un tubo de ensayo y en ausencia de disolvente. El dador de
acilo utilizado fue 3-oxobutanoato de etilo (1). La relaciéon lipasa/dador de
acilo (m/m) fue 0,3 y la relaciéon dador de acilo/alcohol (eg/eq) fue 0,5. A
una mezcla del dador de acilo y alcohol se le afiade la enzima y se irradia

con microondas a intervalos de a 5 minutos hasta conversién total. Se
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tomaron alicuotas cada hora y se analizaron por TLC y GC. El producto de la

transesterificacion es el 3-oxobutanoato de 2-pentilo (3).?

Rendimiento (con CAL A): 76%
Rendimiento (con CAL B): 96%
GC (Programa 7): t, = 17,5 min.

tis = 27,9 min.

'H-RMN: 6 (ppm) = 5,04-4,96 (m; 1H, CH), 3,44 (s; 2H, CH)), 2,29
(s; 3H, CHs), 1,66-1,57 (m; 2H, CH,), 1,39-1,35
(m; 2H, CH)), 1,26 (d; J=6,3 Hz, 3H, CH3), 0,94
(t; J=7,3 Hz, 3H, CHs).

3C-RMN: & (ppm) = 206,1; 171,2; 72,6; 50,9; 38,3; 30,4; 20,2; 18,9;
14,2.
6.2.1.2. Procedimiento general para la reaccion de

transesterificacion en reactor de microondas.

Las reacciones de transesterificacion catalizadas por la lipasa CAL B se
llevaron a cabo en un reactor de microondas monomodo a 50 y 70 °C, por
duplicado, en un tubo Pyrex hermético y en ausencia de disolvente. Los
dadores de acilo utilizados fueron 3-oxobutanoato de etilo (1) y 3-
oxopentanoato de etilo (2). La relacion lipasa/dador de acilo (m/m) fue 0,3
y la relacion dador de acilo/alcohol (eqg/eq) fue 0,5 y 1 cuando se utiliza
(x)-2- y 3-pentanol respectivamente. A una mezcla del dador de acilo y
alcohol se le afiade la enzima y se irradia con microondas durante dos
horas. Se tomaron alicuotas a 30, 60 y 120 minutos y se analizaron por TLC
y GC. Una vez completada la reaccion, se filtré la enzima y el filtrado se

purificé por cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 8:2).
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3-oxobutanoato de 2-pentilo (3):

Rendimientos: 50 °C: 96%
70 °C: 67%

Espectroscopia descrita en seccion 6.2.1.1.

3-oxobutanoato de 3-pentilo (4)%:

Rendimientos: 50 °C: 95%
70 °C: 59%
'H-RMN: 6 (ppm) = 4.86-4.77 (m; 1H, CH), 3,45 (s; 2H, CH),), 2,30

(s; 3H, CHs), 1,62-1,55 (m; 4H, CH,), 0,91 (t;
J=7,3 Hz, 6H, CHy).

3C-RMN: & (ppm) = 203,8; 167,6; 78,5; 49,7; 36,7; 26,7; 9,9.

3-oxopentanoato de 2-pentilo (5)2:

Rendimientos: 50 °C: 96%
70 °C: 59%
'H-RMN: 6 (ppm) = 4,92-5,00 (m; 1H, CH), 3,47 (s; 2H, CH),), 2,57

(q; J=7,2 Hz, 2H, CH,), 1,64-1,55 (m; 2H, CH,),
1,43-1,37 (m; 2H, CH,), 1,28 (d; J=6,3 Hz, 3H,
CHs), 1,09 (t; J=6,9 Hz, 3H, CHs), 0,91 (t; J=7,2
Hz, 3H, CHa).

3C-RMN: & (ppm) = 203,6; 171,0; 71,4; 48,8; 37,8; 30,3; 19,9; 18,7;
14,3.
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3-oxopentanoato de 3-pentilo (6):

Rendimientos: 50 °C: 97%
70 °C: 85%
'H-RMN: 6 (ppm) = 4,85-4,79 (m; 1H, CH), 3,46 (s; 2H, CH),), 2,59

(q; J=7,3 Hz, 2H, CH,), 1,63-1,56 (m; 4H, CH,),
1,11 (t; J=7,3 Hz, 3H, CHy), 0,91 (t; J=7,3 Hz,
6H, CHa).

