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Abstract: Various bi- and polifimctional hydroxyalkanethiols were chemospecifically

acylated to O-acylesters by lipase-catalyzed transesterifications in organic media. In

addition, hydroxyalkanethiols with two hydroxyl groups exhibited regiospecificity or

regioselectivity, depending on the nature of both the substrate and the lipase. As the chain

length of the a,0)-hydroxyalkanethiol increased, the reaction was limited to smaller acyl

moieties. Experimental conditions under which enzymatic acylations were carried out and

their results are presented and discussed. Biocatalyzed transesterifications allowed the

preparation of twenty-four new esters. The preparation of some a,co-hydroxyalkanethiols

and the mass spectra of substrates and products are also presented and discussed.





Felices los que tienen alma de pobres, porque a ellos les pertenece el

Reino de los Cielos.

Felices los pacientes, porque recibirán la tien'a en herencia.

Felices los afligidos, porque serán consolados.

Felices los que tienen hambre y sed de justicia, porque serán saciados.

Felices los misericordiosos, porque obtendrán misericordia.

Felices los que tienen un corazon recto, porque verán a Dios.

Felices los que trabajan por la paz, porque serán llamados hijos de Dios.

Mateo 5, 3-9





El rudimentario laboratorio -sin contar una profiisión de cazuelas, embudos, retortas,

filtros y coladores- estaba compuesto por un atanor primitivo; una probeta de cristal de

cuello largo y angosto, imitación del huevofilosófico, y un destilador construido por los

propios gitanos según las descripciones modernas del alambique de tres brazos de María la

judía. Además de estas cosas, Melquíades dejó muestras de los siete metales

correspondientes a los siete planetas, las fórmulas de Moisés y Zósimo para el doblado del

oro, y una serie de apuntes y dibujos sobre los procesos del Gran Magisterio, que

permitían a quien supiera interpretados intentar la fabricación de la piedra filosofal.

Seducido por la simplicidad de las fórmulas para doblar el oro, José Arcadio Buendía

cortejó a Úrsula durante varias semanas, para que le permitiera desentenar sus monedas

coloniales y aumentarlas tantas veces como era posible subdividir el azogue. Úrsula cedió,

como ocurría siempre, ante la inquebrantable obstinación de su nnrido. Entonces José

Arcadio Buendía echó treinta doblones en una cazuela, y los fimdió con raspadura de

cobre, oropimente, azufre y plomo. Puso a hervir todo a fuego vivo en 1m caldero de

aceite de ricino hasta obtener un jarabe espeso y pestilente más parecido a1 caramelo

vulgar que a1oro magnífico. En azarosos y desesperados procesos de destilación, fundida

con los siete metales planetarios, trabajada con el mercurio hermético y el vitriolo de

Chipre, y vuelta a cocer en manteca de cerdo a filta de aceite de rábano, la preciosa

herencia de Úrsula quedó reducida a un chicharrón carbonizado que no pudo ser

desprendido del fondo del caldero.

Gabriel García Márquez, Cien años de soledad
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l. Biotransformaciones

Se conoce con el nombre de biotransformaciones a las reacciones químicas catalizadas por

entidades biológicas, siendo las más utilizadas los microorganismos y las enzimasLZ.

Los microorganismos participan en dos tipos principales de biotransformaciones: la

fermentación y las transformaciones microbianasz.

La fermentación es conocida por el hombre desde tiempos muy antiguos: más de cinco mil

años antes de Cristo, los sumerios ya preparaban bebidas alcohólicas por fermentación de

cereales. Los procesos fermentativos requieren la existencia de células vivas que, a partir de

fuentes sencillas de carbono y nitrógeno, originan productos que son siempre naturales.

En contraste con la fermentación, las transformaciones microbianas necesitan, en lugar de

una firente de carbono y nitrógeno, un sustrato, no necesariamente natural. Tampoco es

imprescindible que las células se encuentren vivas: sólo se requiere que el microorganismo

viva el tiempo suficiente para producir las enzimas necesarias. Desde este punto de vista, es

posible ver al microorganismo como si firese un recipiente que contiene las enzimas que

participan en la biotransformación ( Figura 1.1 ).

Puede considerarse entonces que las biotransformaciones son reacciones químicas

catalizadas por enzimas presentes dentro de las células o que originariamente fueron

producidas por célulasz.

Para transformaciones que ocrn'renen una o en dos etapas, es probable que las enzimas sean

superiores a los microorganismos, porque su empleo evita las reacciones laterales y los

problemas experimentales asociados con las fermentaciones, permitiendo también

condiciones de uso más sencillas que las requeridas para operar con microorganismoslfi.

Estas razones pueden ayudar a entender por qué las enzimas son el tipo de biocatalimdor

natural que más ha prosperado en el área de la síntesis orgánica.
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FIGURA 1.1 - Ilustración acerca de las diferenciasesenciales entre la

fermentación y las n'ansformaciones microbianas (Referencia 2)

2. Progiedades catalíticas de las enzimas

Las enzimas son proteínas altamente especializadas que poseen actividad catalítica. Se

conocen más de dos mil de estos biocatalizadores4, que participan virtualmente en todas las

reacciones que ocurren in vivo, ya que catalizan los millones de reacciones químicas que,

colectivamente, constituyen el metabolismo intermediario de las célulass. La Unión

Internacional de Bioquímica divide a las enzimas en seis grupos y les asigna un número y un

nombre basado en su fimción in vivo6 (Tabla l.l ).
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TABLA 1.1 - Clasificación funcional de las enzimas ( Unión Internacional de Bioquímica)

l. OMDO REDUCTASAS
Actúan sobre:

1.1. -CH-OH
1.2. -C=O
1.3. -C=CH­

1.4. -CH-NH2
1.5. -CH-NH­
1.6. NADH ;NADPH

2. TRANSFERASAS
Transfieren grupos:

2.1. De un átomo de carbono
2.2. Aldehídicos o cetónicos
2.3. Acilos
2.4. Glicosilos
2.7. Fosfato
2.8. Que contienen azufie

3. HIDROLASAS
I-Iidrolizan:

3.1. Esteres
3.2. Uniones glicosídicas
3.4. Uniones peptídicas
3.5. Otras uniones C-N
3.6. Anhídridos de ácido

4. LIASAS
Adición a dobles enlaces:

4.1. -C=C­
4.2. -C=O
4.3.(FN­

5. ISOMERASAS
5.1. Racemasas

6. LIGASAS
Formación de uniones con ruptura de ATP

6.1. -C-O
6.2. -C-S
6.3. -C-N
6.4. -C-C
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Tres características principales hacen a las enzimas excepcionales si se las compara con

otros catalizadores4a7 :

versatilidad

eficiencia

selectividad

La versatilidad de las enzimas se manifiesta en su capacidad de catalizar un espectro

sumamente amplio de reacciones de moléculas que se hallan en los seres vivos, cuyas

estructuras son muy diversas. Para la mayoría de las reacciones orgánicas existe un

equivalente catalizado por enzimas4 (algunas de las excepciones más importantes son la

reacción de Diels-Alder y el reordenamiento de Cope). Esta versatilidad es la que hace

posible la enzimáticade reaccionesque no transcurrenin vivo. De hecho, está

ampliamente demostrado que las enzimas son activas in vitro.

Por medio de las enzimas las velocidades de reacción pueden acelerarse en factores de hasta

1012 comparando con velocidades en ausencia de catalizador“. Este hecho ocurre aun

operando bajo condiciones de reacción suaves, con fiecuencia a temperatura ambiente y a

pH cercano al neutro, lo que da una pauta de su alta eficiencia catalítica. Bajo estas

condiciones suaves de reacción, se hacen mínimos los problemas de isomerización,

racemización y epimerización que pueden afectar los resultados cuando se utiliza la

metodología tradicional en síntesís4.

Más allá de estas ventajas, la selectividad puede considerarse, sin duda, como una de las

características más sobresalientes del comportamiento de las enzimas. En general, son muy

selectivas en términos del tipo de reacción catalizada y con respecto a la estructura y a la

estereoquímica del sustrato y del producto de la reacción. Justamente, estas dos últimas

propiedades, el comportamiento fi'ente a la estructura y a la estereoquímica, constituyen de

modo conjunto la especificidad de una enzima4, que es su rasgo característico más
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importante y efectivo para su empleo en síntesis orgánica, tanto para transformaciones

selectivas como para síntesis asimétrica4’6.

Otra particularidad caracteriza también al comportamiento catalítico de las enzimas: están

sujetas a regulación, por lo que la actividad catalítica puede ser influida fuertemente por las

concentraciones de sustratos, productos u otras especies presentes en solución6.

3. Tipos de selectividad en reacciones orgánicas

La modificación de un solo grupo de una molécula polifuncional suele requerir previamente

la utilización de grupos protectores. Por otra parte, en la actualidad, la quimica orgánica

sintética se enfi'enta a la preparación de moléculas de gran complejidad estructural y

estereoquímica, por lo que el desarrollo de la síntesis asimétrica es un objetivo central.

Frente a estas exigencias, la catálisis enzimática puede simplificar complejos esquemas de

síntesis en virtud de su comportamiento altamente selectivo.

Ya que el mayor valor que presenta la enzimáticaen síntesis orgánica es la

selectividad que confiere a las reacciones4a6, antes de proseguir sería conveniente aclarar

ciertos términos utilizados para caracterizar la selectividad y la especificidad de una

reacción, términos sobre los que a menudo existe confusión o falta de concordancia en

literaturas.

Estereoselectividad

En orden cronológico, las primeras definiciones sobre selectividad en reacciones químicas se

refirieron a estereoselectividad. Así, según Eliel9, una reacción es estereoselectiva cuando

se forma o rompe un estereoisómero (o un par de enantioméros) con preferencia sobre todos
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los otros estereoisómeros que pudieran formarse o romperse, como lo ilustra el siguiente

ejemplo:

CHzPh _ H Ph Ph PhH Jn» H + H
Ph Ph H H H

mayoritario minoritario

También para Eliello, una reacción estereoespecífica es aquella en que sustratos

estereoisómeros dan lugar a diferentes productos estereoisómeros. Un ejemplo clásico es la

bromación de alquenos:

Br CH3
\=/ —z—> Br + Br

Br Br (dl)

CHg CH;

CH3
Br Br (meso)

\=\ ‘2—’ j: 9'
CH3

La estereoselectividad concierne a los productos, mientras que la estereoespecificidad se

refiere a los reactivos. Por eso, las reacciones en las que los reactivos o los productos

carecen de estereoisómeros mmca pueden ser estereoespecíficas, aunque transcurran

estereoselectivamente, como puede observarse en el siguiente ejemplo:

H_= CH3 —2—>B' :>=<:
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En una reacción enantioselectiva un enantiómero se forma o rompe preferencialmente sobre

el otro, mientras que si la reacción es enantioespecífica dos reactivos enantiómeros generan

productos estereoisómeros. Un ejemplo de reacción enantioespecífica es la sustitución

nucleofilica bimolecular sobre un carbono quirall l:

CH CH
CH :- ZCl3 H :_CI'12CH3ser —> “rca;

H H

(S)-2-clorobutano (R)-2-butanol

Regioselectividad

Según la definición introducida por Hassnerlz, una reacción regioselectiva conduce a la

obtención predominante de uno o más isómeros estructm'ales con respecto a todos los

posibles isómeros estructurales que pudieran formarse. En una reacción regioselectiva existe

una tendencia predominante a reaccionar de uno o varios grupos fimcionales iguales o

similaressobre todos los grupos presentes en una molécula”. La regioselectividad involucra

una dirección preferencial en la formación o ruptura de un enlace, lo que se traduce en la

producción mayoritaria de uno o más isómeros. La siguiente reacción de eliminación

bimolecular constituye un ejemplo de reacción regíoselectiva:

AF EtO' ¡ /%( + /\¡á
Br

70% 30%

Según Hassner, cuando una reacción origina exclusivamente un único isómero estructural de

todos los posibles, se dice que es regioespecífiea. No obstante, actualmente existe tendencia

a rechazar este términos. Se argumenta que en la realidad, virtualmente ninguna reacción
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orgánica conduce a un único producto con la exclusión absoluta de los otros. La IUPAC

define los términos regioselectividad y enantioespecificidad pero no define regioespecifi­

cidad.

Sin embargo, y como podrá apreciarse a lo largo del presente trabajo, cuando las enzimas

catalizan reacciones orgánicas, en numerosas ocasiones se forma un isómero esu'uctural con

exclusióntotalde losdemás.Consecuentemente,eneláreadecatálisis el término

regioespecificidad se ajusta realmente a su definición y su uso es conveniente.

Quimioselectividad

Una reacción es quimioselectiva cuando reacciona preponderantemente uno de varios

grupos funcionales diferentes de reactividad quimica similar presentes en una molécu1a13.

Un ejemplo lo constituye la siguiente reducción con borohidruro de sodio de un grupo

carbonilo de cetona en presencia de un grupo éster14:

.fiqcm), NaBH4 IÓOÏH’ÉCCHQ:
C02CH3\ 0 COZCHS'“OH

Análogamente al concepto de regioespecificidad, en una reacción quimioespecífica

reacciona uno de los grupos fimcionales con exclusión de los otros grupos presentes en la

molécula. Para este término también vale la discusión efectuada al definir la idea de

regioespecifidad.
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4. Commrtamiento selectivode las enzimas

Relacionado con su comportamiento selectivo, lo que determina la utilidad de las enzimas en

síntesises el gradoconque los biocatalizadores entrefactoresestructuralesy

estereoquimicos4.

La discriminaciónestructural de una enzima puede explotarse para llevar a cabo reacciones

regioespecíficas sobre una de dos o más fiinciones químicas iguales presentes en una

molécula. La facilidad con las que las enzimas permiten efectuar estas transformaciones es a

menudo extremadamente dificil de duplicar a través de métodos químicos tradicionales, en

especial por medio de una reacción en una sola etapa, como lo ilusüan los siguientes

515,16;ejemplo

lZIX-hidroxiesteroide—>
deshidrogenasa

Bu OBu

O O

BuOC CCl3
l. d OBu OH + OH OH
¡pasa e . OH OH relación de productos:

03“ C’W’ïwbac‘enm 3,6-dibutirilado/2,6-dibutirihdo= 50/1
wscosum uOH 0B

OBu Bu Bu OBu

OH H o 0 0 o
OH - + + +

OH B"20’_líqm"' OBu OH H OH OH Bu OH OH
Py OH OBu o o

OH OH OH OBu

relación de productos: mezzlade 3,6- + 4,6- + 1,6-dibutñflados/Zó-dibutirilado =1,5
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Dos clases de selectividad ponen de manifiesto la discriminación estereoquímica de una

enzima: la enantiomérica y la proquiraL Ambas dan lugar a distintas posibilidades de

transformaciones estereoselectivas.

Laespecificidadenantiomérica,por laquelasenzimas entrelosenantiómerosde

una mezcla race'mica, es una de las aplicaciones más extendidas de la especificidad

estereoquímica de las enzimas y ha sido intensamente explotada para la resolución de

racematos. En 1954 se describió la resolución de los emntiómeros de varios N­

acilaminoácidos mediante hidrólisis catalimdas por acilasa de riñón de cerdo”. Desde

entonces, las resoluciones mediante reacciones biocatalimdas han sido numerosísimas y se

han aplicado a sustratos quirales, naturales o no, de estructuras muy variadas4’18'20.

Con una enzima enantioespecífica, la transformación de un racemato se detiene al 50% de

conversión, cuando uno de los enantiómeros ha reaccionado totalmente. Esto limita el

máximo rendimiento al 50% ; es decir, cuando en síntesis asimétrica se usan racematos,

siempre hay una pérdida no inferior al 50%.

Mediante las capacidades de selectividad proquiral de las enzimas un sustrato aquiral

simétrico puede ser convertido íntegramente en el producto quiral deseado. Estas

capacidades convierten a las enzimas en catalizadores quirales de síntesis asimétrica con

perspectivas sumamente auactivas. Pueden señalarse tres líneas de especificidad proquiral4:

I- Adición estereoselectiva a caras estereoheterotópicas de dobles enlaces

Las enzimas son capaces de actuar estereoselectivamente sobre una de las dos caras

enantiotópicas o diasterotópicas de grupos planos como C=C, C=O y C=N. Dentro de esta

linea se han descripto numerosas transformaciones asimétricas de valor, entre las que pueden

citarse los siguientes ejemplos21'23:
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0 OH
alc h 1 _ ..

RÁR. d WL, ¡{,1an R-‘CHZOOZEt,(CHz)zc1+I=CH2
es l rogenasas R, R'=-CHs;-CH20C)2H

mdniu'ílasa OH

CN

OOOH aspartasa HZN

_ THQ-P .IH 95%2HOOC H
cazoozH

11-Distinción entre grupos y átomos enantiotópicos

En este aspecto, las enzimas hidrolíticas demostraron hasta el presente la mayor

versatilidad sintética. Muchas esterasas tienen variadas aplicaciones, ya sea con sustratos

simétricos sin carbono quiral o con sustratos meso y admiten una amplía tolerancia en

variaciones esu'uctln'alesde dichos sustratos24'26:

R R' R I R'
estelasa de 'l—>

higado de cerdo

(DzMe COZMC (DzMe CDZH

OOOPh n. . a de 90°?“NVV CN _,'"‘¡” NCW 002i!
Rhodococcus butanica

71 %
99 % ee

l OAc liPasa OACCAC paneleática polcina
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III- Distinción entre grupos y átomos diasterotópicos

En esta línea, los ejemplos predominantes son sustituciones diasterotópicamente

específicas de átomos de hidrógeno de metilenos no activados por grupos hidroxilos. Se

conocen cientos de hidroxilaciones diasteroselectivas de una gran variedad esu'uctm'al de

sustratos, entre ellos alcaloide327:

PhC0- Beauvaria PhCO­—>
bassrana OH

ir

terpenos28 y esteroides”, reacciones catalizadas fundamentalmente por organismos de

origen microbiano.