3C-RMN: & (ppm) = 203,8; 167,6; 78,5; 49,7; 36,7; 26,7; 9,9; 7,9.

6.2.2. Sintesis de derivados de acido cinamico.

6.2.2.1. Procedimiento general para la condensacion de

Knoevenagel en piridina.

1,0 g de &cido maldnico (9,6 mmoles) se disolvié en 10 mL de piridina (124
mmoles). Se agregd el benzaldehido sustituido correspondiente (6,4
mmoles) y 0,24 mL de piperidina (2,4 mmoles). La mezcla se calenté a
reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la disolucién se vertié en agua-
hielo y se afiadié HCI concentrado hasta pH = 3. La disolucion acuosa se
extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase organica se secd con
Na,SO, anhidro y el disolvente se destil6 a presion reducida. El residuo se

purificd por cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 7:3).

Acido 3-(4-hidroxifenil)-propenoico (9)3:

Rendimiento: 2%

'"H-RMN (acetona-dg): & (ppm) = 9,09 (s; 1H, COOH), 7,64 (d; J=16,0
Hz, 1H, CH=CH-COOH), 7,57 (d;

J=8,8 Hz, 2H, ArH;Hg), 6,91 (d;
J=8,7 Hz, 2H, ArHzHs5), 6,36 (d;
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3C-RMN (acetona-dg): 6§ (ppm) =

4-vinilfenol (11)3:

J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOH, 5,32
(s, 1H, OH).

169,0; 155,8; 138,2; 129,9; 127,5;
116,5; 115.8.

Rendimiento: 60 %

'H-RMN: 6 (ppm) = 7,30 (d; J=8,7 Hz, 2H, ArHzHs5), 6,79 (d; J=8,6
Hz, 2H, ArH.Hg), 6,65 (dd; J,=17,6 Hz, J,=10,9
Hz, 1H, CH=CH,), 5,60 (dd; J,=17,6 Hz, J,=0,9
Hz, 1H, CH=CH,), 5,26 (s, 1H, OH), 5,12 (dd;
J;=10,9 Hz, J,=1,0 Hz, 1H, CH=CH,).

3C-RMN: & (ppm) = 155,3; 136,1; 130,6; 127,6; 115,4; 111,8.

2H-croman-2-ona (13)%:

Rendimiento: 15 %

'H-RMN (acetona-dg): & (ppm) =

3C-RMN (acetona-dg): 6§ (ppm) =

8,01 (d; J=9,6 Hz, 1H, CH=CH-
C(0)0), 7,73-7,68 (m; 1H, ArHy),
7,66-7,61 (m; 1H, ArHg), 7,39-7,33
(m; 2H, ArH;Ho), 6.44 (d; J=9,6 Hz,
1H, CH=CH-C(0)0).

159,7; 154,2; 143,7; 131,8; 128,3;
124.,4; 119,1; 116,5; 116,4.

Acido 3-(3-nitrofenil)-2-propenoico (22):

Rendimiento: 86 %
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'"H-RMN (acetona-dg): & (ppm) = 8,54-8,52 (m; 1H, ArH;), 8,30-8,27
(m; 1H, ArHy), 8,16 (d; J= 7,7 Hz,
1H, ArHg), 7,85-7,72 (m; 2H, ArHs,
CH=CH-COOH), 6,76 (d; J=16,1 Hz,
1 H, CH=CH-COOH).

3C-RMN (acetona-dg): 6 (ppm) = 166,4; 148,9; 142,0; 136,5; 133,8;
130,3; 124,3; 122,6; 121,6.

6.2.2.2. Condensacion de Knoevenagel en agua.

1,0 g de acido malbénico (9,6 mmol) se disolvi6 en 10 mL agua. Se
agregaron 0,56 mL de piridina (7,0 mmoles), 0,78 g de 4-
hidroxibenzaldehido (6,4 mmoles) y 0,24 mL de piperidina (2,4 mmoles). La
mezcla se calenté a reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la disoluciéon
se vertid en agua-hielo y se afiadi6 HCI concentrado hasta pH = 3. La
disolucién acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase
organica se sec6 con Na,SO, anhidro y el disolvente se destil6 a presion
reducida. El residuo se purific6 por cromatografia en columna (silica gel
flash, Hex:AcOEt 7:3).

4-vinilfenol (11):

Rendimiento: 15%

Espectroscopia descrita en seccion 6.2.2.1

(E)-4,4’-(1-buteno-1,3-diil)-difenol (18)3:

Rendimiento: 5%

'H-RMN: 6 (ppm) = 7,23-7,18 (m; 2H, ArH), 7,13-7,08 (m; 2H, ArH),
6,81-6,73 (m; 4H, ArH), 6,29 (d; J;=15,9 Hz, 1H,

CH=CH-CH(CHs)), 6,17 (dd; J;=15,9 Hz, J,=6,7
Hz, 1H, CH=CH-CH(CHy)), 5,74 (s, 2H, OH), 3,56-
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3,49 (m, 1H, CH(CH3)), 1,39 (d, J=7,0 Hz, 3H,
CHs).

3C-RMN: & (ppm) = 154,7; 153,8; 138,1; 133,5; 130,5; 128,4; 127,6;
127,4; 115,5; 155,3; 41,7; 21,4

6.2.2.3. Condensacion de Knoevenagel en tetrahidrofurano.

Sintesis de acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoico (21):

1,0 g de acido maldnico (9,6 mmol) se disolvié en 10 mL THF. Se agregaron
0,56 mL de piridina (7,0 mmoles), 0,97 g de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (6,4 mmoles) y 0,24 mL de piperidina (2,4 mmoles). La
mezcla se calentd a reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la disolucion
se vertid en agua-hielo y se afadié HCI concentrado hasta pH = 3. La
disoluciéon acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase
organica se seco con Na,SO, y el disolvente se destil6 a presion reducida. El
residuo se purific6 por cromatografia en columna (silica gel flash,
Hex:AcOEt 7:3). Rendimiento: 80 %

'H-RMN (DMSO-dg): & (ppm) = 9,57 (s, 1H, COOH), 7,50 (d; J=15,9
Hz, 1H, CH=CH-COOH), 7,28 (d;
J=1,9 Hz, 1H, ArH,), 7.09 (dd; J;=8,2
Hz, J,=1,9 Hz, 1H, ArHg), 6,80 (d;
J=8,1 Hz, 1H, ArHs), 6,37 (d; J=15,9
Hz, 1H, CH=CH-COOH), 3,82 (s; 3H,
OCHy).

3C-RMN (DMSO-dg): & (ppm) = 168,5; 149,5; 148,4; 145,0; 126,2;
123,3; 116,0; 111,6; 56,1.
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6.2.3. Sintesis de fenilglicidatos y precursores.

6.2.3.1. Epoxidacion enzimatica.

6.2.3.1.1. Procedimiento general para la obtencion de ésteres a,B-

insaturados.

6.2.3.1.1.1. Monohidrdlisis de malonato de dietilo.*

4,0 g de malonato de dietilo (25 mmoles) se disolvieron en 16 mL de EtOH
absoluto. La mezcla se agito y se le adicion6 gota a gota, desde un embudo
con ecualizador, una disolucion de 1,4 g de KOH (25 mmoles) 16 mL de
EtOH absoluto, durante 90 minutos. Durante este agregado se formd un
precipitado abundante. La suspension se agitdé durante otras 2 horas y
luego se dejo sin agitacion toda la noche. Se incorpord un refrigerante y la
reaccion se calentd6 a reflujo 1 hora para obtener una disoluciéon
homogénea. La disolucion caliente se filtré6 rdpidamente con un Blchner
caliente y el precipitado se lavdé con EtOH absoluto caliente (10 mL). Los
voliumenes de filtrado y de lavado combinados se redujeron a
aproximadamente 30 mL y la disolucidon se enfrié en un bafio de hielo. Los
cristales se colectaron por filtracién, se lavaron con Et,O y se secaron en
estufa por aproximadamente 30 minutos.

La sal de potasio obtenida se disolvié en agua con agitacion magnética, se
enfrid a 0 °C y se agregd HCI concentrado (16 mmoles, 1 eq) gota a gota
durante 40 minutos, manteniendo la temperatura de la disolucién por
debajo de 5 °C.

Luego de agitar por otros 20 minutos, la suspension se filtré y la sal se lavo
con Et,0. El filtrado (H,O + Et,0O) se separo y la capa acuosa se extrajo con
2 porciones de Et,O. Las fases organicas combinadas se lavaron con
solucion saturada de NacCl, se secaron con Na,SO, y se destilo el disolvente

a presion reducida. El producto es un aceite claro.
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6.2.3.1.1.2. Condensacion de Knoevenagel para la obtencién de ésteres «,8-

insaturados. Procedimiento general.