Está considerado que mediante transformaciones biocatalizadas es posible efectuar la

hidroxilación estereoselectiva de virtualmente cualquier átomo de carbono de un esteroide4.

Una combinación sumamente útil sintéticamente es la especificidad enantiome'ricajunto con

la regio o quimioespecificidad, como puede observarse en los tres últimos ejemplos de la

página ll. Es dificil encontrar un reactivo quiral que pueda combinar en un solo paso los

diferentes tipos de selectividad de las enzimas.

Uno de los objetivos de la síntesis orgánica tradicional es la producción de métodos de

amplia aplicación, por lo que podría creerse que el comportamiento altamente discriminativo

de las enzimas limita su utilidad en síntesis. Sin embargo, las enzimas poseen rangos de

selectividad desde muy estrechos hasta muy amplios7. El criterio de utilidad en síntesis es

estereoquímicamentesobreunampliorangode estructurasdesustratos;es decir,

amplia tolerancia estructural con alta estereoselectividad. Generalmente, las enzimas de
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mamíferos se ajustan a este criterio4. Las de microorganismos suelen tener tolerancias

estructurales más estrechas, hecho que está compensado por la enorme cantidad de

microorganismos dispom‘bles.

Otro hecho importante es que, a menudo, un rango muy grande de estructuras es accesible

con un número muy reducido de enzimas. La Figura 1.2 muestra una amplia variedad de

compuestos carbonílicos de complejidad estructural creciente que puede obtenerse, a partir

de alcoholes, mediante el uso de sólo tres alcohol-deshidrogenasas. Estas enzimas presentan

especificidades que se superponen y, por otra parte, no son únicas para efectuar la

preparación de estas moléculas4:

O 0
I I H

R
RCHO

R R /
° H

?
R-C-R' R

II /0 ° R
O

n H 0
<—> H

YADH HLADH P. testosterom'

YADH: Alcohol deshidrogenasa de levadura
HLADH:Alcohol deshidrogenasa de higado equino
P. testosteroni :Pseudomonas testosteroni

FIGURA 1.2 - Un amplio rango de estructuras de aldehídos y cetonas es

accesible con sólo tes alcohol-deshidrogenasas de

especificidades que se superponen
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Aún tratándose de enzimas estructuralmente muy específicas, esto puede resultar una

notable ventaja si el interés está en una n'ansformación particular que es muy dificil de llevar

a cabo por métodos químicos tradicionales.

5. Clasificación de las enzimas

En 1983 Whitesides y Wong6 propusieron una clasificación de las enzimas en cinco grupos,

según un orden de complejidad creciente para su uso en síntesis orgánica ( Tabla 1.2 ).

TABLA 1.2 - Clasificación de las enzimas para su empleo en síntesis orgánica propuesta

por Whitesides y Wong6

l. Enzimasque no requieren cofictores

2. Enzimas que requieren coíactores no añadidos

3. Enzimas que requieren regeneración de cofactores

4. Enzimas que presentan problemas particulares de estabilidad,

disponibilidado que requieren cofactores no comunes

5. Sistemas complejos multienzimáticos

A los fines sintéticos esta división resulta más conveniente que la clasificación internacional

(Tabla 1.1 ) ya que a menudo aquella no es muy útil para predecir en la práctica la

fictíbilidad de utilizar una enzima en biotransformacionesó.

Debido a factores que atañen de manera principal a razones de costo y de accesibilidad, sólo

los tres primeros grupos son usados más comúnmente en síntesis orgánica30, como se

muestra en la Tabla 1.3. El segundo grupo, con excepción de la glucosa oxidasa y de las

transaminasas, posee relativamente pocas aplicaciones en síntesisó.
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TABLA 1.3 - Enzimas más comúnmente usadas en síntesis orgánica

NO REQUIEREN NO REQUIEREN REQUIEREN
COFACTORES COFACTORES AÑADIDOS COFACTORES

1) Enzimas hidrolíticas l) Havoenzimas l) ATP-qtúnasas

Esterasas Glucosa oxidasa 2) NAD(P)(H)
Lípasas Aminoácido oxidasas óxidorreductasas
Amidasas Diaforasa
Fosfolipasas 3) SAM - meti]
Epóxido hídratasas 2) Piridoxalfosfato enzimas transferasas
Nucleósido fosforilasa
SAM sintetasa Transaminasas 4) Enzimas que

Tirosinasa requieren CoA
2) Isomerasas y Iiasas 8-aminolevulínatodeshidratasa

Cistationina sintetasa 5) PAPS- sulfuril
Glucosa isomerasa liasas
Aspartasa 3) Metaloenzimas
Fenflalanina amoniaco liasa
Fumarasa Galactosa oxidasa
Cianohidrinasintetasa Monooñgenasas

Dioxigenasas
3) Aldolasas Peroxidasas

Hidrogenasas
4) Glicosil transferasas Enoato reductasas

Aldolasas
5) Glícosidasas Carbom'fiasas

Nitrilo hidratasa
6) Oxinitrilasa

4) Enzimas dependientes de
fiamina pírofoqfato

Transcetolasas
Descarboxilasas

5) Otras

SAH hidrolasa
Enzimas dependientes de
vitamina B 12

PQQ (metoxatina) enzimas



16 Capítulo I

6. Aplicaciones de las enzimas en síntesis orgánica

Resulta sorprendente que durante décadas las enzimas no hayan sido aprovechadas en

química orgánica sintética, en vista de las caracteristicas y potencialidades anteriormente

expuestas. Una explicación puede encontrarse en que hasta hace menos de quince años,

algunos problemas relacionados con la naturaleza y utilización de las enzimas fueron

sobreevaluados y conu-íbuyeron a formar la idea falsa de que su aplicación como

catalizadores en síntesis orgánica era limitada.

Es verdad que las técnicas de aislamiento y purificación de enzimas están fiiera del alcance

de un laboratorio de síntesis, pero actualmente la mayoria de las sintéticamente útiles son

accesibles comercialmente18'20’3l. A diferencia de las enzimas utilizadas en estudios

enzimológicos, se ha visto que las empleadas en síntesis orgánica no necesitan estar

particularmente purasó, por lo que las preparaciones crudas de origen comercial presentan

actividades cataliticas adecuadas para su uso.

El costo de las enzimas comerciales es un factor que puede influir adversamente y explica

que el tercer grupo de enzimas que se muestra en la Tabla 1.2, con un gran interés en

síntesis, tenga utilización más limitada que el primero. La principal barrera económica está

en el elevado costo de los cofactores, que hace necesaria la regeneración in situ de los

mismos, complicándose así el uso de esta clase de enzimasó.

A nivel económico, hay que considerar tanto el costo de una unidad de actividad como la

actividad específicaó. Cabe aquí recordar que la unidad de actividad enzimática empleada

más corrientemente se define como la cantidad de enzima que origina la transformación de

1.0 umol de sustrato por minuto a 25°, en condiciones óptimas de medición. La actividad

específica es el número de ¡midades de enzima por miligramo de proteína y constituye una

medida de la pureza del biocatalizador32.

Compaiadas con otros catalizadores, las enzimas son más inestables y susceptibles de

degradarse a través de numerosos mecanismos”. La inmovilización es un procedimiento
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que permite la conversión de la forma soluble en agua de una enzima en su forma insoluble e

inmóvil3 y ha permitido mejorar la estabilidad de estos biocatalizadores, facilitando además

su recuperación y purificación al final de la reacción6a7a34.Existen más de cien técnicas de

inmovilización de enzimas sobre soportes sólidos3 (silica, polímeros metacrílicos, cerámicos,

resinas de intercambio aniónico, etc.). Raramente la inmobilización influye sobre la

especificidad y el mecanismo del proceso catalitico4. La exclusión de proteasas también

mejora la estabilidadó.

La amplia utilización de varias enzimas pertenecientes al grupo que no requiere cofictores

( Grupo l, Tabla 1.2 ) se debe a la combinación de su versatilidad de aplicaciones,

accesibilidad comercial y buena estabilidad. Esta clase de enzimas presenta especial utilidad

para la preparación de sintones quiralesó.

No resulta exagerado afirmar que el factor más decisivo que limitó durante años la

aplicación de las enzimas en síntesis ha sido la excesiva importancia dada al agua como

medio natural y óptimol9 para que desarrollen su poder catalítico frente a sustratos también

solubles en agua.

En verdad, el agua no es el medio ideal para la mayoría de los procesos orgánicos, ya que en

numerosas reacciones el equilibrio se desplaza desfavorablemente o aparecen reacciones

laterales indeseables. Además, muchos compuestos orgánicos se disuelven mejor en medio

orgánico que en agua. Al reemplazar el agua por un solvente orgánico se fivorece la

solubilidad de los sustratos orgánicos y es posible realizar numerosas reacciones que no

pueden competir con la hidrólisis cuando se llevan a cabo en medio acuoso. En un medio

orgánico las reacciones de hidrólisis catalizadas por hidrolasas se revierten hacia la dirección

sintétical9’35. Además, se suprime la inhibición de la enzima por sustrato o por producto ya

que éstos se mantienen mayoritariamente en la fiaseorgánica34.

El reemplazo del agua por 1msolvente orgánico como medio de una reacción catalizada por

enzimas resulta atractivo tanto por los aspectos químicos mencionados como por dos

aspectos experimentales importantes. Uno es que el aislar y purificar un producto orgánico
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de una solución de solvente orgánico es más fácil y directo que de una solución acuosa; el

otro, está relacionado con la solubilidad de las proteínas en solventes orgánicos. En general,

las proteínas no son directamente solubles en medio orgánico, salvo que se trate de

solventes fuertemente próticos o muy polares, como el dimetilsulfóxido y la

dimetilformamida36. Por lo tanto, las enzimas son insolubles en la mayoría de los solventes

orgánicos y se mantienen en suspensión, hecho que ficilita tanto su recuperación y

purificación como la de la mezcla de reacción.

En la evolución de las aproximaciones a la enzimología no acuosa37, el primer paso

consistió en agregar solventes miscíbles a soluciones acuosas de enzimas, a menudo con la

finalidad de aumentar la solubilidad de sustratos poco solubles en agua. Si bien bajas

concentraciones de estos solventes no tuvieron efectos muy adversos (se observó una

disminución de la actividad catah'tica comparada con soluciones acuosas puras),

concentraciones mayores condujeron a la gradual desnatm'alización de la proteína. El paso

siguiente en la serie de intentos de ubicar a enzimas en un medio diferente al agua fue el uso

de mezclas bifásicas: una solución acuosa de una enzima emulsificada en un solvente

inmiscibleen agua, como cloroformo y acetato de etilo. En este procedimiento, los sustratos

se añaden al solvente, desde donde difimden a la fise acuosa, en la que tiene lugar la

reacción enzimática; conchiída ésta, los productos difimden a la ñse orgánica. Para facilitar

la transferencia de masa, debe reducirse el tamaño de las minúsculas gotas de la emulsión.

Una tercera aproximación al problema consiste en estabilizar las microemulsiones

resultantes, por agregado de surfactantes con lo que se forman micelas reversas.

En estos tres sistemas las enzimas funcionan dentro de un entorno esencialmente acuoso,

donde poseen una capa de moléculas de agua asociadas. Desde el punto de vista sintético

ese ámbito básicamente acuoso hace que estos tres sistemas posean las mismas desventajas

que los sistemas acuosos puros.
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7. Enzimas en medio orgánico

El último paso hacia la catálisis en medio no acuoso fire, precisamente, el empleo de

solventes orgánicos anhidros, con un contenido de agua menor al 1%,19 como medio para

llevar a cabo las reacciones enzimáticas.

Si bien existen en bibliografia alglmos trabajos que se remontan a varias décadas atrás y que

pueden considerarsecomo antecedentesaislados de la enzimáticaen medio

orgánico”, en los últimos quince años la literatura ha mostrado un aumento cada vez más

creciente del empleo de enzimas como catalizadores en medio orgánico y en especial, a

partir de los trabajos de Klibanov y col. publicados entre 1984 y 1986 39-42.

En medio orgánico, las enzimas presentan nuevas propiedades”. Aun en un entorno de

solvente orgánico el agua es absolutamente necesaria para la fimción catalitica de las

enzirnas37’42 porque participa en todas las interacciones no covalentes (puentes de

hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y de Van der Waals) que mantienen, mediante un

delicado balance, la flexibilidad conformacional necesaria para la catálisis. La eliminación

total de agua distorsionadicha conformación“.

Kh'banov y col.41 encontraron actividad enzimática en solventes orgánicos, en

transesterificaciones catalizadas por diferentes lipasas liofilizadas, aun cuando la cantidad de

agua de estos medios era igual o inferior al 0,02%. En efecto, la bibliografia testimonia que

se han efectuado exitosamente numerosas transformaciones con enzimas de diversa

naturaleza en medios orgánicos, en sistemas que contenían cantidades mínimas de aguazo.

Klibanov ha sugerido que sólo es realmente necesaria la presencia de una monocapa de agua

alrededor de la superficie de la enzima, a la que denominó agua esencial 42. Más que

tratarse de una monocapa, esta agua esencial consiste en agregados de moléculas de agua

(clusters) situados presumiblemente alrededor de los grupos cargados de la proteína37.

Según esta teoría, una enzima se ve afectada por su agua esencial y no por el agua libre

presente en el solvente. Una vez que esta agua esencial se localiza alrededor de las
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moléculas de la enzima, reemplazar el resto del agua debe ser posible sin que se afecte

adversamente la actividad de la enzima42.

En la mayoría de los casos no es necesario medir el contenido de agua del solvente35. Los

solventes de grado analítico suelen ser adecuados, mientras no sean completamente

anhidros. Además, todas las preparaciones crudas de enzimas liofilimdas contienen una

cierta cantidad de agua que usualmentealcanza como reguladora de humedad”.

Efecto del solvente

La naturaleza del solvente es una variable crucial para la actividad enzimática. Zaks y

Kh’banovconcluyeron, en base a resultados obtenidos con lipasas41, óxidorreductasas43 y

proteasas37, que las interacciones entre el agua esencial de la enzima y el solvente son más

importantes que las interacciones entre el solvente y la enzima.

La hidrofobicidad del solvente influye para que se mantenga o no el agua esencial entorno a

la enzima42. Con los solventes más hidrofóbicos, corno los hidrocarburos, al no haber

partición del agua esencial con ellos, la misma permanece asociada al biocatalizador. Esta

teoría está de acuerdo con que la mayoría de las enzimas son inactivas en solventes

orgánicos hidrofilicos42; probablemente el efecto adverso de estos solventes sea el de

promover una desnaturalizacíón19.

Para correlacionar la actividad enzimática con la naturaleza del solvente, Laane et al.44

propusieron la utilización del parámetro log P, coeficiente de partición del solvente entre

octano y agua, como medida de 1ahidrofobicidad del solvente. Se ha observad019a44 que en

general la actividad es alta para solventes con log P mayor que 4 , intermedia para aquellos

con log P entre 4 y 2 y baja para log P menor que 2. Si bien esta generalización demuestra

estar en concordancia con los resultados obtenidos en nmnerosas reacciones enzimáticas

descriptas en literatura, también se han encontrado numerosas correlaciones no

satisñctorias41,45,46. Por más que log P sea el único parámer con sustento mecanístico
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para la predicción del nivel de actividad enzimática en medio no acuoso, en verdad aparece

como rígido y limitado, porque supone que el efecto del solvente sobre el biocatalizador es

independiente de la enzima, e ignora tanto las interacciones del solvente con la enzima como

el efecto de la constante dieléctrica sobre la actividad enzimática. La constante dieléctrica

también tiene importancia porque todas las interacciones no covalentes de las proteínas son

de origen electrostático y se comportan según la ley de Coulomb47.

La inmiscíbilidad con agua carece de fundamento mecanístico para afectar la actividad

enzimática y aparece simplemente como un reflejo limitado de la hidrofobicidad del

solvente47. Para solventes con igual naturaleza química, la distinta polaridad, evaluada a

través del momento dipolar, mostró tener un efecto irrelevante sobre la actividad

enzimática47.

Probablemente no haya un único parámetro fisicoquimico del solvente que sirva para

predecir la actividad enzimática en medio no acuoso, menos aún hasta que se llegue a

comprender en detalle el papel molecular de las interacciones enzima-solvente“.

Lo cierto es que al presente está bien sentado el hecho de que solventes inmisciblesen agua,

con un contenido de agua por debajo del límite de solubilidad, son aptos para que enzimas

secas, cristalinas o liofilizadas, sean catalíticamente activas48 . Dentro de este rango de

contenido de agua, la actividad en solventes orgánicos adecuados es comparable a la del

medio acuoso y la catálisis sigue una cinética de Michaelis-Menten43.

También está comprobado que la naturaleza del solvente puede afectar la

enantioselectividad46’49’51y la regioselectividadsz.

Estabilidad de las enzimas en medio orgánico

Un aspecto de sumo interés es la estabilidad de las enzimas en medio orgánico. Los ejemplos

presentados en literatura muestran con elocuencia que es posible obtener muy buena

estabilidad del biocatalizador en medio orgánico. La estabilidad de la enzima en este medio
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varía con el tipo de enzima utilizada, las condiciones de reacción, el solvente y la cantidad de

agua 42,53.

Numerosos investigadores han mostrado que las enzimas se mantienen estables en solventes

orgánicos durante tiempos de reacción de hasta cuatrocientas horas53, sin pérdida de

actividad.