1,0 g de acido 3-etoxi-3-oxopropanoico (7,6 mmoles) se disolvié en 10 mL
de piridina (124 mmoles). Se agregd el benzaldehido sustituido
correspondiente (5,0 mmoles) y 0,20 mL de piperidina (2,0 mmoles). La
mezcla se calent6 a reflujo durante 2 horas. Luego de enfriar, la solucion se
verti6 en agua-hielo y se afiadi6 HCI concentrado hasta pH = 5. La
disolucién acuosa se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). La fase
organica se lavo con disolucion saturada de CuSO, y con disolucion saturada
de NaCl, se secé con Na,SO, anhidro y el disolvente se destil6 a presidon
reducida. El residuo se purifico6 por cromatografia en columna (silica gel
flash, Hex:AcOEt 7:3).

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propenoato de etilo (31):

Rendimiento: 90 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,62 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 7,07
(dd; J,=8,2 Hz, J,=1,9 Hz, 1H, ArHs), 7,03 (d;
J=1,9 Hz, 1H, ArH,), 6,92 (d; J=8,2 Hz, 1H, ArHs),
6,29 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 5,91 (s;
1H, OH), 4,26 (q; J=7,1 Hz, 2H, OCH,CH3), 3,92
(s; 3H, OCHy), 1,34 (t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CHs).

3C-RMN: & (ppm) = 167,3; 147,9; 146,8; 144,7; 127,0; 123,0; 115,6;
114,7; 109,3; 60,4; 55,9; 14,4.

3-fenilpropenoato de etilo (32):
Rendimiento: 93 %
'H-RMN: & (ppm) = 7,69 (d; J=16,0 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 7,56-

7,49 (m; 2H, ArH;He), 7,42-7,35 (m; 3H,
ArHzH,Hs), 6,44 (d; J=16,0 Hz, 1H, CH=CH-
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COOEY), 4,26 (q; J=7,2 Hz, 2H, OCH,CH;), 1,34
(t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CH,).

3C-RMN: & (ppm) = 167,5; 148,0; 145,1; 129,3; 128,5; 127,6; 60,2;
14,4.

3-(3,4-dimetoxifenil)propenoato de etilo (33):

Rendimiento: 74 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,63 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 7,11
(dd; J;=8,3 Hz, J,=2,0 Hz, 1H, ArHe), 7,06 (d;
J=2,0 Hz, 1H, ArH,), 6,87 (d; J=8,3 Hz, 1H, ArHs),
6,32 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 4,26 (q;
J=7,1 Hz, 2H, OCH,CH3), 3,92 (s; 6H, OCH3), 1,34
(t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CHs).

3C-RMN: 6 (ppm) = 168,0; 148,1; 148,0; 144,9; 127,1; 123,5; 115,5;
114,6; 109,9; 60,6; 56,0; 14,4

3-(2,5-dimetoxifenil)propenoato de etilo (34):

Rendimiento: 78 %

'H-RMN: 6 (ppm) = 7,96 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOELt), 6,86-
6,78 (m; 3H, ArHzH4Hg), 6,28 (d; J=15,9 Hz, 1H,
CH=CH-COOEt), 4,26 (qg; J=7,1 Hz, 2H,
OCH,CH3), 3,88 (s; 3H, OCH3), 3,84 (s; 3H,
OCHas), 1,34 (t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CH>).

3C-RMN: & (ppm) = 166,8; 153,5; 150,0; 145,0; 125,4; 115,9; 114,2;

113,0; 111,2; 62,2; 56,0; 55,7; 14,4.
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3-[4-(dimetilamino)fenil]propenoato de etilo (35):

Rendimiento: 88 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,62 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 7,42 (d;
J=8,9 Hz, 2H, ArHzHs), 6,66 (d; J=8,9 Hz, 2H,
ArH,Hg), 6,22 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEY),
4,24 (q; J=7,1 Hz, 2H, OCH,CHs), 3,01 (s; 6H,
N(CHs),), 1,32 (t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CHy).

3C-RMN: & (ppm) = 168,0; 151,7; 145,1; 129,7; 122,3; 112,6; 111,8;

60,1; 40,2; 14,4.