Ya que las proteínas son insolubles en la mayoria de los solventes orgánicos, Klíbanov

considera que esta insolubilidad elimina la flexibilidad conformacional de las enzimas, lo que

evita que adopten conformaciones diferentes a las de la fase acuosa42. Una enzima disuelta

adquiere la conformación que es termodinámicamente favorable en el solvente, pero que

puede ser muy diferente a la conformación en fase acuosa36. Esto explicaría el hecho de que

una enzima se inactiva en los pocos solventes orgánicos en que puede disolverse

(dimetilqufóxido, dimetilformamida). Al estar conformacionalmente inmóviles en solvente

orgánico, las enzimas permanecen como congeladas en la conformación que corresponde a

la solución acuosa de la que fueron aisladas42. Esta rigidez conformacional de las proteínas

en medio orgánico genera altas barreras cinéticas que evitan que la conformación tipo nativa

se despliegue“5 y en consecuencia, se mantienen activas en solvente orgánico.

Se ha comprobado que en suspensiones de enzimas en solvente orgánico los sitios activos

están accesibles y son comparables a los dispom'bles en medio acuoso45,54 . Tomando en

cuenta investigaciones mecanísticas, parece ser que la estructura del estado de transición en

solvente orgánico no polar es aproximadamente igual que en solución acuosa48, lo que

indica que el entorno del sitio activo sería el mismo que en agua

Las enzimas se inactivan mediante una serie de procesos en los que participa el agua y que

se ven favorecidos a altas temperaturasss, tales como pérdida de estructura terciaria

ordenada, destrucción de enlaces disulfiiro, deamidación de residuos de asparagina y

glutamina, hidrólisis de uniones peptídicas en residuos de ácido aspártico. Por lo tanto, en

un medio orgánico, un entorno libre de agua, estos procesos se ven limitados, con lo que la

estabilidad del biocatalizador se ve beneficiada. Se ha demostrado que aun a altas
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temperaturas enzimas en medio orgánico con un contenido de agua inferior al 1% pueden

presentar una estabilidad apreciable, que es también notablemente superior a la estabilidad

témiica observada en medio acuoso39. Una consecuencia de la estabilidad térmica es la

posibilidad de operar a temperaturas superiores a la ambiente. Concretamente, y

dependiendo de la enzima, existen numerosas biotransformaciones que han sido llevadas a

cabo a temperaturas comprendidas entre 40 y 70°.

La inmovilización aumenta la estabilidad6’53’34; en particular, la inestabilidad de las

enzimas en solventes polares puede superarse inmovilizándolas sobre soportes hidrofilicos.

Esto resulta de gran utilidad cuando se utilizan sustratos altamente hidrofilicos que sólo se

disuelven en solventes polares, como piridina o butanoL

Se ha encontrado que la actividad enzimática en solvente orgánico es óptima cuando las

enzimas empleadas fiieron liofilizadas en una solución de pH óptimo para la actividad en

medio acuoso42. Según Klibanov, la enzima en medio orgánico mantiene a sus grupos

ionogénicos en el estado de ionización adquirido en la última solución acuosa a la que fire

expuesta. La enzima retiene la actividad catalítica que corresponde a dicho estado de

ionización.

En las suspensiones de enzimas en solventes orgánicos ocurre el mismo problema que

frecuentementese observaen heterogénea:las reaccionesestán sujetasal control

difiisional42. Para superar esta limitación, las suspensiones de reacción deben someterse a

una agitación vigorosa. El tratamiento con ultrasonido mejora este problema al reducir el

tamañode las partículasde la enzima Comoen cualquiersistemade heterogénea,

cuando la difusión es más rápida que la reacción, el fenómeno de difiisión no tiene

consecuencias”.

Como es posible apreciar, en un ámbito de solvente orgánico las enzims presentan

caracteristicas especiales. Si bien estos biocatalizadores difieren en estructura, tamaño,

origen y fimción, considerando que todos tienen en común una estructura que surge de la

combinación de la misma veintena de aminoácidos, parece coherente afirmar que la mayoría
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de las enzimas pueden llegar a ser capaces de actuar en solvente orgánico. La cuestión está

en encontrar las condiciones adecuadas para que operen dicha catálisis34.

8. Lipasas en medio ogánico

El estudio de las publicaciones aparecidas en la última década permite afirmar que los

biocatalizadores más comúnmente utilizados en medio orgánico son las enzimas

hidrolíticas33a56, pertenecientes al grupo de enzimas que no requieren cofictores ( Tabla

1.3 , página 15 ). Hasta el presente, existen pocos ejemplos referidos al empleo de enzimas

no hidrolíticas como catalizadores regio y/o estereoselectivos en medio orgánico, entre los

que pueden citarse el uso de polifenoloxidasa y mandelonin‘iloliasal9a20.

La capacidad de las lipasas y proteasas para catalizar hidrólisis asimétricas de ésteres

racémicos en agua se aplicó durante muchos años4,6. En esta estrategia para la resolución,

aun si la enantiodiscriminación no es absoluta, ocurre una resolución parcial cuya pureza

óptica depende del grado de conversión20a57.Los inconvenientes de este tipo de resolución

son que la mezcla racémica debe ser convertida en un éster, poco soluble en agua y además,

que muchos compuestos orgánicos son inestables en medio acuoso. Por esto, es más

conveniente trabajar con estas enzimas en medio orgánico y de hecho, este procedimiento ha

sido empleado por la mayoríade los investigadores”.

Dado el marco de ausencia de agua propio de un entorno orgánico, las reacciones

catalizadas por hidrolasas pueden revertirse hacia la dirección sintética. Es así que enzimas

hidrolíticas pueden catalimr reacciones de esterificaciónl 9, transestefificaciónw’zo,

aminólisiszoess, oximólisis41 y de formación de péptidos34a37 que en presencia de agua se

suprimir-fanpor hidrólisis. Por ejemplo, la preparación del éster etílico de N-benzoíl-L­

fenilalanina a partir del ácido y de etanol en cloroformo catalizada por a-quimotripsina
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transcun'ió con un rendimiento superior al 80%, mientras que en agua sólo se detectó la

formación del éster en un 0,01% 59.

Las lipasas, u-iacilglicerolacilhidrolasas, E.C.3.1.l.3, son enzimas que catalimn la hidrólisis

de lípidos formados por glicerol y ácidos grasos, actuando en la interfase lípido-agua de una

emulsión19a60.Estas enzimas presentan poca actividad en soluciones acuosas de sustratos

solubles en agua. Si una lipasa se encuentra en una solución saturada de un sustrato y por

posterior sobresaturación de la misma se forman partículas emulsificadas, se observa un

incremento considerable de su actividad. Esta catálisis interfasial da a las lipasas una afinidad

inherente por los entornos hidrofóbicos y las distingue de otras enzimas hidrolíticas;

probablemente esta es la propiedad más característica de las enzimas lipolíticas61.

Más que su especificidad por sustratos insolubles emulsificados, la diferencia esencial de las

lipasas con respecto a otras esterasas es su incapacidad de penetrar en la capa de agua que

rodea a los grupos ésteres en un sustrato hidrofilicoól. Es coneebible entonces que las

lipasas sean particularmente adecuadas para operar en ambientes ricos en solventes

orgánicos.

Otra propiedad especial de las lipasas es que aceptan sustratos naturales o no, de un amplio

rango de estructm'as, tanto en medio acuoso como orgánico. Esto sugiere que el esqueleto

de las lipasas es flexible y puede adoptar una gran variedad de conformaciones para

acomodar moléculas de diverso tamaño y complejidad estereoquimicalg. Esta misma razón

hace que sea dificil poder predecir la interacción estereoquímica de las lipasas frente a los

sustratos19.

Es notable el hecho de que las lipasas puedan ser hasta el 100% tan activas en solvente

orgánico como lo son en sus entornos biológicamente naturales. Este comportamiento

apoyan'a la idea de que, mientras el agua esencial permanezca unida a la enzima, la

conformación de al menos la región del sitio activo se parece estrechamente a la que

presenta en solución acuosa41.
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Actualmente, alrededor de veinte lipasas provenientes de filentes microbianas, vegetales y

animales son accesibles comercialmente y a bajo costo. Junto con algunas proteasas, varias

lipasas son producidas en masa debido a que han encontrado numerosas aplicaciones

industriales“.

Puede decirse entonces que las características de las lipasas se adecuan a los requerimientos

que hacen a una enzima útil para su aplicación como catalizador en química

orgánica4,7,19,33,34,60:

l) Poseen amplia tolerancia estructural con elevada estereoselectividad, lo que las hace

útiles para resoluciones y empleo en síntesis quiraL

2) Presentan alta actividad y estabilidad en medio orgánico.

3) Pueden usarse repetidamente sin perder su actividad o selectividad.

4) Son accesibles comercialmente y a costos razonables, ya sea en forma nativa o

5) No necesitan cofactores, lo que ficilita su uso.

6)Pueden medianteprocedimientossimples.

Desde el punto de vista mecanístico, las lipasas son serma-hidrolasas que contienen en su

sitio activo una triada catalr'tica compuesta por serina, histidina y un aminoácido con un

residuo que posee un carboxilato (aspártico o ghitámico)56s61. En dicha triada la serina

actúa como nucleófilo, atacando a una molécula portadora de acilo, R'COX34:

f) H-O-Ser?’ o H 7"
'L/kov. . . . -- /N —> “ALO------ Sler

xYR' 0 R,2, x+o
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En una etapa inicial se forma un intermediario O-acilado covalente, la acil-enzima:

0 R'

x1” R' Y
o, 0

x= 0msNRst . Q
R'CDEnz

y) (acíl - enzinn)

En una segunda etapa catalítica la acil-enzima se desacila: el acilo se transfiere a un

nucleófilo NuH y se regenera la enzima libre:

R-I(|3—0Enz+ NuH —> R-ICII-Nu+ Hifi-I
O

Durante las dos etapas del mecanismo se puede reconocer quiralidad tanto en la estructura

de R' como en la de Nu35.

En medio acuoso el nucleófilo es el agua, lo que conduce a las reacciones de hidrólisis.

Cuandoelmediode reacciónes un solventeorgánico,dondelaausenciade agua la

competencia de la hidrólisis, otros nucleófilos, tales como alcoholes, aminas, tioles e

hidroperóxidos son capaces de reaccionar con la acil-enzima para generar, respectivamente,

ésteres, amidas, tiolésteres y cetonas (Tabla 1.4).
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TABLA 1.4 - Reacciones de fiansferencia de acilo más comimes catalizadas

por lipasas en medio orgánico

R'COX + NuH M» R'CONu + HX

R'COX Nu R'CONu HX Tipo de reacción

ácido (X=- OH) alcohol (R1OH) éster (R'C02R1) H20 esterificación

éster (X: -OR) alcohol (R1OH) éster (R'C02R1) ROH transesterificación

amina(NHR2R3)amida(R'CONR2R3)ROH

9. Transesterificaeiones catalizadas por lipasas en medio orgánico

Un número muy elevado de referencias bibliográficas se refieren a esterificaciones y

transesterificaciones catalizadas por lipasas suspendidas en medio orgánico y que

transcurrencon comportamientoregio y/o enantioselectivo192034353142.

En una reacción de esterificación catalizada por lipasas, los solventes lipofilicos (log P > 4),

habitualmente adecuados, no pueden acomodar el agua que se produce durante el transcurso

de la esteríficación, por lo que la misma se acumula en la superficie hidrofilica de la enzima,

formando una segunda capa acuosa que conduce finalmente a una interfase que separa a la

enzima del sustrato. El resultado es que la reacción se detiene antes de alcanzar la

conversión deseada35. Para evitar este inconveniente se ha eliminado el agua agregando a1



Capítulo 1 29

sistema de reacción tamices moleculares o sales inorgánicas que forman hidratos62. Ambas

técnicas poseen la desventaja de dificultar el aislamiento y posterior purificación de la

enzima a1final de la reacción35.

A diferencia de la esterificación, en una reacción de transesterificación, que no agrega agua

al sistema de reacción, el contenido de agua en el medio puede mantenerse a nivel constante.

Las reacciones de transesterificación pueden clasificarse en acidólisis, interesterificación y

alcohólisis63:

RIOOORz+ RQCDOR“ —-‘ RSCOORZ+ 11,0003,

R4=- H acidólisis
- alquilo interesten'ficación

RIOOOR2+ R30H —> ¡1.000123 + RZOH alcohólisis

ESQUEMA 1.1 - Reacciones de transesterificación

Las dos primeras se utilizan en modificación de triglicéridos para obtener grasas análogas de

manteca de cacao“. En biotransformaciones selectivas catalizadas por lipasas en solvente

orgánico, la más ampliamente utilizada es la alcohólisisó3.

Las transesterificaciones parecen ser más versátiles que las esterificaciones directas tanto en

términos de velocidades de reacción como de limitaciones termodinámicaszo. Con

fiecuencia, las transesterificaciones catalizadas por lipasas son más enantioselectivas que las

correspondientes hidrólisis en agua19; por otra parte, en numerosas ocasiones la hidrólisis

en agua y la transesterificación en solvente orgánico originan estereoisómeros

complementarios40265a66. Todos estos fictores contribuyeron a que, desde la primera

publicación de un estudio de transesterificación catalizada por lipasas en solvente orgánico,
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efectuado por Klibanov y col. en 198540, las transesterificaciones hayan desplazado a las

esterificaciones35.

Sin lugar a dudas, los numerosos trabajos descriptos hasta la fecha han contribuido en grado

importante a que la biocatálisis no acuosa en medio monofiisico orgánico adquiera cada vez

mayor importancia para la preparación de compuestos homoquirale520a34a35. Las

transesterificaciones catalizadas por lipasas también han demostrado ser una herramienta

valiosisima para reacciones regioselectivas de moléculas bi y polifuncionales, como lo

ilustran las transformaciones selectivas efectuadas con glicoles, aminoalcoholes, esteroides y

alcaloides hidroxilados, hidratos de carbono y en general, con moléculas de estructura muy

variada ( Tabla 1.5 ).

Como ya se ha mencionado, en soluciones acuosas y debido al gran exceso de agua, las

reacciones de hidrólisis son virtualmente completas, pero en medio orgánico, donde factores

cinéticos y efectos de concentración entran en juego, la situación es diferente. Las

transesterificaciones son procesos de equilibrio. Tanto el nucleófilo agregado como el

nucleófilo h'berado, RZOH, ( Esquema 1.1 ) pueden competir por la acil-enzima34. Por lo

tanto, la reversibilidad de la transesterificación no sólo tiene efectos sobre la velocidad y el

rendimiento de la reacción, sino que puede afectar la selectividadde la transformación”.

Ya que el mismo estereoisómero interviene en ambas direcciones de la u'ansesterificación, el

exceso enantiomérico del producto decrece a medida que progresa la reacción inversa, por

lo que el equilibrio termodinámico es una condición que debe evitarse en las resoluciones

cinéticas35,57’73.

Se ha observado que los fiictores estéricos en la molécula del alcohol influyen más que los

electrónicos sobre las transesterificaciones74. Los alcoholes sectmdarios estéticamente

impedidos y terciarios voluminosos no reaccionan. Para solucionar esta limitación, se ha

descripto con éxito la resolución de alcoholes secundarios a través de la transesterificación

de sus acetatos con alcoholes primarios como nucleófilos75.
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TABLA 1.5 - Ejemplos de transesterificaciones catalizadas por lipasas en medio

orgánico

Reacción Lipasa (Referencia)

(¿H-¡COÁQÉEGN\/\/\/\ ——> “¡NW
Hz OH 000C,H-, Aspergillus niger (67)

47 %

OH OCDQH-l

o (D o
OH OH (milla-J, OH OH Pancreátícaporcina (68)

0
OH OH

OH 04300207W OH I - ­
NHZ —> Pancreancaporcma(69)

ii

000m, 000m3

H’ 03270}! "°°°°°
mi) Candidagilindracea(70)/

(11,000 OH 80%

0420029":

FH’
00 G-I=G-{

efg/EH CH,2_’ Hgm/YO}! Pseudomonas5p. (72)
OCHzPh 003m
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Con la finalidad de desplazar el equilibrio hacia la acilación completa se han empleado

diversas esu'ategias. Una de ellas, de base más bien fisica, se basa en atrapar o eliminar el

coproducto R20H resultante de la transesterificación, para lo cual pueden agregarse tamices

moleculares76 o llevar a cabo la reacción a presión reducida77. Ambos procedimientos

presentan sendas desventajas: la dificultad de recuperar y purificar la enzima, y la

complicación de las condiciones experimentales.

En algunas situaciones especiales en que el coproducto es volátil, etanotio], por ejemplo78,

se han llevado a cabo transesterificaciones en sistemas abiertos, aplicación que se restringe a

sustratos que no sean fácilmente oxidables o sensibles a la atmósfera.

La otra estrategia apunta al agente acilante ( R1C00R2 , Esquema l.l ). Para desplazar el

equilibrio, el dador de acilo puede emplearse en un gran exceso”. Cuando este

procedimiento no es conveniente a causa de su costo, o debido a que aun dicho exceso no es

suficiente para alcanmr una actividad catalítica adecuada, puede resultar útil el empleo de

agentes acilantes especiales35 ( Tabla 1.6 ).

Todos estos dadores de acilo poseen en común la característica de que al reaccionar h‘beran

como coproducto de la uansesterificación una molécula de capacidad nucleofilica nula o

menor que el alcohol R3OH ( Esquema 1.1 ) para competir por la acil-enzima. Faber y Riva

han dividido a estos agentes acilantes en dos grupos: cuasirreversíblese irreversibles”.

Los agentes acilantes cuasirreversíbles son ésteres “activados”40 cuyo resto alcohólico

posee sustituyentes atractores de electrones de modo tal que el alcohol liberado, R20H,

( Esquema 1.1 ) posee bajo poder nucleofilico. Los más utilizados son los esteres de 2­

tríhaloetilo y los esteres de oximas35.

Cuando el agente acilante es un enoléster, el alcohol h'berado R20H es un eno], que

tautomeriza instantáneamente a aldehído o cetona, de modo tal que la transesterificación es

completamente irreversible”. Con enolésteres las reacciones suelen ser de diez a cien veces

más rápidas que con los demás esteres activadosso. Debido a razones estéricas, los ésteres

de vinilo dan mejores resultados que los de isopropenilo.
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TABLA 1.6 - Agentes acilantes especiales más utilizados en u'ansesterificaciones

catalizadas por lipasas

Agente Tipo Coproducto liberado

Í

R/ÏOCHZX x = 'CF3;m3 cuasiineversible HO-CHz-X

Í)
¡(k o_ N=< cuasiirreversible HO-N=<

CI) R

RÁO/fi R'='H;‘CH3 irreversible Á —> 0%

O
| I l

RX} R irreversible R/koH

Se han empleado también anhídridos como acilantes irreversibles, con selectividades y

velocidades similares a las de los enolésteressl.

No obstante, todos los agentes acilantes anteriormente descriptos poseen distintas

desventajas o inconvenientes35. Los ésteres de trifluoretilo no son económicamente

accesibles; con los de tricloroetilo, el tricloroetanol formado es dificil de eliminar. En el caso

de los ésteres vinilicos, se ha comprobado que el acetaldehído liberado durante la reacción

puede formar bases de Schifl con los residuos de lisina de la enzima. La reacción con

anhídridos genera como coproducto un ácido carboxílico, que varía el pH en el

microentomo de la enzima, con la posible disminución de la actividad enzimática. Además,

el uso de anhídridos es viable sólo cuando no ocurre aeilación química espontánea con el

sustrato, en ausencia de enzima35.
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l. Objetivos

Como se discutió en la Introducción, una característica sobresaliente de la selectividad de las

enzimases su capacidadpara entredos o másgruposfimcionalesigualeso de

comportamiento quimico similar presentes en una molécula, en diferentes entornos.

Esta regio o quimioselectividad evita etapas adicionales de protección y resulta muy valiosa

en transformaciones de interés sintético que suelen ser dificiles de lograr en un solo paso

mediante el empleo de reactivos tradicionales. En particular, las transesterificaciones

catalizadas por lipasas en medio orgánico son de suma utilidad para efectuar en un solo paso

reacciones de acilación altamente regio o quimioselectivas.

El tiol y el hidroxilo son dos grupos funcionales que poseen reactividad similar]. Gracias al

átomo de azufi'e, más voluminoso y menos electronegativo que el de oxígeno, los tioles son

más volátiles, más ácidos y mejores nucleófilos que los correspondientes alcoholes, así como

también se oxidan y generan radicales libres con mayor facilidad que los alcoholes. Pero más

allá de estas diferencias, alcoholes y tioles presentan numerosas analogías en sus

reaccionesz, como se manifiesta en la formación de éteres y tioéteres, y en particular, de

ésteres y de tioésteres3.

Es de esperar entonces que las reacciones de los hidroxialcanotioles, moléculas cuyas

estructuras poseen por lo menos un grupo hidroxilo y un grupo tio], transcurran con baja

selectividad fi'ente a reactivos tales como cloruros de acilo y anhidn'dos. En efecto, la

literatura registra algunas reacciones de esterificación de hidroxialcanotioles con dichos

agentes acilantes en las que ambos grupos fimcionales son acilados, dando lugar a mezclas

de productos4'6.

Al realizar una búsqueda bibliográfica más detallada, se advirtió que si bien no mucho

tiempo atrás se había descripto el comportamiento electroquimico de ciertos

hidroxialcanotioles7'9, la reactividad de estas moléculas había sido poco estudiada, con la
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excepción de las esterificaciones anteriormente mencionadas4'6, algunas reacciones de

eliminación”),ll y el empleo de 3-mercapto-l-propanol en reacciones de umpolung12a13.

De estos antecedentes bibliográficos surgió que los productos de acilación de numerosos

hidroxialcanotioles no habían sido descriptos hasta el presente, y que su preparación a través

de reactivos de esterificación convencionales puede ser poco satisfactoria.

Considerando estos hechos, el objetivo central del presente trabajo consistió en efectuar un

estudio sistemático de la acilación biocatalizada de diversos hidroxialcanotioles bi y

polifuncionales mediante reacciones de transesterificación catalizadas por lipasas en medio

orgánico:

, , . RICOZRZ
hidromalcanotnol —> producto

A través de este objetivo se intentó:

l- Investigar la capacidad de las lipasas para conferir selectividad a estas acilaciones.

Con esta finalidad se utilizaron lipasas de distinto origen: PPL (lipasa pancreática

porcina), LlÏP (lipasa de Mucor miehei), CCL (lipasa de Candida cyliná'acea) y CAL

(lipasade Candidaantarctica),en formanativa(PPLy CCL)o (LIPy

CAL), enzimas cuyas principales características se reseñaron en la Introducción.

2- Estudiar la influencia que posee la estructura de los sustratos sobre dichas acilaciones

biocatalizadas.

Para ello, se emplearon hidroxialcanotioles de dos tipos:

a) bifimcionales: se probó una serie homóloga de cadena lineal ((1,0)­

hidroxialcanotioles) :

HS-(CH2)m-OH m = 2, 3, 4, 8, 12
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y para m = 3 y 4 se ensayó la reactividad de algunos isómeros de posición.

Dentro de la serie homóloga, sólo el 2-mercaptoetanol (m = 2) es comercialmente

dispom'ble,por lo que los restantes a,a)-hidroxialcanotioles debieron ser preparados en

el laboratorio.

b) polifimcionales: se probaron las siguientes moléculas:

OH QH OH“OH SH SH
OH óH

dl - l-tioglicerol dl - ditiotreitol dl - ditioeritritol

3- Investigar la influencia de las condiciones experimentales de reacción sobre el transcurso

de estas n'ansesterificaciones.

Con esta finalidad, se variaron condiciones de reacción tales como relación

enzima/sustrato, relación agente acilante ( R1C00R2 ) / sustrato , temperatura, presencia

de cosolventc, tipo de agitación, etc, estudiando el efecto de estos parámetros sobre la

selectividad, el rendimiento y el tiempo óptimo de la reacción.

4- Obtener mediante dichas acilaciones biocatalizadas compuestos dificiles de preparar

selectivamentepor métodos químicos tradicionales.

Ya se comentó que en bibliografia no se regisn'an referencias sobre la existencia de

numerosos productos de acilación de hidroxialcanotioles, por lo que la eventual

selectividadde estas acilaciones constituiría un procedimiento útil para la preparación de

moléculas no descriptas hasta el presente. Además, debido a que tampoco hay muchos

datos espectroscópicos sobre este tipo de compuestos, su caracterización espectroscópica

puede ser de interés.

En los capítulos siguientes se detallan y discuten los resultados obtenidos.
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2. Reseña sobre las lipasas utilizadas en el presente trabaio

A lo largo del presente trabajo se descn'birá el estudio de reacciones de transesterificación

catalizadas por cuatro lipasas. Una proviene de un immífero: lipasa pancreática porcina

(PPL) y las otras tres, de origen microbiano: lipasa de Mucor miehei (LIP), Candida

cylindracea (CCL) y Candida antarctica (CAL).

La lipasa pancreática, carboxilesterasa presente en el jugo pancreático de los mamíferos,

promueve la conversión intraduodenal de los triglicéridos dietarios a B-monoglicéridos y

ácidos grasos libres. De todas las lipasas digestivas, la pancreática es probablemente la más

importante y ciertamente la más conocida. Su proporción, que no excede del l al 3% del

total de las proteínas del jugo pancreático en varias especies, está compensada por el alto

valor de actividad molecular de la enzima: una molécula de lipasa pancreática puede romper

hasta 4 lO5 uniones éster por minuto. Se trata de una enzima bastante inespecífica para las

posiciones de los triglicéridos, sus sustratos naturales, y que puede atacar numerosos tipos

de ésteres, inchryendomonoésteres“.

La lipasa pancreática porcina posee un peso molecular de aproximadamente 50.000. La

molécula se compone de una cadena única formada por cuatrocientos cuarenta y nueve

aminoácidos, entre los cuales hay sólo cuatro metioninas que originan cinco péptidos por

ruptm'a con bromuro de cianógeno. Por degradación de Edman de dichos péptidos, De Caro

et al. 15 determinaron en 1981 la secuencia completa de los aminoácidos de la lipasa, con lo

que la pancreática porcina se constituyó en la primera lipasa cuya estructura primaria fue

determinada.

Tanto la lipasa pancreática porcina como la humana son glicoproteínas. Por aislamiento y

purificación de la porcina se obtienen dos isolipasas LA y LB que contienen fucosa,

galactosa, manosa y N-acetilglucosamina unida a la proteína mediante una unión

glucosamina-asparaginal4.
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Según Sémériva y Desnuelle14, el mecanismo de acción de la lipasa pancreática porcina

involucra una secuencia de tres etapas: adsorción interfisial, activación interfiasial y la

propiamentedicha. La activación interfasial puede resultar de un cambio

conformacional de la lipasa como consecuencia de su adsorción en la interfase.

En la etapa cataliticahay participación de una triada compuesta por serina, un residuo que

contiene un carboxilo (ácido aspártico o glutámico) e histidina14. Posteriormente se ha

encontrado que es posible la participación de un residuo de lisina perteneciente a la región

cercana al sitio activoló.

La lipasa del hongo Mucor miehei es una proteina tipo aJB, ya que posee regiones con hoja

By regiones de a-hélices. Consta de una única cadena polipeptidica formada por doscientos

sesenta y nueve residuos. Su peso molecular es de 29.472 y los aminoácidos que componen

la triada catalitica son Ser 144, His 257 y Asp 203. Dicha triada no se halla completamente

expuesta al solvente, como lo muestra un trabajo basado en la estructura de rayos X de esta

lipasal 7.

LipozymeR es el nombre con que la empresa Novo Nordisk de Dinamarca comercializa una

lipasa específica para las posiciones l y 3 de los niacilglicéridos, derivada de una cepa

seleccionadadelhongo.La enzimase encuentra sobreuna resinaaniónicay

usualmente, puede aplicarse en un rango de temperaturas de 40 a 70° 13.

La lipasa de la levadma Candida cylindracea pertenece a la familia de las proteínas (aL/B.Es

una enzima posicionalmente no específica fi'ente a los triglicéridos, compuesta por

quinientos treinta y cuatro aminoácidos y con un peso molecular de aproximadamente

60.000. Su triada catalitica consta de Ser 209, His 449 y Glu 341. Las estructm'as cristalinas

revelan que la región del sitio activo muestra mayor carácter hidrofóbico que ninguna otra

superficie de la molécula expuesta al solvente, con lo que se crea un área amplia para la

interacción con la interfase y los sustratos19.
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De la levadura Candida antarcfica se han aislado dos diferentes lipasas, A y B. La A es más

termoestable, posee un peso molecular de 45.000 y un punto isoele'cu-icode 7,5. La B está

formada por trescientos diecisiete aminoácidos, tiene un peso molecular de 33273 y un

punto isoeléctrico de 6,0; es una proteína globular tipo (¡L/Bde dimensiones aproximadas

30A x 40A x SOÁ. Su secuencia de aminoácidos no muestra homología significativa con

respecto a secuencias de otras lipasas ( Figm'a 1.3 ). Esta lipasa B ha demostrado ser muy

estereoespecífica en síntesis orgánica. En los cristales ortorrómbicos de la enzima pudo

observarse la presencia de un canal estrecho y pl'Ofime que conduce al sitio activo; este

último posee la triada catalítica Ser 105, His 224 y Asp 187. La forma del canal

probablemente da cuenta de la estereoespecificidad de la enzimazo.

La lipasa B de Candida antarcfica comercial de Novo Nordisk (llamada SP 435) es

obtenida mediante tecnología de ADN recombinante. El código genético de la levadura se

transfiere de una cepa seleccionada de Candida antarctica al organismo huésped,

Aspergillus oryzae. La enzima resultante (SP 435), posicionalmente inespecífica para sus

sustratos naturales, es termoestable y particularmente apta para la síntesisde esterele .

En la Tabla 1.7 se resumen algunas características de las cuatro lipasas mencionadas.

TABLA 1.7 - Algunas características de las cuatro lipasas empleadas en este trabajo

Lipasa PM Tríada catalitica
aproximado

PPL 50.000 Ser —His - Asp o Glu

LIP 29.500 Ser 144 —His 257 - Asp 203

CCL 60.000 Ser 209 - His 449 - Glu 341

CAL 33.300 Ser 105 - His 224 -Asp 137
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l. Estudio de la reacción de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo cataliuda mr

ligasa pancreática porcina

La investigación del comportamiento de hidroxialcanotioles fi'ente a reacciones de acilación

catalizadas por lipasas comenzó con el estudio de la transesterificación de 2-mercaptoetanol

( l , Esquema 2.1 ) con acetato de etilo en presencia de lipasa pancreática porcina (PPL). Al

tratarse del primer sistema estudiado, se ensayaron diversas variaciones sobre las

condiciones experimentales de la reacción, con la finalidad de optimizada y determinar qué

influencia podían presentar dichas condiciones sobre el curso de la reacción.

En primer lugar, la reacción se llevó a cabo a 25°, empleando una relación acetato de

etilo/Z-mercaptoetanol (agente acilante/sustrato) igual a 15, una relación enzima/sustrato

igual a 1,3 y agitación magnética (para este sistema, condiciones estándar de reacción)l.

Los sobrenadantes provenientes de las cenu'ifiigaciones de la mezcla de reacción a

veinticuatro y cuarenta y ocho horas se analizaron por cromatografia en capa delgada,

observándose en ambos casos 2-mercaptoetanol y ona mancha de mayor Rf que también

revelaba con el reactivo de Ellman. Luego de purificar la mezcla de reacción a cuarenta y

ocho horas mediante cromatografia flash se aisló un líquido de olor desagradable con 76%

de rendimiento, cuyos espectros de masa y de resonancia magnética nuclear protónica y de

carbono-l3‘permitieron identificarlocomo acetato de 2-mercaptoetilo (2 ) :

CH3C02Et
HS'(CH2)2'OH —> PIS-(CH2)¡OCOCH3

PPL

1 2

ESQUEMA 2.1

Cuando la reacción se monitoreó por cromatografia gaseosa, los sobrenadantes provenientes

de la centrifugación de alícuotas colectadas a distintos tiempos dieron lugar a
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cromatogramas que presentaban siempre el mismo perfil. Se observaban la señal

correspondiente al 2-mercaptoetanol y otra de menor tiempo de retención, cuya intensidad

aumentaba a medida que transcurría la reacción, que fue asignada al acetato de 2­

mercaptoetilo. También se detectó la presencia de ácido acético, explicable por la actividad

hidrolitica de la enzima.

En la Figura 2.1 se observa el porcentaje de acetato de 2-mercaptoetilo obtenido en fimción

del tiempo.

En ausencia de enzima no se formó producto aun luego de ocho días de reacción.

A partir de esta primera reacción, se decidió estudiar la influencia de los siguientes

parámetros experimentales:

' temperatura;

- relación agente acilante/sustrato (A/S);

- presencia de cosolvente;

- relación enzima/sustrato (E/S);

- tipo de agitación;

- tratamientos efectuados sobre la lipasa previamente al

desarrollo de la reacción

Al efectuar la reacción a 45° pudo comprobarse que, si bien a tiempos cortos la

n'ansesterificación ocurrió más rápidamente que a 25°, a tiempos mayores el perfil de la

reacción resultó similar al obtenido a menor temperatura ( Figura 2.1 ), manteniéndose el

comportamiento quimioespecífico hacia la formación del derivado O-acetilado.

La relación agente acilante/sustrato demostró tener una influencia notable sobre el

rendimiento de la reacción, como puede apreciarse en laTabla 2.1. No obstante, el exceso

de acetato de etilo empleado no modificó el curso quimioespecifico de la reacción y en todos
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los casos el único producto formado fue el de mono-O-acetilación.

TABLA 2.1 - Efecto de la relación agente acilante/sustrato (A/S) sobre la reacción de

2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPLa (Esquema 2.1)

A/S t (h) % 2b

15 48 77,2

192 80,2

10 48 59,1

24o 78,5

7,5 24 18,8

48 39,2

168 73,2

5 48 37,1

168 66,0

3 48 36,7

260 35,9

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 25°, empleando una relación enzima/sustrato = 1,3
y mediante agitación magnética.

b- Determinados por cromatografía gaseosa.

En la transformación estudiada, el acetato de etilo cumple una doble función: es el agente

acilante del nucleófilo y el solvente de la reacción. La Tabla 2.2 detalla los resultados

observados al agregar distintos cosolventes al medio de reacción. La piridina y el

acetonitrilo, solventes polares, no resultaron favorables para la actividad enzimática. Sin

embargo, el hexano, un solvente poco polar, con log P > 4 (página 20 ), aunque no afectó la

reacción para una relación acilante/sustrato igual a 5, fue desfavorable cuando la misma se

aumentó a 15. Si bien estos hechos indicarían que la influencia del cosolvente aumenta

cuando se encuentra en mayor concentración, esto muestra que los solventes típicamente
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lipoñlicos, considerados con frecuencia adecuados como medio para transesterificaciones

catalizadas por lipasas ( página 20 ), no siempre pueden resultar aptos.

De todos modos, los resultados obtenidos con los solventes ensayados no presentan ventajas

con respecto a los resultados observados en ausencia de cosolvente.