3-{4-[ (tert-butildimetilsilil) oxi]-3-metoxifenil}propenoato de etilo
(36):

Rendimiento: 75 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,61 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEt), 7,05-
6,99 (m; 2H, ArH.,Hg), 6,83 (d; J=8,7 Hz, 1H,
ArHs), 6,30 (d; J=15,9 Hz, 1H, CH=CH-COOEY),
4,25 (q; J=7.2 Hz, 2H, OCH,CHs), 3,83 (s; 3H,
OCHa), 1,33 (t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CH,), 0,99 (s;
9H, C(CHs)3), 0,16 (s; 6H, Si(CHa)»).

3C-RMN: 6 (ppm) = 167,3; 151,2; 147,5; 144,7; 128,3; 122,2; 121,1;
115,9; 110,7; 60,4; 55,4; 30,2; 25,7; 18,5; 14,4;
0,02.
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6.2.3.1.2. Procedimientos generales para la reaccion de epoxidacion

enzimatica.

6.2.3.1.2.1. Con CAL B.

A una disolucion del acido o del éster etilico a,B-insaturado (0,50 mmoles)
en el disolvente elegido (5 mL) se le adicioné UHP (2,0 eq) y la enzima (10
mg). La mezcla se agité en un shaker orbital a 150 rpm y 37 °C 0 en un
reactor de microondas monomodo a 55 °C (segun las condiciones
mostradas en la tabla 3, seccion 2.1 del capitulo de Resultados y Discusion).
Finalizada la reaccion, la mezcla se filtr6 y el sélido se lavé con AcOEt. El
filtrado se lavd con una disolucion 10 % de NaHCO;. La fase organica se
secO con Na,SO, anhidro y se destilé el disolvente a presion reducida. El
residuo se purific6 por cromatografia en columna (silica gel flash,
Hex:AcOEt 7:3).

6.2.3.1.2.2 Con HRPO.

Si disolvié el éster etilico a,B-insaturado (0,50 mmoles) en la minima
cantidad de acetona y se le adicion6 una disolucién 0,1 M de buffer fosfato
pH = 6,5 (20 mL), 1,5 mL de una disolucion de HRPO (1 mg/mL, 1033
UE/mg) en buffer fosfato y UHP (1,1 eq). Se incubd en un shaker orbital a
150 rpm y 37 °C. Luego de la incubacion, la mezcla se extrajo con CH,ClI,,
la fase orgénica se secd con Na,SO, anhidro y se destilé el disolvente a
presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en columna (silica
gel flash, Hex:AcOEt 7:3)

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)oxirano-2-carboxilato de etilo (37):

Rendimiento: 4 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,01-6,99 (m; 2H, ArH;He¢), 6,91 (d; J=8,6 Hz,
1H, ArHy), 5,07 (s; 1H, OH), 4,51 (d; J=1,8 Hz,

1H, CH-O-CH-COOEY), 4,24 (q; J=7.1 Hz, 2H,
OCH,CH3), 3,90 (s, 3H, OCH3), 3.75 (d; J=1,8 Hz,
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1H, CH-O-CH-COOEt), 1,29 (t, J=7,1 Hz, 3H,
OCH,CHs)

3C-RMN: & (ppm) = 171,3; 148,2; 147,1; 127,0; 123,0; 114,7; 109,3;
62,3; 61,0; 58,4; 56,0; 14,1.

3-(3,4-dimetoxifenil)oxirano-2-carboxilato de etilo (39):

Rendimiento: 7 %

'H-RMN: & (ppm) = 6,91 (dd; J;,=8,2 Hz, J,=2,0 Hz, 1H, ArH), 6,85
(d; J=8,2 Hz, 1H, ArHs), 6,74 (d; J=2,0 Hz, 1 H,
ArHy) 4,29 (q; J=7,2 Hz, 2H, OCH,CH3), 4,05 (d;
J=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-COOEt), 3.91 (s; 6H,
OCHy), 3,50 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-COOEL),
1,33 (t; J=7,1 Hz, 3H, OCH,CHy)

3C-RMN: 6 (ppm) = 171,0; 149,7; 148,9; 126,9; 117,7; 112,0; 109,3;
61,3; 61,0; 58,3; 56,0; 14,1.

6.2.3.2. Epoxidacion organocatalitica.

6.2.3.2.1. (E)-3-[4-(tert-butildimetilsililoxi)-3-metoxifenil]propenal
(48).