TABLA 2.2 - Efecto del cosolvente sobre la reacción de 2-mercaptoetanol con acetato

de etilo catalizada por PPLa (Esquema 2.1)

A/S Cosolvente log P t (d) % 2b

15 ------- -- 0,68 2 77,2

hexano 3,50 2 44,4

7 61,6

5 0,68 2 37,1

7 66,0

hexano 3,50 2 35,3

7 67,9

diisopropiléter 0,85 2 51,4

7 66,9

2 73,0°

7 85,3c

piridina 0,70 2 53,8

acetonitrilo -0,33 2 27,1

7 49,0

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 25°, empleando una relación enzima/sustrato = 1,3
y agitación magnética.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
c- La reacción se efectuó a 40°.

Se comprobó también que la relación enzima/sustrato influye sobre el rendimiento del

producto de transesterificación, como lo muestran la Tabla 2.3 y la Figura 2.2.
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TABLA 2.3 - Efecto de la relación enzima/sustrato (E/S) sobre la reacción entre

2-mercaptoetanol y acetato de etilo catalizada por PPLa (Esquema 2.1)

% 2 para la relación E/S indicadab
t (h)

0,35 0,60 1,0 l,3 ¡,8

2 2,9 5,6 6,9 |0,| l7,3

4 6,] l 0,2 l 3,2

24 ¡9.4 44,l 54,8 77,7

48 43,5 59,3 69,2 77,2 83,6

¡68 67,] 74,7 76,3 79,6

¡92 --- --- 79,4 80,2 86,4
a- Condiciones de reacción: 25°, A/S = lS, agitación magnética.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.

FIGURA 2.2 - Influencia de la relación enzima/sustrato (E/S) sobre la
transesterificación de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL

(Esquema 2.1)
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Desde el punto de vista del rendimiento de la reacción, el empleo de agitación mecánica en

lugar de magnética no causó un efecto apreciable:

TABLA 2.4 - Efecto del tipo de agitación sobre la reacción entre 2-mercaptoetanol

con acetato de etilo catalizada por PPL (Esquema 2.1)

t (h) % 2a

Agitación magnéticab Agitación mecánicac

24 54,8 53,3

48 77,2 78,5

192 80,2 82,7

a- Determinados por cromatografia gaseosa.
b- Condiciones de reacción: 25°, A/S = 15, E/S = 1,3.
c- Condiciones de reacción: 26°, A/S = 15, E/S = 1,3, 180 rpm.

También se llevaron a cabo las reacciones utilizando enzima sometida a algún tratamiento

previo ( Tabla 2.5 ). Estos tratamientos no aportaron mejoras con respecto al uso directo de

enzima cruda y aun los que alteraron la humedad del biocatalizador no afectaron los

resultados obtenidos. De hecho, las transformaciones catalizadas por lipasas en medio

orgánico descriptas en bibliografia utilimn habitualmente la enzima cruda sin ningún

tratamiento previo.

El agregado de tamices moleculares 4Á al medio de reacción tampoco mejoró los

resultados: cuando la uansesterificación se ensayó bajo condiciones estándar y en presencia

de los tamices moleculares, se obtuvo un 69 % de producto sólo luego de siete dias de

reacción.
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TABLA 2.5 - Efecto de tratamientos previos realizados a la enzima sobre la reacción entre

2-mercaptoetanol y acetato de etilo catalizada por PPLa (Esquema 2.1)

% de humedad % de humedad

Tratamiento de la enzima de la enzima % 2°

antes del luego del

tratamientob tratamientob
sin tratamiento ---— 77,2

lavado con acetona 2,23 1,85 72,7

y luego secado al
vacíod

secado al vacíoe 1,50 78,3

liofilizado 4,66 77,6

sonicado --—-- 73,0

a- Condiciones de reacción: 25°, A/S = 15, E/S = 1,3, agitación magnética, t = 48 h.
b- Determinada mediante el método de Karl Fisher.
c- Determinados por cromatografia gaseosa.
d- Según referencia 2 ; ver además Parte Experimental.
e- La lipasa se secó a 4° sobre P205.

Resulta interesante destacar la buena estabilidad demostrada por la lipasa, que la califica

para ser reciclada. Luego de utilizarse durante cuarenta y un días en seis reacciones

consecutivas con sustrato y acetato de etilo fiescos, sólo se manifestó una pérdida del 18%

en el rendimiento del acetato de 2-mercaptoetilo formado ( Tabla 2.6 ).

La temperatura tampoco afectó adversamente la actividad de la enzima, ya que la lipasa

recuperada luego de ocho dias de reacción a 45° y utilizada para una nueva reacción a 25°

originó resultados totalmente concordantes con los obtenidos con enzima fresca.

Es posible apreciar, a la luz de las condiciones experimentales ensayadas, que la acetilación

de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL transcurre manteniendo 1m

comportamiento quimioespecífico hacia el O-acetato. La reacción se lleva a cabo bajo
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TABLA 2.6 - Resultados obtenidos de reacciones consecutivas entre

2-mercaptoetanol y acetato de etilo utilizando enzima reciclada a

Número de reacción % 2 b

consecutiva

l 79,5

2 69,2

3 68,4

4 73,1

5 76,1

6 62,0

a- Condiciones de reacción: 25°, A/S = 15, E/S = 1,3 ,
agitación magnética, t = 168 h.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

condiciones suaves y conduce al producto con rendimientos altos sin que la estabilidad de la

lipasas se vea afectada adversamente aun luego de períodos de reacción prolongados.

Según Bevinakatti y Banerjil, la transesterificación de etanoles B-sustituídos (HO-CH2­

CH2-X) con acetato de etilo catalizada por PPL es afectada por el impedimento estérico

causado por el grupo X. Trabajando bajo las condiciones experimentales anteriormente

descriptas, idénticas a las empleadas en nuestro laboratorio (25°, A/S = 15, E/S = 1,3, 48

horas de reacción), los autores citados obtuvieron los correspondientes productos de

transesterificación con 80-90% de rendimiento si X= -Cl, -OCH3 y -N(CH3)2 , mientras que

los rendimientos fueron inferiores al 40% para X = -Br, -OCH2CH2CH2€H3 y ­

N(CH2CH3)2 .

Los resultados obtenidos con 2-mercaptoetanol se parecen a los provenientes del primer

grupo de sustituyentes X. Sin embargo, al determinar las conformaciones moleculares de

varios etanoles B-sustitui’dos mediante minimizaciones de energía a través de cálculos
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computacionales utilizando métodos semiempíricos, pudo comprobarse que el efecto

estérico no permite interpretar adecuadamente los resultados obtenidos por Bevinakatti y

Banerji para cada serie de sustituyentes X. En la Figura 2.3 se puede observar que el efecto

de volumen producido por un grupo sulfliidrilo no difiere demasiado del que genera un

átomo de bromo y sin embargo, el 2-bromoetanol no dio lugar a rendimientos altos en la

transesterificaciones estudiadas.

g%%%ü
FIGURA 2.3 - Conformaciones de varios etanoles B-sustituídos obtenidas

mediante cálculos semiempíricos para la minimización de la

energía molecular. De izquierda a derecha: 2-mercaptoetanol ;

2-cloroetanol ; 2-metoxietanol ; 2-dimetilaminoetanol ; 2-bromoetanol

Utilizando el programa HYPERCHEM Release 3 se determinaron las densidades de carga

en el átomo de oxígeno para cada uno de los etanoles B-sustituídos de la Figura 2.3. Los

valores obtenidos fueron -O,313para X = -SH, -OCH3 y -N(CH3)3 y -0,309 para X = -Cl y

-Br. Como se puede observar, tampoco pudo encontrarse una correlación satisfactoria para

explicar los resultados de Bevinakatti y Banerji. Los dos alcoholes que poseen valores de

densidad de carga sobre el átomo de oxígeno que difieren del resto, el 2-bromoetanol y el 2­

cloroetanol, presentan distinto comportamiento en estas reacciones de acetilación.
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2. Reacciones de 2-mercaptoetanol con otros agentes acetilantes catalizadas por

lipasa pancreática porcina

Habiendo sido analizada la influencia de una serie de parámetros experimentales sobre la

reacción descripta por el Esquema 2.1, el estudio se dirigió luego a investigar el efecto de la

naturaleza del agente acilante.

Se llevó entonces a cabo la transesterificación utilizando acetatos de resto alcóholico distinto

al etilo:

AcOR
HS’(CH2)2‘OH ————> HS'(CH,)2'OAc + ACS'(CH2)2'OAC

l PPL 2 3

R=C(CH3)3;CH=CH¿;1|3=CH¿
CHE,

ESQUEMA 2.2

Los resultados pueden apreciarse en la Tabla 2.7.

Los bajos rendimientos debidos al empleo de acetato de terbutilo ( R = -C(CH3)3 , Esquema

2.2 ) sugieren que el impedimento estérico en la estructura del éster afecta adversamente el

proceso biocatalítico.

El acetato de vinilo (R = -CH=CH2 , Esquema 2.2 ) y el acetato de isopropenilo ( R =

-CH=CH(CH3) , Esquema 2.2 ) son dos ésteres activados que actúan como agentes

acilantes irreversibles ( página 33 ).

A 25°, con el primero de los enolésteres mencionados se encontró la desaparición completa

del 2-mercaptoetanol y la formación del acetato de 2-mercaptoetilo. Sin embargo, ya a

tiempos cortos de reacción, se advirtió que la lipasa se oscurecía progresivamente y que la

centrifiigación de alícuotas de reacción resultaba dificultosa. Estos hechos podrían reflejar
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TABLA 2.7 - Reacción de 2-mercaptoetanol con distintos acetatos en presencia

de PPLa ( Esquema 2.2 )

R t (h) % 2b % 3b

- C(CH3)3 48 14,2 -—­

168 38,8 -—

- CH=CH2 24 100,0 -—­

48 100,0 -—­

24c 79,5 4,6

43° 72,3 10,0

- CH=CH(CH3) 35 13,5 8,4
72 31,8

a- Condiciones de reacción: 25°, 180 rpm, A/S = 15, E/S = 1,3.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.
c- La reacción se llevó a cabo a 40°.

que el acetato de vinilo, con su mayor reactividad, afectaba a la enzima3, impidiendo su

reciclaje. Por otra parte, los cromatogramas gaseosos mostraban cantidades elevadas de

ácido acético (superiores al doble de las de acetato de 2-mercaptoetilo) y no es posible

descartar que niveles altos de ácido alteren la estabilidad de la lipasa3.

A 40° el comportamiento fue diferente: hubo una disminución muy marcada de la actividad

hidrolÍtica y si bien el producto principal fiie nuevamente el O-acetato, los cromatogramas

presentaban otra señal. El tiempo de retención de esta señal coincidió con cl de una muestra

de acetato de 2-tioacetoxíetilo, AcS-(CH2)2-0Ac (3 ), preparada en el laboratorio ( página

66 ). Estos resultados, que muestran pérdida de quimioespecificidad en la reacción

estudiada, también se encontraron con acetato de isopropenilo, aunque en este último caso

el grado de conversión de 2-mercaptoetanol fue muy pobre.



Capítulo H 61

Como en varias ocasiones la bibliografia registra el uso de anhídridos como agentes acilantes

irreversibles en reacciones biocatalizadas ( página 33 ), se probó también el empleo de

anhídrido acético.

Para que las conclusiones tengan validez cuando se ensaya el uso de un anhídrido en una

esterificación biocatalizada, debe verificarse primero si hay reacción espontánea en ausencia

de enzima. La reacción entre 2-mercaptoetanol y un equivalente de anhídrido acético había

sido descripta por Miles y Owen4 en 1952. Mediante esta reacción, los autores informaron

la obtención del O-acetato con 71% de rendimiento.

Por lo tanto, en primer lugar se trató 2-mercaptoetanol con un equivalente de anhídrido

acético a 25° y luego, la reacción se repitió en presencia de PPL. Ambas reacciones se

comparan en la Tabla 2.8.

TABLA 2.8 - Reacción de 2-mercaptoetanol con anhídrido acético (Esquema 2.3)

A020
HSTCHQZ'OH —> HS'(CH»2‘OAc + AcSTCHQZ'OAc

1 2 3

ESQUEMA 2.3

% 2a % 3a % la

t gh! sinPPL con PPLb PPL con PPL sin PPL con PPL
2 43,3 30,1 2,1 5,6 54,6 64,3

24 80,8 42,8 6,4 27,9 12,8 29,3

48 78,5 43,9 6,2 23,4 15,3 32,7

a - Determinados por cromatografía gaseosa.
b - La reacción se llevó a cabo con agitación magnética y empleando E/S = 1,3.
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En ausencia de lipasa, la reacción no fue quimioespecífica sino quimioselectiva: a todos los

tiempos de reacción se detectó la presencia del producto de diacetilación, cuya existencia no

fue informada por Miles y Owen.

Es notable que esta quimioselectividad haya sido pobre cuando la reacción se llevó a cabo

con PPL. A lo largo de esta reacción, las alícuotas se centrifiigaron con dificultad. Además,

el hecho de que aun a siete días de reacción lnya quedado una cantidad apreciable de 2­

mercaptoetanol sin reaccionar, indican'a que parte del anhídrido reaccionó con la lipasa. Se

sabe que la acetilación de PPL con anhídrido acético afecta los grupos aminos de la enzima5

y consiguientemente, su actividadó.

Después de agitar una mezcla de PPL y anhídrido acético a 25° durante siete días, la lipasa

se filtró, se lavó y se usó para catalizar la transesterificación entre 2-mercaptoetanol y

acetato de etilo en condiciones estándar. Aun luego de siete días se recuperó la mezcla

inicial de reacción, notándose que la cenn'ifiigación de las alícuotas a diversos tiempos se

tomaba dificultosa. Estos hechos sugieren que el anhídrido provoca una fiierte inactivación

de la lipasa; si se toma también en cuenta la baja selectividad con que n'anscurre la reacción,

el uso del anhídrido acético para esta acetilación no resulta ser conveniente.

3. Extensión del estudio de la reacción biocatalimda de 2-mercaptoetanol con acetato

de etilo empleando LipogmeR, lipasa de Candidaglindracea y ligasa de Candida

antarctica

Se extendió el estudio de la reacción mencionada a la catálisis con LIP ( Tabla 2.9 ), CCL

( Tabla 2.10 ) y CAL ( Tabla 2.11 ). En todos los casos se obtuvo quimioespecíficamente el

derivado O-acetilado:
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CH3C02Et
HS-(CHQz-OH —> HS-(CHQz-OCOCH3

LIP, CCL, CAL 2

ESQUEMA 2.4

En estos resultados, se destaca notablemente la eficiencia demostrada por CAL, que cataliza

la conversión cuantitativa de 2-mercaptoetanol en su O-acetato y en un tiempo de reacción

muy corto. El agregado al sistema de reacción de los cosolventes ensayados resultó

desfavorable.

De las cuatro lipasas descriptas, CCL presentó el menor poder catalítico bajo las condiciones

probadas. Para esta lipasa, la temperatura, el secado de la enzima y la agitación magnética

no aportaron beneficios.

Por otra parte, con LIP se observó la mayor actividad hidrolítica de las cuatro enzimas

ensayadas.

TABLA 2.9 - Reacción de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo en presencia

de LIPa ( Esquema 2.4 )

T (°) Agitación t (h) % 2 b

25 180 rpm 48 74,8

55 magnética 48 74,5

50 200 rpm 2 40,2

48 73,1

a- Las reacciones se llevaron a cabo con una A/S = 15, una
E/S = 1,3 y empleando lipasa sin tratamiento previo.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
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TABLA 2.10 - Reacción de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo

catalizada por CCLa ( Esquema 2.4 )

T (°) E/S Agitación t (h) % 2 b

25 1,3c magnética 48 16,1

144 39,6

45 1,3c magnética 48 12,6

120 11,8

25 1,3d magnética 48 23,3

24o 50,6

25 0,65d magnética 48 3,2

24o 40,0

25 2,6d magnética 48 11,8

120 30,5

25 3,9d magnética 48 33,3

168 62,3

26 1,3d 180 rpm 48 20,3

192 65,3

31 5,7d 180 rpm 42 67,7

192 80,6

a- Las reacciones se llevaron a cabo empleando una A/S = 15.
b- Determinados por cromatografía gaseosa.
c- La enzima se secó sobre P205 a 4° previamente a la reacción.
d- Se utilizó enzima sin tratamiento previo.



Capítulo II 65

TABLA 2.11 - Reacción de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo en presencia

de CALa ( Esquema 2.4 )

Solvente log P A/S E/S t (h) % 2 b

——-- 15 1,3 1 100,0

m 15 3,8 1 100,0

6 100,0

n... 5 1,3 2 67,4

hexano 3,50 5 3,9 2,5 61,5

diisopropiléter 0,85 5 3,9 6 42,4

acetonitrilo -o,33 5 3,9 1 49,2

dioxano - 1,10 5 3,9 l 47,6

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 33° utilizando enzima sin tratamiento previo.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.

Dos enzimas que también fueron ensayadas, la lipasa de Pseudomonas species y la de

Chromobacterium viscosum no dieron resultados satisfactorios. Con la primera, operando

en condiciones que fueron óptimas para las otras lipasas, sólo se detectó 0,1% del derivado

O-acetilado tras siete dias de reacción. En el caso de la segunda, luego de cinco días de

reacción se formó el quimioisómero habitual, pero en un 8,4%.

4. Alcohólisisde acetato de 2-tíoacetoxietilo en presencia de n-butanol 1 n-octanol

catalinda mr lipasas

Como complemento de la acetilación biocatalizada de 2-mercaptoetanol anteriormente

descripta, se estudió el comportamiento de acetato de 2-tioacetoxietilo, AcS-(CH2)2-0Ac
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(3 ), en reacciones de alcohólisis biocatalizadas, para lo cual primeramente se procedió a la

preparación de dicho diéster.

En 1946 se publicó la obtención de 3 mediante reacción de 2-mercaptoetanol con cloruro de

acetilo en benceno durante una hora a reflujo7. Sin referir el número de equivalentes de

cloruro de ácido empleados, el autor informó la preparación del producto deseado con un

rendimiento casi igual al teórico.

Cuando en nuestro laboratorio se reprodujo la técnica anterior, utilizando 2,5 equivalentes

de clorurode acetilo,el por cromatografiagaseosade la mezclade reacciónluego

de una hora de reflujo indicó la presencia de 3,3% de hidroxialcanotiol sin reaccionar, 65,5%

del diéster buscado y 31,2% de acetato de 2-mercaptoetilo.

Se repitió la reacción aumentando el tiempo de reflujo a cinco horas. En este caso, el

cromatograma gaseoso presentó 98,0% de diéster y 2,0% del O-acetato.

En ambos casos ensayados, las mezclas finales de reacción presentaban una coloración

rosada intensa. La purificación por cromatografia en columna de sílicagel condujo a la

obtención de acetato de 2-tioacetoxietilo ( 3 ) con un 82% de rendimiento como un líquido

incoloro que fire caracterizado espectroscópicamente.

Se probó además la acetilación empleando 2,5 equivalentes de anhídrido acético en piridina

durante diecinueve horas a temperatura ambiente. Luego de eliminar el exceso de agente

acilante, se obtuvo el producto buscado con un 92% de rendimiento, puro por cromatografia

gaseosa.

Al investigar las reacciones de transesterificación de acetato de 2-tioacetorcietilo con n­

butanol y con n-octanol catalizadas por lipasas:
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ROH
AcS'(CH7_)2'OAc ———> HS'(CH2)2'OAc + HS-(CH2)2-OH

3 Lipasa 2 1

R: ÏC4I'19 , 'IÏC8H17

ESQUEMA 2.5

se obtuvieron resultados que mostraron una fiierte dependencia con el tipo de lipasa

empleada. En ausencia de lipasa no ocurrió reacción.

Al probar la alcohólisis en presencia de LIP y de CCL se recuperó, en ambos casos y con

ambos alcoholes, la mezcla de partida aun después de tres días de reacción.

Para el caso de PPL, la alcohólisis se probó con n-octanol. Cuando la reacción alcanzó el

máximo de conversión (a las cuarenta y ocho horas), se encontró diéster sin reaccionar y

acetato de 2-mercaptoetilo ( 2 ), en un 50,4% de la mezcla en el caso de utilizar un

equivalente del alcohol y en un 66,2% empleando dos equivalentes.

Los sistemas de reacción catalizados por CAL fiieron muy reactivos y dieron lugar a

comportamientos de interés, como puede observarse en la Tabla 2.12 y en las Figuras 2.4 y

2.5.

De los resultados obtenidos pueden extraerse varias conchisiones. Con un equivalente de

alcohol ( Tabla 2.12 ) se observó la conversión del diéster al O-acetato para ambos

alcoholes, sin producción de 2-mercaptoetanol. Si bien con el n-octanol la reacción

transcurrió cuantitativamente y con mayor rapidez, cualitativamente el comportamiento fue

el mismo en ambos casos.

Empleando dos equivalentes de nucleófilo, cada alcohol se comportó de manera diferente.

Para el caso del n-octanol ( Figura 2.4 ) se aprecia que en primer lugar se produce el O­

acetato ( 2 ) a expensas del diéster, que desaparece muy rápidamente. Una vez consumido el

diéster, comienza a reaccionar el O-acetato ( 2 ) hasta dar lugar a una mezcla que contiene
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TABLA 2.12 - Alcohólisis de acetato de 2-tioacetoxietilo (3) con un equivalente

de alcohol en presencia de CALa ( Esquema 2.5 )

Alcohol t (h) % l b

n-butanol 0,4 77,9

1,1 97,7

48,0 97,8

n-octanol 0,4 85,4

1,0 100,0

41,0 100,0

a- Las reacciones se llevaron a cabo en n-hexano, a 30°,
a 200 rpm y empleando una relación diéster/alcohol = 1,6.

b- Determinados por cromatografía gaseosa

cantidades aproximadamente iguales del mismo y de 2-mercaptoetanol.

Con n-butanol ( Figura 2.5 ) se observa, ya desde tiempos de reacción muy cortos y hasta en

presencia de cantidades apreciables del diéster, al 2-mercaptoetanol además de su derivado

O-acetilado (2 ). No obstante, a tiempos de reacción elevados se obtiene una mezcla de O­

acetato y 2-mercaptoetanol de composición bastante similar a la de la mezcla final de

reacción con n-octanol.

Las reacciones con dos equivalentes de ambos alcoholes presentan otra coincidencia

notable: la curva de 2-mercaptoetanol en función del tiempo pasa por un máximo y luego

decrece hasta hacerse aproximadamente constante. Estos datos sugieren que a partir de un

cierto tiempo comienm a producirse la reacción inversa de la desacetilación del O-acetato:

AcO-(CH2)7CH3
HS-(CH,)2-OH —> HS-(CHQz-OAc

CAL
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por lo que en las reacciones estudiadas con exceso de ambos alcoholes, en principio ocurre

desacetilación y luego, acetilación, hasta llegar a un equilibrio.

Durante todas las reacciones de alcohólisis de 2-mercaptoetanol y de acetato de 2­

tioacetoxietilo descriptas, nunca fue detectada la presencia de acetato de 2-hidroxitioetilo,

H3COS-(CH2)2-OH. Aunque en 1941 se describió su preparación a partir de óxido de

etileno y ácido tiolacéticos, este compuesto es inestable y se reordena a su quimioisómero,

el acetato de 2-mercaptoetilo ( 2 ), tanto en medio básico9a10 y ácido9, como en medio

neutro mediante calentamientos.

Al realizar espectros de resonancia magnética nuclear protónica de filtrados de la mezcla de

reacción de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL ( página 49 ),

obtenidos a distintos tiempos, y tiempos muy cortos, nunca se encontraron señales

correspondientes a acetato de 2-hidr0iu'tioetilo.Estos resultados implican que aun utilizando

un método suave y directo de análisis de la mezcla (que evita procedimientos separativos,

cuyas condiciones podrían llegar a favorecer la isomerización, tales como cromatografia en

columna, cromatografia gaseosa) no se detectó la existencia del derivado S-acetilado. Si

durante el transcurso de las transformaciones biocatalizadas estudiadas dicho compuesto se

formara, su isomerimción debería ser tan rápida como para que no fuera posible detectar su

existenciaconlascondicionesde empleadas.

Más recientemente, se informó la preparación de productos de S-acilación de 2­

mercaptoetanol a través de la reacción de dicho hidroxialcanotiol con ácidos grasos

(palmítico, esteárico) y diciclohexilcarbodiimidal 1. Cuando en nuestro caso se intentó

reproducir la técnica descripta, pero empleando ácido acético, se obtuvo un líquido cuyo

espectro de resonancia magnética protónica no presentó ninguna señal correspondiente al S­

acetato. En efecto, el cromatograma gaseoso de dicho liquido mostró una mezcla de O­

acetato y de diéster.

Para las reacciones de alcohólisis de acetato de 2-tioacetoxietilo con n-octanol catalizadas

por CAL, cabe preguntarse qué desacetilación cataliza la lipasa en primer lugar: si la del
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tioacetilo, la del O-acetilo, o una combinación de ambas posibilidades.

Para intentar obtener alguna información sobre cuál de las tres posibilidadesexpuestas es

la que tiene lugar, se decidió llevar a cabo la siguiente secuencia:

13
CH COOEt 13 A O

HS'(CH2)2'OH 3—> HS'(CH¿)2'OCOCH3 L»
CAL Py

4

13 n'C8H160H , lequiv.
CH3COS'(CH2)2'0COCH3 —>

5 n'hexano
CAL

ESQUEMA 2.6

Según el Esquema 2.6, primero se hizo reaccionar 2-mercaptoetanol con acetato de etilo-l­

13Cmediante de CAL,bajo las condicionesexpuestasen la Tabla2.11 (en ausencia

de cosolvente). El O-acetato 4 producido se acetiló con anhídrido acético en piridina para

obtener el diéster 5.

Si en la transesterificación de 5 con un equivalente de n-octanol catalizada por CAL la

desacetiJación que ocurre es la del S-acetato, finalizada la reacción, el compuesto

enriquecido con 13c será 4. Por su parte, si la lipasa cataliza la desacetilación del o­

acetato,el S-acetatoasí formadose al O-acetatosiempreobservado,siendo

ahora 6 el compuesto em‘iquecidoen l3C:
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HS-(Csz-OBCOCH3+ cus(cr+12),ococn3
A 4

¡3 n'hexam
CH3COS-(CHz)z-OCOCH3 + CH3(CH2)7-OH —>

CAL B
5

13

CH3COS-(CH2)z-OH + CH3(CH2)7-O COCH3

L 6

HS-(CH2)z-OCOCH3

2

ESQUEMA 2.7

Experimentalmente, al efectuar la transesterificación biocatalizada del compuesto 5, a los

diez minutos de reacción se obtuvo un cromatograma gaseoso que presentó 24,3% de

diéster sin reaccionar y una mezcla de O-acetato y de acetato de n-octilo. Estudiando esta

mezcla por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometría de masa, pudo observarse que

en el espectro de masa del O-acetato el pico base correspondía al ion con m/z = 44, y que la

relación de intensidad de dicho ion con respecto a la del ion con m/z = 43 era igual a 4,2.

Considerando que el espectro de masa de 2 presenta el pico base a m/z = 43, y que la

relación de intensidad anteriormente nombrada es igual a 0,09, podría postularse que el

proceso de desacetilación investigado procede principalmente a través del camino dado por

A en el Esquema 2.7, siendo 4 el mono-O-acetato detectado.

De este modo, el curso de la desacetilación biocatalizada coincide con el que se esperaría

desde el punto de vista químico, teniendo en cuenta que un grupo tioéster es más inestable

que un grupo éster y por lo tanto, más lábil12a13.
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1. Acilaciónde 2-mercaptoetanol mediante transesterificaciones catalizadas por

lipasas

En el capítulo anterior se describió la acetilación biocatalizada de 2-mercaptoetano],

observándose que la misma transcurría sistemáticamente con un comportamiento

quimioespecífico. Resulta importante entonces poder extender la reacción de acilación por

medio de estas transesterificaciones, más aún considerando que las referencias existentes en

literatura sobre la preparación de productos acilados de 2-mercaptoetanol son muy escasas.

Con esta finalidad, se estudió la transesterificación de dicho hidroxialcanotiol con ima serie

homóloga de ésteres etílicos:

CH3-(CH2)n-C02Et
7 b-g

HS'(CH2)2'OH —> HS-(CH7)2'OCO>(CHZ)D'CH3
lipasa

b n=l;c:n=2; 8 n=l ll ¡1:6
d n=4; e 11:6; 9 n=2 12 n=8
f n=8; g ¡1:10 10 n=4 13 n=10

ESQUEMAS“

Todas las reacciones descriptas en el Esquema 3.1 ocurrieron en forma quimioespecífica, ya

que en cada caso el único producto encontrado fue el compuesto de O-acilación. Este

comportamiento se observó en presencia de las tres enzimas ensayadas: PPL, LIP y CCL,

bajo todas las condiciones experimentales probadas y hasta a tiempos cortos de reacción.

Los resultados obtenidos se detallan en las Tablas 3.1 a 3.3, donde los tiempos de reacción

informados corresponden al mayor grado de conversión observado.
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TABLA 3.1 - Acilaciónde 2-mercaptoetanol catalizada por PPL (Esquema 3.1 )

Agente
acilante t (d) Producto % Producth Observacionesb

7b 7 8 86,5

7c 7 9 88,1

7d 7 10 89,9

7 87,3 A/S = 5

7e 18 ll 40,1 A/S = 1,5 , diisopropiléter

7 84,4 A/S = 3

7 86,0

7f 15 12 72,1

7g 22 13 57,4

7 88,7 Se agregaron al sistema de
rmcción tamices moleculares 4A

a- Determinados por cromatografía gaseosa.
b- Las reacciones se efectuaron a 25°, tanto mediante agitación magnética como

mecánica (200 rpm), con lipasapreviamente secada sobre P205 en vacío a 4°.
Se emplearon relaciones E/S = 1,3 y A/S = 15 salvo cuando se indica lo contrario.

TABLA 3.2 - Acilaciónde 2-mercaptoetanol catalizada por LIPa ( Esquema 3.1.)

Agente
acilante t (h) T (°) Producto % Productob

7b 120 32 3 74,2
7c 48 31 9 34,4

5 31 95,9c
7d 2 32 10 91,9
7e 24 32 11 95,5c

196 31 72,4
7r 24 32 12 89,6

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm, empleando
relaciones E/S = 1,3 y A/S = 5 salvo indicado lo contrario.

b- Determinados por cromatografia gaseosa. c- A/S = 15
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TABLA 3.3 - Acilación de 2-mercaptoetanol catalizada por CCLa ( Esquema 3.1 )

Agente
acilante t(d) T (°) Producto % Productob

7b l 32 8 86,3

7c 2 32 9 95,7c

2 31 82,0

7d 2 32 10 80,9

7e 8 31 ll 64,2

7f l 32 12 87,8

a- Las reacciones se efectuaron a 150 rpm empleando
relaciones E/S = 3,9 y A/S = 5 salvo indicado lo contrario.

b- Determinados por cromatografia gaseosa. c—A/_S= 15

Con dodecanoato de etilo ( 7g , Esquema 3.1 ) sólo se verificó reacción con PPL, mientras

que con tetradodecanoato de etilo ( 7h, n = 12 ) no hubo reacción con ninguna de las

lipasas, si bien con ambos ésteres las reacciones también se probaron a 60° durante diez días

y empleando una relación A/S igual a 15. Estos hechos estarían indicando que para el grupo

acilo existe una longitud máxima de cadena a partir de la cual las lipasas dejan de catalizar la

reacción.

De los datos presentados en las tablas precedentes surge que no existe una diferencia muy

pronunciada entre las tres lipasas ensayadas en cuanto al rendimiento en producto que

permiten alcanzar. No obstante, puede advertirse que para la mayoría de los ésteres etílicos

probados, LIP fire el catalizador más eficiente ( Figura 3.1 ).

Un aspecto en el que se observa un comportamiento diferente según la lipasa utilizada es en

la velocidad de transesterificación. En este sentido, LIP y CCL se comportaron más
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eficientemente que PPL; en la Figura 3.2 la reacción con butirato de etilo ilustra cómo los

tiempos de reacción son mucho menores en presencia de LIP y CCL que de PPL.

También es notable cómo al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada del agente

acilante CCL aumenta su poder catalÍtico y opera en menor tiempo de reacción (Figura 3.3),

aun utilizando una relación E/S menor que la óptima para la transesterificación con acetato

de etilo ( Tabla 2.1, Capítulo II ).

Comoen la obtenciónde acetatode 2-mercaptoetilomediante con LIP se encontró

que la reacción se encontraba favorecida a 55°, se decidió estudiar el efecto de la

temperatura sobre las reacciones catalizadas por dicha lipasa, descriptas en el Esquema 3.1.

TABLA 3.4 - Efecto de la temperatura sobre la acilación de 2-mercaptoetanol

catalizadapor Ll'Pa ( Esquema 3.1)

Agente Producto % Producto b
acilante 32° 50°

7b 8 71,9 80,1

7c 9 81,5 81,7

7d 10 91,0 81,6

7e ll 95,5 70,5

7f 12 89,6 71,4

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm durante
24 horas, empleando relaciones E/S = 1,3 y A/S = 5.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

Puede concluirse que un aumento de temperatura no es favorable para estos sistemas de

reacción, y en el caso de los ésteres de mayor longitud de cadena se verifica una disminución

del rendimiento de la transesterificación.



FIGURA3.3-EfectodelalongituddelacilosobreelcomportamientodeCCL(Esquema3.1)

90­

%

oJF»-;nuL
020406080100120140160180200

t(h)

Capítqu III 81



32 Capítqu III

Con las tres lipasas, la relación A/S mostró tener efecto sobre los rendimientos, pero no

alteró la quimioespecificidad de las reacciones. De todos modos, una relación A/S igual a 5

permitió llevar a cabo las reacciones con rendimientos muy satisfactorios, en contraste con

los resultados obtenidos con acetato de etilo en presencia de PPL y de CAL, donde

disminuir dicha relación de 15 a 5 afectaba negativamente los rendimientos (Capítulo II ).

Para estudiar el efecto de la naturaleza del solvente sobre la actividad enzimática, se eligió la

transesterificación con hexanoato de etilo en presencia de PPL y se probaron solventes de

diferentes propiedades fisicoquímicas.

TABLA 3.5 - Efecto del solvente sobre la reacción de 2-mercaptoetanol con

hexanoato de etilo ( 7d ) catalimda por PPLa ( Esquema 3.1 )

Solvente log P e % 10 b
2 días 7 días

------- -- -—-- ---- 74,0 87,2

n-hexano 3,50 1,89 30,1 88,3

diisopropiléter 1,90 3,88 44,7 67,6

acetona -0,23 20,70 61,2 65,3

a- Las reacciones se efectuaron a 27° mediante agitación magnética, con
lipasa previamente secada y empleando relaciones E/S = 1,3 y A/S = 5.

b- Determinados por cromatografía gaseosa.

Se aprecia que luego de siete días de reacción, la actividad de la lipasa en ausencia de

solvente es mayor o similar que en los sistemas que contienen los solventes estudiados. Este

comportamiento se acentúa a los dos días de reacción, tiempo al que las diferencias entre los

sistemas con solvente y sin solvente son muy marcadas, siendo claramente desfavorable la

presencia de solvente en el medio de reacción. Según estos resultados, para el sistema
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compuesto por 2-mercaptoetanol, hexanoato de etilo y PPL el agregado de 1m solvente

influye más sobre la velocidad de la reacción que sobre el rendimiento final.