A una disolucién de (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)proprenal (100 mg, 0,56
mmoles) en 6,0 mL de CH.CI, seco, agitada a 0 °C y en atmoésfera de
nitrégeno, se le adicioné triflato de ter-butildimetilsilano (354 mg, 1,34
mmoles) y 2,4,6-trimetilpiridina (162 mg, 1,34 mmoles). La mezcla se dejo
llegar a temperatura ambiente y se continué la agitacion por 24 horas.
Completada la reaccion, se destil6 el disolvente a presion reducida y el
residuo se purific6 por cromatografia en columna (silica gel flash,
Hex:AcOEt 9:1).

Rendimiento: 70 %
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'H-RMN: & (ppm): 9,55 (d; J=7,8 Hz, 1H, CHO), 7,30 (d; J=15,8 Hz,
1 H, CH=CH-CHO), 7,00-6,94 (m; 2H, ArH), 6,81-
6,76 (m; 1H, ArH), 6,51 (dd; J,=15,8 Hz, J,=7.8
Hz, 1H, CH=CH-CHO), 3,75 (s; 3H, OCH,), 0,91
(s; 9H, C(CHs)s), 0,09 (s; 6H, Si(CHs).).

3C-RMN: 6 (ppm): 195,3; 152,3; 148,7; 145,0; 130,3; 128,9; 122,5;
121,3; 111,1; 55,6; 25,7; 19,0; 14,4; 0,03.

6.2.3.2.2. Procedimiento general para la reaccion de epoxidacion

organocatalitica.

Una disolucion del catalizador correspondiente (0,1-0,4 eq) en CH.Cl, (2
mL) se agitd y se le adicion6 el aldehido a,B-insaturado (0,25 mmoles) y el
agente oxidante. La mezcla de reaccibn se agitd vigorosamente a
temperatura ambiente. Cuando se utilizé6 L-prolina o pirrolidina como
catalizador se agreg6 trietilamina (0,8 eq) o DBU (1,1 eq) a la mezcla de
reaccion. Completada la reaccion, se destil6 el disolvente a presion reducida
y el residuo se purific6 por cromatografia en columna (silica gel flash,
Hex:AcOEt 7:3).

3-feniloxirano-2-carbaldehido, mezcla de diasteromeros (5l1aa’bb’):

Condiciones de reaccion: entrada 5, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 10 %
rd (aa’:bb’): 43:57
GC (Programa 6): tis1000 = 9,5 Min.

trslaa' = 10,1 min.

GC quiral (Programa 1): ts1pp = 24,4 min, 24,5 min.
tis1a20 = 24,7 min, 25,0 min.
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EM m/z (%): 148 [10, M*], 147 [24, M*-H], 119 [31, M*-CHO], 91
[100, M*-COCHO], 89 (41), 77 [M*-CsH30.], 65 (21), 51

(21), 29 [10, CHO™].

'H-RMN: & (ppm): 51 aa’ = 9,18 (d; J=6,0 Hz, 1H, CH-CHO), 7,46-
7,27 (m; 5H, ArH), 4,17 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-
CH-CHO), 3,44 (dd; J,=6,0 Hz, J,=1.8 Hz, 1H, CH-

O-CH-CHO).

51 bb’ = 9,08 (d; J=6,0 Hz, 1H, CH-CHO), 7,46-
7,27 (m; 5H, ArH), 4,39 (d; J=4,5 Hz, 1H, CH-O-
CH-CHO), 3,53 (dd; J,=6,0 Hz, J,=4,6 Hz, 1H, CH-

O-CH-CHO).

13C_RMN: & (ppm): 51 aa’ = 196,9; 134,2; 129,2; 128,7; 125,7;

63,0; 56,7.

51 bb’ = 199.2; 132.5; 128.8; 128.7; 126.2;

59.2; 58.4.

(2S,3R)-3-feniloxirano-2-carbaldehido (51a)°:

Condiciones de reaccion: entrada 11, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 13 %

rd (aa’:bb’) (%6): 97:3
ee (a) (%): 96

[]%2 = -16,4 (c 2,5, MeOH)

GC (Programa 6): tisiop = 9,4 mMin.

tis51a0 = 10,0 min.

GC quiral (Programa 2): tis1pp = 12,4 min, 12,5 min.
tis5120 = 12,6 min, 12,8 min.
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'H-RMN: & (ppm) = 9,19 (d; J=6,1 Hz, 1H, CH-CHO), 7,48-7,19 (m;
5H, ArH), 4,17 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO),
3,44 (dd; J,=6,0 Hz, J,=1,9 Hz, 1H, CH-O-CH-
CHO).