Es importante destacar que la correlación entre la actividad enzimática y las propiedades de

los solventes que puede establecerse a partir de los resultados a dos días de reacción es

exactamente opuesta a la encontrada en numerosas referencias bibliográficas donde se

describe a los solventes hidrofóbicos como particularmente adecuados para estas reacciones

(páám20)

De los tres solventes probados, los mejores resultados fueron obtenidos con acetona, el de

mayor polaridad y constante dieléctrica, mientras que el hexano, el más hidrofóbico, originó

una actividad enzimática pobre. Tampoco el hexano había resultado adecuado en la

transesterificación de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo ( Tabla 2.2 ). Parecería entonces

que el efecto del solvente sobre la actividad enzimática depende fuertemente del sistema en

el que participa (sustrato, agente acilante, lipasa) y tratar de predecir su influencia en función

exclusiva de sus propiedades fisicoquímicas no siempre está de acuerdo con los hechos

experimentalesl .

Con todos los ésteres ensayados, las tres enzimas generaron los correspondientes ácidos

carboxílicos. Aun en los casos en los que no hubo transesterificación (7g, 7h, Esquema 3.1),

se formaron cantidades importantes de ácido dodecanoico y ácido tetradodecanoico,

respectivamente. La mayor actividad hidrolítica file observada para LIP y la menor, para

CCL. Con PPL se observó una mayor actividad hidrolítica a mayor longitud de cadena del

éster etílico.

Se intentó también emplear PPL para la transesterificación de 2-mercaptoetanol con algunos

ésteres que formalmente pueden considerarse como derivados del acetato de etilo, como ser,

bromoacetato de etilo, acetoacetato de etilo y fenilacetato de etilo. Utilizando una relación

A/S igual a 10 y tras diez días de reacción, se recuperó en los tres casos la mezcla inicial del
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sustrato y el éster. PPL y LIP tampoco catalizaron la reacción de 2-mercaptoetanol con

benzoato de etilo, tanto con una relación A/S igual a 5 como igual a 15.

Salvo para el acetoacetato de etilo, con los restantes ésteres se advirtió que la lipasa adquiría

progresivamente una coloración amarillenta. Esta observación y el hecho de que con este

grupo de ésteres las lipasas tampoco dieron lugar a actividad hidrolítica sugieren que estos

hipotéticos agentes acilantes promueven la inactivación de las enzimas.

Como acaba de relatarse, las transesterificaciones biocatalizadas estudiadas en nuestro

laboratorio y descriptas por el Esquema 3.1 permiten obtener quimioespecíficamente los

correspondientes productos de O-acilacíón de 2-mercaptoetanol, moléculas que

estructuralmente son ésteres de 2-mercaptoetilo, HS-(CH2)2-OCOR ( 8-13 ).

La preparación de los ésteres de 2-mercaptoetilo figura en la literatm'a en muy pocas

ocasiones. En el primer nabajo sobre este objetivo2 se informa la obtención de los

compuestos 8-13 mediante la esterificación de los correspondientes ácidos carboxflicos con

2-mercaptoetanol y ácido p-toluensulfónico como catalizador, en condiciones de destilación

azeotrópica del agua formada. Utilizando este método se preparó dodecanoato de 2­

mercaptoetilo ( 13 ) con un rendimiento del 72 %. Posteriormente se publicó un estudio de

estas esterificaciones en el que se investigó con mayor detalle el uso de distintos

catalimdores3. En este caso, los autores encontaron que el empleo de ácido p­

toluensulfónico conduce a una pérdida del hidroxialcanotiol de hasta un 40%, debido a la

formación del polímero -(CH2-S)n- que aparece junto con los productos deseados. La

utilización de numerosas sales de metales de transición fivorece la polimerización o no

cataliza la esterificación; solamente el n'icloruro de fósforo recién destilado y añadido

paulatinamente a la mezcla de reacción permite obtener, con valor preparaüvo, pentanoato

de 2-mercaptoetilo y dodecanoato de 2-mercaptoetilo, ambos libres de subproductos.
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La preparación de propionato de 2-mercaptoetilo ( 8 ) se informó algunos años después, por

medio de la esterificación de ácido propiónico con 2-mercaptoetanol4, pero estos autores

utilimn ácidop-toluensulfónico como catalizador y omiten el rendimiento obtenido.

Frente a estos métodos, la transesterificación de 2-mercaptoetanol con ésteres etflicos

catalizada por lipasas constituye un procedimiento simple para la obtención quimioespecífica

de ésteres de 2-mercaptoetilo con rendimientos muy satisfactorios. La reacción transcurre a

temperatura ambiente, sin necesidad de recurrir a agentes acilantes activados ni solvente

adicional. Las propiedades espectroscópicas de estos compuestos, que en su mayoría no

habían sido descriptas lnsta el presente, se detallan en el Capítulo VIII.

Los ésteres de 2-mercaptoetilo han encontrado dos aplicaciones principales. Se han

empleado como agentes de transferencia de cadena en la polimerización radicalaria de

monómeros vim'licos, donde regulan eficazmente el peso molecular del polímero en

cantidades inferiores al 1% 395,6. Por otra parte, los productos de condensación de

compuestos organoestármicos con ésteres de 2-mercaptoetilo presentan excelentes

propiedades para conferir estabilidad térmica a polímeros vinílicos, en particular, al cloruro

de poliviniloz’793.

2. Acilación de otros a,co-hidroxialcanotioles catalizada por lipasas

Las transesterificaciones biocatalizadas anteriormente descriptas tenian como centro a 2­

mercaptoetanol. El estudio de estas reacciones continuó luego con otros sustratos

pertenecientes a la misma familia de moléculas:
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CH3(CH2)n'C02Et
7a-e

HS'(CH2)m'OH ——> HS'(CH2)m'OCO(CH2)nCH3
l'pasa

14 m=3 a: n=0 18 m=3,n=0 22 m=4,n=0 28 m=12,n=0
15 m=4 c. n=2 19 m=3,n=2 23 m=4,n=4 29 m=12,n=2
16 m=8 d: n=4 20 m=3,n=4 24 m=4,n=6
17 m=12 e: n=6 21 m=3,n=6

25 m=8,n=0
26 m=8,n=4
27 m=8,n=6

ESQUEMA3.2

Todas las acilaciones que figuran en el Esquema 3.2 ocurrieron con la misma

quimioespecificidad hasta ahora encontrada, dando origen a los respectivos ésteres de a)­

mercaptoalquilo ( 18-29 ) con muy buenos rendimientos. Los resultados obtenidos se

detallan en las Tablas 3.6 a 3.9, en las que se informan los tiempos a los que observaron los

mejores rendimientos.

El lZ-mercapto-l-dodecanol resultó ser insoluble en butirato de etilo. Se intentó entonces

llevar a cabo la reacción agregando la lipasa sobre la suspensión formada. La pasta

resultante se trató según las condiciones experimentales de la Tabla 3.9 y demostró ser un

sistema de reacción adecuado.

Tal como se evidenció con 2-mercaptoetanol, se advierte que PPL cataliza estas

n'ansesterificaciones a menor velocidad que las otras enzimas.

Una diferencia en la reactividad de estos a,a)-hidroxialcanotioles comparados con 2­

mercaptoetanol es que a mayor longitud de cadena hidrocarbonada del sustrato disminuye la

longitud del acilo a partir del cual cesa la transesterificación. En efecto, 3-mercapto-l­

propano] y 4-mercapto-l-butanol no reaccionaron con decanoato de etilo ni con

dodecanoato de etilo luego de ocho días a 37° con PPL, LIP y CCL, mientras que con 12­

mercapto-l-dodecanol no hubo reacción a partir de hexanoato de etilo. En todos estos casos
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TABLA 3.6 - Acilaciónde 3-mercapto-l-propanol (14) catalizada

por lipasasa (Esquema 3.2)

Agente

acilante t (h) T (°) Enzima Producto % Productob

7a 24 28 PPL 18 95,4

48 28 LIP 18 73,8

192 28 CCL 18 81,5

48 26 CAL 18 82,9

7c 24 28 PPL 19 87,8

24 28 LIP 19 92,4

24 28 CCL 19 93,5

7d 720 27 PPL 20 87,9

16 27 LIP 20 94,5

30 27 CCL 20 87,4

24 26 CAL 20 94,2

7e 168 31 PPL 21 95,5

46 31 LIP 21 95,0

46 31 CCL 21 92,8

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 200 rpm empleando una relación
E/S = 1,1 para PPL, LIP y CAL y 3,3 para CCL.
Se utilizó una relación A/S = 15 para acetato de etilo (7a) y 5 para los
restantes aciJantes.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
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TABLA 3.7 - Acilaciónde 4-mercapto-l-butanol( 15 ) catalizada

por lipasasa ( Esquema 3.2 )

Agente
acilante t (h) Enzima Producto % Productob

7a 168 PPL 22 91,9
48 LIP 22 88,1
48 CCL 22 52,7

7d 168 PPL 23 66,1
168 LIP 23 56,3
168 CCL 23 66,2

7e 48 PPL 24 83,7
48 LIP 24 76,4
48 CCL 24 88,4

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 30° y 190 rpm, empleando una
relación E/S = 0,94 para PPL y LIP y 2,8 para CCL. Se utilizó una
relación A/S = 15 para acetato de etilo ( 7a ) y 5 para los restantes ésteres.

b- Determinados por cromatografía gaseosa.

TABLA 3.8 - Acilaciónde 8-mercapto-l-octanol( 16 ) catalizada por

lipasasa (Esquema 3.2 )

Agente
acilante t (h) Enzima Producto % Productob

7a 168 PPL 25 94,2
168 LlI’ 25 93,6
168 CCL 25 90,6

7d 192 PPL 26 94,9
192 LIP 26 99,2
192 CCL 26 95,8

7e 46 PPL 27 93,9
46 LIP 27 96,5
46 CCL 27 94,5

a- Las reacciones se efectuaron a 33°C y a 210 rpm, empleando
relaciones E/S = 0,62 para PPL y LIP y 1,9 para CCL. Se emplearon
relaciones A/S = 15 para acetato de etilo (la) y 5 para los restantes ésteres.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
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TABLA 3.9 - Acilaciónde lZ-mercapto-l-dodecanol( 16 ) catalizada

por lipasasa ( Esquema 3.2 )

Agente
acilante t (h) T (°) Enzima Producto % Productob

73° 168 3o PPL 23 53,8

168 3o LIP 28 78,9

168 3o CCL 23 91,8

7cd 168 33 PPL 29 83,2

45 33 LIP 29 93,2

45 33 CCL 29 93,5

a- Las reacciones se efectuaron a 190 rpm, empleando relaciones E/S = 0,46 para
PPL y LIP y 1,4 para CCL.

b- Determinados por cromatografia gaseosa. c- A/S = 15 d- A/S = 5

las enzimas presentaron actividad hidrolítica sobre los correspondientes ésteres. Parecería

que una vez entrado el éster en el sitio activo de la lipasa, si el hidroxialcanotiol es de cadena

larga, no puede penetrar para desplazar al grupo acilo del complejo acil-enzima.

Estos hechos experimentales indicar-¡anque la capacidad de las lipasas ensayadas para actuar

sobre un sustrato perteneciente a la familia de los a,m-hidro¡da1canotioles estudiados se

limitaa partir de una cierta longitud de cadena hidrocarbonada.

Por lo demás, las Tablas 3.6 a 3.9 ponen de manifiesto que para cada lipasa no hay una

tendencia definida que explique su actividad frente a un sustrato fijo cuando se varía el

agente acilante, o cuando se fija el acilante y se varía el hidroxialcanotio].

De los productos de las transesterificaciones que figuran en el Esquema 3.2 la bibliografia

registra solamente la existencia y preparación de acetato de 3-mercaptoetilo ( 18 ) y de

acetato de 4-mercaptobutilo (22 ). Por lo tanto, las acilaciones biocatalizadas informadas en

el presente trabajo constituyen un método adecuado de obtención de diez compuestos cuya
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existencia no ha sido descripta en literatura. Estas moléculas, que son homólogas de los

ésteres de 2-mercaptoetilo, también podrían resultar adecuadas como aditivos de polímeros,

tanto para su preparación como para su conservación. Por otra parte, se ha informado que

tioles naturales y sintéticos de diversas estructuras ejercen protección sobre los efectos

causados por la radiación y sobre el DNA9a10y sobre los daños provocados por la radiación

solar sobre la piel humana, hecho que ha llevado a emplear compuestos con un grupo

sulfliidrilo libre en preparaciones cosméticasl 1. También se ha descripto el uso de tioles en

la radioterapia del cáncer12 y para prevenir procesos de carcinogénesis13.

La producción de 18 y de 22 mediante catálisis enzimática también mejora las preparaciones

previas que se encuentran en bibliografia. El acetato de 3-mercaptopropilo ( 18 ) fiie

preparado por Harding y Owen14 mediante la siguiente secuencia que llevaron a cabo con

un rendimiento total del 44%:

¿V OH AC—SH> OH M, w OAc
ascaridol SAc 100° SH

18

Estos mismos autores obtuvieron acetato de 4-mercaptobutílo ( 22 ) con un rendimiento de

sólo 24%, a través de esta serie de reacciones:

CH COE O ACSH
<9 —3—> /W Ac—> /\/\/OAc M)Br SAc

Ac O/\/\/OH _>2 NVOAC
SH (0,94 moles) SH

22
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En otras dos ocasiones”,16 este compuesto se preparó a través de una reacción de

sustitución nucleofilica:

om MSH NVOAc
Cl SH

22

M = Na : 51 0/.

M = K 55 %

pero el sulfuro del producto deseado, que aparece como subproducto, hace que la reacción

sea limitada desde el punto de vista sintético (página 138).

Esto muestra que, como ya se indicó, las preparaciones de 18 y 22 por el procedimiento aquí

presentado resultaron altamente eficientes y simples comparadas con las descriptas en

bibliografia.

3. Discusión del comportamiento guimioespecíflco de las acilaciones biocatalizadas de

a,co-hidroxialcanotioles

Algunos ensayos permitieron comprobar que la naturaleza del grupo hidroxilo (primario o

secundario) y del grupo tiol en la molécula del sustrato afecta drásticamente la actividad

enzimática.

Cuando dI-l-mercapto-Z-propano], un isómero de posición de 3-mercapto-l-propano], se

hizo reaccionar con acetato de etilo en presencia de las cuatro lipasas, sólo se observó

reacción con LIP:
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CH AcOEt 0MSH '

LIP

30°, 200 rprn 3°

Nuevamente, la n'ansesterificación ocurrió de modo quimioespecífico, ya que se formó

exclusivamente el acetato de l-mercapto-Z-propilo (30 ), pero con un rendimiento que sólo

alcanzó al 13% luego de siete días de reacción. El hecho de que 30 purificado no haya

presentado actividad óptica excluye la posibilidad de un comportamiento enantioselectivo de

LIP. Al probar la transesterificación con hexanoato de etilo durante un período de tiempo

similar, no se verificó reacción. Por otra parte, dl-3-mercapto-2-butanol, isómero de

posición de 4-mercapto-l-butanol en el que ambos grupos firncionales son secundarios, no

reaccionó con ninguna de las cuatro enzimas aún luego de quince dias de reacción. Estos

resultados pueden explicarse considerando que en genera], los alcoholes secundarios suelen

ser sustratos más pobres que los primarios frente a transformaciones biocatalizadas (página

30 ).

Es notable que todas las acilaciones biocatalizadas de los hidrordalcanotioles hasta aquí

estudiados hayan transcurrido con la quimioespecificidad encontrada. Independientemente

del carácter primario o secundario del grupo hidroxilo, cuando la reacción se produce lo

hace quimioespecíficamente. Cabe aquí preguntarse si las migraciones de grupos acilo desde

el átomo de azufie hacia el de oxígeno, que originan ésteres, más estables

termodinámicamente que los tioésteres isómeros, contribuyen a la formación de los

productos de reacción observados en todos los casos.

Para los a,a)-hidrordalcanotioles con m = 4, 8 y 12 sería posible conjeturar que el

conrportamiento observado se debe a la esterificación directa del hidroxilo y no a un proceso

de isomerimción de tioésteres eventualmente formados en una primera etapa. Se sabe que

para los tioésteres CH3COS(CH2)mOH la transferencia del acetilo desde el átomo de azufre
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hacia el de oxígeno ocurre solamente cuando m = 2 ó 3, ya que valores mayores de m

implican la formación de un anillo de más de seis miembros durante la migración, por lo que

la isomerizaciónno se encuentra favorecida”:

(GHZ)\ (c \
CH-C-S/ mOH base / HZZÏO

3 H -——> S\C

o HO/ \CH3

m= 2 6 3 1

HS-(CH2)m—O - fil-CH3
O

Podría pensarse entonces que si las lipasas catalizan la esterificación directa del hidroxilo

para m = 4, 8 y 12, lo mismo ocurriría en el caso de m = 2 y 3, sin que los productos

encontrados provinieran de una isomerización. Esta hipótesis se encuentra apoyada por el

hecho de que al tratar 1,2-etanoditiol y 1,3-propanoditiol con acetato de etilo en presencia

de PPL durante veinte dias a 25° y durante una semana a 45°, en ambos casos se

recuperaron los ditíoles de partida. Esto sugerir-ía que el grupo tiol en esta clase de

compuestos no reacciona en las transformaciones estudiadas. Además, si la acetilación se

produjera inicialmente en el átomo de azufre y posteriormente existiese una migración, es

dificil explicar la reactividad casi nula de dl-l-mercapto-Z-propanol.