3C-RMN: & (ppm) = 196,7; 134,2; 129,0; 128,8; 125,8; 63,0; 56.5.

(2S,3R)-3-(4-clorofenil)oxirano-2-carbaldehido (52a)°:

Condiciones de reaccion: entrada 11, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 26 %

rd (aa’:bb’) (%): 94:6
ee (a) (%): 99

GC (Programa 6): tisopy = 12,3 min.

trSZaa' = 13,1 min.

GC quiral (Programa 4): tisopp = 15,3 min, 15,4 min.
tis50aa0 = 15,5 min, 15,8 min.

EM m/z (%): 182 [19, M*], 184 [6, M*+2], 153 [25, M*-CHO], 155 [9
M*-CHO+2], 125 [100, M*-COCHO], 127 [32, M-
COCHO+2], 111 [11, M*-CzH;0,], 113 [4, M*-
CsHs0,+2], 89 [92, M*-COCHO-HCI], 75 (12), 63 (25),
29 [11, CHO™].

'H-RMN: 6 (ppm) = 9,19 (d; J=6,0 Hz, 1H, CH-CHO), 7,36 (d; J=8,5
Hz, 2H, ArHsHs), 7,23 (d; J=8,6 Hz, 2H, ArH,Hs),
4,15 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO), 3,41 (dd;
J;=6,0 Hz, J,=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO).

3C_RMN: & (ppm) = 196,8; 135,1; 132,4; 128,8; 127,2; 63,2; 56,5.
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(2S,3R)-3-[4-(tert-butildimetilsililoxi) 3-metoxifenilJoxirano-2-
carbaldehido (54a):

Condiciones de reaccion: entrada 13, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 32 %

rd (aa’:bb’) (%6): 93:7
ee (a) (%): 97

GC (Programa 8): tisa0 = 16,5 min.

tr54aa’ = 18,9 min.

GC quiral (Programa 4): tisapp = 18,6 min, 18,8 min.

tis4a20 = 19,2 min, 19,5 min.

'H-RMN: & (ppm) = 9,87 (d; J=6,0 Hz, 1H, CH-CHO), 6,64-6,58 (m;
3H, ArH), 4,04 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO),
3,87 (s, 3H, OCHy), 3,49 (dd; J;=6,0 Hz, J,=1.,8
Hz, 1H, CH-O-CH-CHO), 0,99 (s, 9H, C(CHas)s),

0,19 (S, 6H, Sl(CH3)2)

(2S,3R)-3-(4-nitrofenil)oxirano-2-carbaldehido (55a)°:

Condiciones de reaccion: entrada 11, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 28 %

rd (aa’:bb’) (%6): 98:2
ee (a) (%): 97

[]%2 = -19,6 (c 2,1, MeOH)

GC (Programa 8): tisspy = 19,2, min.

tissaar = 20,4 min.

GC quiral (Programa 5): tisspp = 19,4 min, 19,5 min.
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tissaar = 19,7 min, 20,0 min.

EM m/z (%): 193 [33, M*], 192 [43, M*-H], 164 [10, M*-CHO], 136
[40, M*-COCHO], 118 [54, M*-CHO-NO,], 89 (100), 71
[41, CsH30,'], 63 (58), 29 [13, CHO™].

'H-RMN: & (ppm) = 9,23 (d; J=5,9 Hz, 1H, CH-CHO), 8,26 (d; J=8,5
Hz, 2H, ArHsHs), 7,50 (d; J=8,5 Hz, 2H, ArH,Hs),
4.31 (d; J=1,7 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO), 3,46 (dd;
J1= 5,9 Hz, J,=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO).

3C-RMN: & (ppm) = 195,7; 148,3; 141,5; 126,6; 124,1; 62,8; 57,5.
(2S,3R)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)oxirano-2-carbaldehido
(56a):

Condiciones de reaccion: entrada 13, Tabla 6, Capitulo 4.

Rendimiento: 23 %

rd (aa’:bb’) (%): 92:8
ee (a) (%0): 98

[a]3? = -19,0 (c 1,6, MeOH)

GC (Programa 8): tisepy = 17,2 min.

tiseaar = 18,4 min.

GC quiral (Programa 5): tsepp = 18,3 min, 18,5 min.
tisear = 19,1 min, 19,6 min.

'H-RMN: 6 (ppm) = 9,82 (d; J=6,0 Hz, 1H, CH-CHO), 7,16 (s; 2H,
ArH), 6,22 (s; 1H, OH), 4,02 (d; J=1.8 Hz, 1H,
CH-O-CH-CHO), 3,97 (s, 6H, OCHz), 3.82 (dd;
J;=5,9 Hz, J,=1,8 Hz, 1H, CH-O-CH-CHO).
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3C_RMN: & (ppm) = 190,9; 147,4; 140,8; 128,3; 106,7; 60,9; 56,5.

6.2.3.3 Epoxidacién quimica.

6.2.3.3.1. Procedimiento general para la reaccidon de epoxidacion

con acido m-cloroperbenzoico.

Una solucién del éster etilico a,B-insaturado o aldehido «,B-insaturado (0,50
mmoles) en CH,Cl, (5 mL) se agit6 y se le adicion6 acido m-
cloroperbenzoico (1,5 eq). La mezcla de reaccién de agitdé vigorosamente a
temperatura ambiente. Completada la reaccion, la mezcla se lavdé con
soluciéon 10 % de NaHCOs;. La fase organica se secé con Na,SO, anhidro y
se destilé el disolvente a presion reducida. El residuo se purific6 por

cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 7:3).

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)oxirano-2-carboxilato de etilo (37):

Rendimiento: 3 %

Espectroscopia descrita en seccion 6.2.3.1.2

2,3-dihidroxi-3-(4-hidroxi-3-metioxifenil)propanoato de etilo (43):

Rendimiento: 12 %

'H-RMN: & (ppm) = 7,02-7,00 (m; 2H, ArH;Hg), 6,90 (d; J=8,6 Hz,
1H, ArHy), 6,21 (d; J=3,0 Hz, 1H, CH-CH-COOE),
5,71 (s; 1H, PhOH), 4,51 (d; J=3,1 Hz, 1H, CH-
CH-COOEt), 4,24 (q; J=7,1 Hz, 2H, OCH,CHzs),
3,89 (s, 3H, OCHy), 3,75 (d; J=1,8 Hz, 1H, CH-O-
CH-COOELt), 3,26 (s; 1H, OH), 2,79 (s; 1H, OH),

1,24 (t, J=7,1 Hz, 3H, OCH,CHs).

3C-RMN: & (ppm) = 170,9; 148,2; 147,6; 130,7; 119,8; 115,7; 109,8;
86,2; 78,0; 61,0; 56,1; 14,2.
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6.2.3.3.2. Epoxidacion con Oxone®.

Una solucion 0,03 M de 33 en acetona:acetonitrilo:agua (1:1:2), se agité y
se le adicion6 oxone® (1,5 eq) y NaHCO; (3,5 eq) en tres porciones a
temperatura ambiente. La reaccion se monitoreé por TLC y una vez que se
completd, la suspension resultante se tratdé con agua y se extrajo con Et,0.
La fase organica se lavé con solucion saturada de NacCl, se secé con Na,SO,
anhidro y se destil6é el disolvente a presion reducida. El residuo se purificd

por cromatografia en columna (silica gel flash, Hex:AcOEt 8:2).

3-(3,4-dimetoxifenil)oxirano-2-carboxilato de etilo (39):

Rendimiento: 6 %

Espectroscopia descrita en seccion 6.2.3.1.2

3-(3,4-dimetoxifenil)-2,3-dihidroxipropanoato de etilo (44):

Rendimiento: 10 %

'H-RMN: 6 (ppm) = 7,09-7,01 (m; 2H, ArH;Hg), 6,86 (d; J=8,2 Hz, 1 H
ArHy), 6,24 (d; J=3,0 Hz, 1H, CH-CH-COOEl),
4,53 (d; J=3,1 Hz, 1H, CH-CH-COOEYt), 4,24 (q;
J=7,2 Hz, 2H, OCH,CH3), 3,89 (s; 6H, OCH3), 3,66
(s, 1H, OH), 2,11 (s, 1H, OH), 1,24 (t; J=7,1 Hz,

3H, OCH,CHs).

3C-RMN: & (ppm) = 172,0; 149,3; 148,9; 128,4; 119,7; 111,0; 110,3;
76,4; 73,6; 62,4; 55,9; 14,1
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