En la acilación de aminoalcoholes catalizada por lipasas se han encontrado algunos

resultados útiles para analizar. Gotor y colaboradores descn'bieron la reacción de dl-2­

amino-l-butanol con acetato de etilo en presencia de PPL18, con el resultado que se indica:
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AcOEt r

PPL

25 , 20 h l l

Aun cuando en esta reacción la longitud del aminoalcohol y la posición adyacente de ambos

grupos funcionales permiten un fenómeno de migración no enzimática del acetilo situado

sobre el átomo de oxígeno al de nitrógenol9’20 , la formación del producto diacetilado

muestra que ambos grupos funcionales se hallan dispom'blesen el medio de reacción. En las

u'ansesterífieaciones biocatalízadas de hidroxialcanotioles no se detectaron productos de

diacilación, aunque siempre se n'abajó con un gran exceso de agente acilante. Esto está en

concordancia con la reacción de desacetilación de acetato de 2-tioacetoxietilo ensayada en el

Capítulo II, donde se probó que el tioacetilo se elimina totalmente. A lo largo de las

acilaciones biocatalizadas investigadas en este trabajo, tampoco se detectaron diqufuros,

productos de oxidación que aparecen a menudo dm'ante la operación con tioles (pág. 140).

Klíbanov y colaboradores probaron la butirilación de 6-amino-l-hexanol, un sustrato cuya

longitud de cadena no hace posible eventuales migraciones, mediante transesterificaciones

catalizadas por PPL y por lipasas de Aspergillus niger y Pseudomonas sp19. Si bien estos

autores informaron la obtención quimioselectiva del éster, observaron la presencia de la

amida aun a tiempos cortos de reacción. El resultado es exactamente opuesto al que se

verifica cuando la acilación se lleva a cabo con cloruro de butirilo, y también fue hallado con

trans-4-amino-l-ciclohexanol y otros aminoalcoholes de menor peso molecular”. Estos

hechos experimentales revisten importancia porque ponen de manifiesto que la

quimioselectividad conferida a una reacción por la catálisis enzimática no necesariamente

concuerda con la que puede predecirse por métodos químicos convencionales. Por lo tanto,
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la ausencia total de tioésteres durante las acilaciones biocatalizadas de hidroxialcanotioles no

debe justificarse necesariamente en base a fenómenos de isomerización.

En síntesis, la quimioespecificidad sistemática encontrada en toda la serie de los (1,0)­

hidroñalcanotioles probados, la filta de reactividad de los ditioles ensayados, la escasa

reactividad de l-mercapto-Z-propanol y la ausencia de productos de diacilación y de

disulfuros en todas las reacciones efectuadas pueden apoyar la hipótesis de que el grupo tiol

de los hidroxialcanotioles investigados no se encontraría h’brepara reaccionar en el medio de

reacción enzimático. Consecuentemente, este hecho explicaría el curso quimioespecífico

observado durante las 'n'ansesterificacionesde estos sustratos catalizadas por ljpasas.
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l. Acilaciónde 3-mercapto-l,2-propanodiol catalizada por lipasas

Los resultados hasta aquí presentados muestran principalmente el comportamiento de varios

hidroñalcanotioles bifuncionales en transesterificaciones catalizadas por lipasasl'3. Con el

objetivo de continuar el estudio de estas reacciones de acilación se ensayaron otros

mercaptoalcoholes de mayor complejidad funcional.

Existen pocas referencias bibliográficas que describan la preparación o existencia de

productos de monoacilación de 3-mercapto-l,2-propanodiol ( 31 ), conocido comúnmente

como l-tioglicerol. En tres ocasiones“'6 se informó la esterificación selectiva del grupo tiol

de esta molécula, pero la literatura no registra la preparación de productos de l-O-acilación

de dicho compuesto.

En 1942 se detectó la presencia de l-O-acetil-3-mercapto-1,2-propanodiol ( 32 ) en la

mezcla de productos obtenida a1 calentar glicidol (2,3-epoxi-l-propanol) con ácido

tiolacético4. Con excepción de este trabajo, y a nuestro mejor saber, no se encuentran en

literatura otras referencias de la existencia de derivados l-O-acilados de 3-mercapto-1,2­

propanodiol. Por lo tanto, la posibilidad que reacciones de transesterificación catalizadas por

lipasas sobre dicha molécula transcurriesen siguiendo el curso selectivo encontrado con los

hidroxialcanotioles bifuncionales previamente estudiados ( Capítulos II y III ) podria ofi'ecer

un método de preparación en un solo paso de una fimilia de compuestos no descriptos hasta

el presente.

De este modo, se eligió a l-tioglicerol como sustrato de las Iransesterificaciones que se

indican a continuación:
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CH3(CH2)nC02Et
. 7 a-h

l-Tioghcerol —> Productos
Lipasa

a: n=0 b: n=1 c: n=2

d: n=4 f: n=8 g: n=10
h: n=12

ESQUEMA 4.1

El sustrato file miscíble en los agentes acilantes solamente para los casos 7a, 7b y 7c, pero

con los restantes ésteres se observó que la fase sobrenadante de los correspondientes

sistemas de reacción, originariamente bifásica, se volvia monofásica con el transcurso del

tiempo.

En la Tabla 4.1 se detallan los resultados obtenidos al estudiar la reacción descripta en el

Esquema 4.1 utilizando PPL como catalizador.

Si se excluye la reacción con acetato de etilo ( 7a ), estos valores muestran que el poder

catalítico de PPL es bastante pobre frente a l-tioglicerol bajo las condiciones experimentales

ensayadas. Es posible correlacionar estos resultados con la apariencia presentada por los

sistemas de reacción: mientras que con acetato de etilo se observó una suspensión de

aspecto habitual, con los demás ésteres la situación fue diferente. Alrededor de dos horas

después de comenzada la reacción, la lipasa comenzaba a aglutinarse y progresivamente, los

sistemas de reacción pasaban de una suspensión a un sistema bifásico formado por una fase

líquida relativamente ¡impida y por la lipasa, fuertemente aglutinada y de consistencia muy

dura, que dificultaba su disgregación. Considerando que con todos los otros sustratos

ensayados, enn'e ellos 3-mercapto-l-propanol ( 14 ), análogo de l-tioglicerol, PPL nunca

presentó este aspecto, cabe pensar que l-tioglicerol pudo haber afectado la actividad de la

enzima.
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TABLA 4.1 - Reacción de l-tioglicerol con diversos ésteres etílicos catalizada

por PPLa ( Esquema 4.1 )

CHs(CI'12)nC02Et

OH 7 a-h oco(CHz),,CH,
EOH —> OH

SH PPL SH

32 n=0 35 n=4 38 n=12
33 n=l 36 n=8
34 n=2 37 n=10

Agente T (°) t(h) Producto % Productob
acilante

7a 25 360 32 80,2

7b 28 360 33 7,3c

7c 30 360 34 6,2

7d 28 960 35 6,0

7f 28 360 36 0,0

7g 30 960 37 26,6
7h 30 960 38 0,0

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm, empleando
E/S = 0,93 y A/S = 15 para 7a y 5 para los restantes acilantes.

b- Determinados por cromatografía gaseosa.
c- Se detectó además el isómero 2-0-aciJado, asignado por

cromatografia gaseosa / espectrometría de masa.

Cuando se agitó a 180 rpm l-tioglicerol con benzoato de etilo en presencia de PPL a 30° ,

se recuperó la mezcla inicial luego de siete días de reacción. La ausencia de ácido benzoico,

hecho que muestra que tampoco hubo actividad hidrolítica, y la coloración amarillenta de la

lipasa sugieren la inactivación de la enzima, tal como se había encontrado con 2­

mercaptoetanol. Parecería que PPL no presenta afinidad por moléculas aromáticas, como lo
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confirma también el hecho de que fenol y tiofenol no reaccionaron con acetato de etilo en

presencia de esta lipasa.

La Tabla 4.2. presenta los resultados obtenidos a1ensayar el empleo de LIP.

TABLA 4.2 - Reacción de l-tioglicerol con diversos ésteres etílicos catalizada

por LIPa

CHg(CHz)nC02Et

OH 7 a4. oc0(cr1,)ncrr3 OCO(CH2)nCH3

EOH —>LIP EOH + 0CO(CI-Iz)nCI-13
SH SH SH

a: n=0 f: n=8 32 n=0 36 n=8 40 n=l

b: n=l g: n=10 33 n=l 37 n=10 42 n=4
c: n=2 lr n-12 34 n=2 38 n=12
d: n = 4 35 n = 4

Agente T (°) t (h) % Producto Relaciónproducto 1-0­
acilante l-O-aciladob acilado/subproducto°

7a 25 216 74,0 --­
7b 28 24 65,5 24:1
7c 30 l 66,7 —­

48 68,2 ....
7d 28 l 56,7 -­

48 70,5 99:1
7f 28 l 95,1 -­

48 95,6 —
7g 30 24 67,5 .._

48 87,0 -­
60d 24 50,6 _

88 57,1 —­
7h 30 24 63,6 ....

360 69,0 .._.

a- Salvo indicado lo contrario, las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm, empleando
E/S = 0,93 y A/S = 15 para 7a y 5 para los restantes ésteres. b- Determinados por
cromatografia gaseosa. c- La naturaleza de estos subproductos se determinó por
cromatografia gaseosa / espectrometría de masa. d- Se empleó agitación magnética.
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Puede apreciarse que a tiempos cortos, la reacción transcurre quimio y

regioespecificamente, formándose los productos l-O-acilados. Con el tiempo se observa,

empleando ciertos agentes acilantes, la aparición de pequeñas cantidades de compuestos 1,2­

di-O-acilados ( 40 y 42 ) que no sobrepasan el 4% de la mezcla de productos. En estos

casos, a tiempos largos se mantiene la quimioespecificidad pero se pasa de un

comportamiento regioespecífico a uno regioselectivo.

Para el caso ensayado a 60°, la temperatura no perjudicó la especificidad pero tampoco

mejoró el rendimiento.

En la Tabla 4.3 se detallan los resultados obtenidos con el empleo de CCL como catalizador.

Comparada con LIP, esta lipasa resultó menos efectiva, y en algtmos casos demostró poca

selectividad.

La Tabla 4.4 muestra los resultados obtenidos con CAL. Aunque las reacciones ocurrieron

más velozmente que con las otras enzimas, CAL fue la menos selectiva de las cuatro lipasas

ensayadas. Comparada con LIP, en general CAL no presentó un comportamiento más

selectivo a tiempos cortos de reacción.

Es interesante destacar que en la reacción con acetato de etilo catalizada por esta últinn

enzima, los mejores resultados se obtuvieron utilizando a temperatura ambiente una relación

enzima/sustrato menor que la habitual. A 70° la reacción perdió su selectividad.

Analizando de modo general los resultados hallados con las cuatro lipasas, puede apreciarse

que LIP y CAL, las dos enzimas inmovilizadas,originaron los mayores grados de conversión

del sustrato, siendo LIP la que dio lugar a la mayor selectividad. Si bien la actividad de una

lipasa en medio orgánico puede ser muy diferente a la que exhibe en medio acuoso, LIP ha

sido descripta como específica para la hidrólisis en las posiciones l- y 3- de derivados

acilados de glicerols’9, mientras que CCL y CAL no presentan una especificidad
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TABLA 4.3 - Reacciones de l-tioglicerol con diversos ésteres etílicos

catalizadas por CCLa

OH CWÏÏCOÑ OC0(CH¡)nCH3 OH OCO(CH.¿)nCH3

E011 W OH + E0C0(CHz)nCI-l,+ oc0(CI-1,)ncu3
SH SH SH SH

a:n=0 n-8 32 n=0 36 n=8 44 n=l 40 n=l
b: n=l n=10 33 n=l 37 n=10 45 n=2 41 n=2
c: n=2 n 12 34 n=2 38 n=12

d: n = 4 35 n = 4

Agente T (°) t (h) % Producto Relaciónproducto 1-0­

acilante l-O-aciladob acilado/subproducto(s)

7a 25 720 53,1 -—­

7b 30 2 13,1 2,6 : 1 °

24 18,9 9:2,5 : 1 d

7c 30 l 38,2 19:5: le
7d 28 360 34,4 --—

71' 28 l 86,8 —
24 88,3 --­

7g 30 24 86,8 -­
7h 30 48 65,9 —-­

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm, empleando relaciones
E/S = 2,8 y A/S = 15 para 7a y S para los ésteres restantes. En las
reacciones con 7b, 7c y 7f se agregó hexano para formar un sistema agitable.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
c- Expresa la relación entre 33 y 44 . La identidad de 44 se determinó

por CG/EM.
d- Expresa la relación 33 : 44 : 40 . La identidad de 40 se determinó

por CG/EM.
e- Expresa la relación 34 : 45 : 41 . La identidad de 45 y 41 se determinó

por CG/EM.
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TABLA 4.4 - Reacciones de l-tioglicerol con diversos ésteres etílicos

catalizada por CALa

melanoma
OH 7a-h OCO(CH7)nCHs OH OCO(CHz)nCH3

EOH W EOH + E°°°<°H9n°Hs + °C°<CHz>nCHa
SH SH SH SH

a:n=0 f: n=8 32 n=0 36 n=8 43 n=0 39 n=0
b: n=l g: n=10 33 n=l 37 n=10 44 n=l 40 n=1
e: n=2 h: n=12 34 n=2 38 n=12 45 n=2 41 n=2
d: n=4 35 n=4 46 n=4 42 n=4

Agente T (°) E/S t (h) % Producto Relaciónproducto l-O­

aciJante l-O-aciladob acilado/subproducto(s)

7a 27 0,93 1 i 82,0 m.­

192 82,0 9 : 1 c

70d 0,93 0,5 78,3 3,6: 1 c

4 52,6 2,4 : 1 : 1,2 e

27 2,8 4 58,9 99 : 1 c

24 70,3 8 : 1 c

7b 30 2,8 2 56,2 6,6 : 1,5 : 1 f

24 47,8 3,5 : 1 : 1 f

7c 30 2,8 3 46,3 3,3 : 1 : 1 8

7d 28 2,8 4 61,1 5,7:1:1h
7r 28 2,8 4 76,4 -—

7g 30 2,8 4 82,6 -——

48 87,4 -——

7h 30 2,8 23 72,4 ———

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 150 rpm, empleando una relación A/S = 15
para 7a y 5 para los restantes ésteres. En las reacciones con 7b, 7c, 7d y 7f se agregó
hexano para formar un sistema agitable. b- Determinados por cromatografia gaseosa.
c- Expresa la relación ente 32 y 43 . La identidad de 43 se determinó por CG/EM.
d- Se empleó agitación magnética. e- Expresa la relación 32 : 43 : 39 . La identidad de
39 sedeterminó por CG/EM. f- Idemepara33 : 44 : 40 . g- Idemepara34 : 45 : 41 .
h- Ideme para35:46:42.
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posicional marcada“),l 1.

En numerosas ocasiones, los datos de las Tablas 4.1 a 4.4 muestran que el aumento del

tiempo de reacción afecta la regioespecificidad, pero no involucra la quimioespecificidad, tal

como se halló con los a,co-hidroxialcanotioles estudiados ( Capítulos H y HI ). A diferencia

de los resultados hallados con dichos compuestos bifuncionales, parece que para el 1­

tioglicerol el tamaño del grupo acilo influye sobre la selectividad, ya que con acilos de

tamaño intermedio se observaron los resultados menos selectivos. Otra diferencia importante

con los a,m—hidro;dalcanotioles la constituye el hecho de que con l-tioglicerol no se

encontró un tamaño limite del grupo acilo a partir del cual deja de haber reacción.

Si se compara la reactividad en las transesterificaciones catalizadas por lipasas de los tres

sustratos de tres átomos de carbono investigados en este trabajo3, l-tioglicerol, 3-mercapto­

l-propanol y l-mercapto-Z-propanol, los tres presentan en común la quimioespecificidad

observada en todos los casos. l-Mercapto-Z-propanol, el único que no posee hidroxilo

primario, fue escasamente reactivo. En general, 3-mercapto-l-propanol dio lugar a mejores

rendimientos de reacción que l-tioglicerol. Podría conjeturarse que este último, cuya

estructura, comparada con la de 3-mercapto-l-propano], contiene además un hidroxilo sobre

un carbono quiral, resulta menos favorable que el a,a)-hidr0)dalcanotiol a los fines de

interactuar con el sitio activo de la lipasa. En la Figura 5.1 se presentan las conformaciones

estables de ambas moléculas.

Sin embargo, 3-mercapto-l-propanol no fue esterificado por grupos acilo de tamaño de

cadena mayor que el octanoílo, mientras que l-tioglicerol admitió agentes acilantes de

mayor tamaño de cadena carbonada. Sería factible suponer que la mayor tolerancia del l­

tioglicerol se debe a que los sustratos naturales de las lípasas son el glicerol, molécula

estructuralmente similar al l-tioglicerol y los ácidos grasos, que poseen cadenas

hidrocarbonadas largas.

Frente al estudio de las reacciones que se presentan en el Esquema 4.1 es importante

recordar que los productos de acilación parcial del glicero], los mono y diglicéridos, sufi'en
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FIGURA 4.1 - Conformacionesde 3-mercapto-l-propanol (izquierda) y l-tioglicerol

(derecha) obtenidas mediante cálculos semiempíricos para la

minimización de la energía molecular

con facilidad procesos de isomerización que ocurren a través de migraciones de grupos

acilolza13. Estos procesos se ven favorecidos en presencia de ácido, álcali, solventes

polares, temperatura y sílicagel9>12213.

En dichas isomerizaciones los grupos acilo tienden a migrar desde un hidroxilo secundario

hacia uno primario, posición de menor impedimento estérico y mayor estabilidad

termodinámica13.'Los acilos insaturados y de cadena corta migran con mayor facilidad”.

Con respecto a los derivados acilados de l-tioglicerol, se sabe que el 3-S-acetil-3-mercapto­

1,2-propanodiol ( 47 ) isomeriza fácilmente al producto l-O-acetilado ( 32 ), mientras que

los tiodiglicéridos de estructura general 48 son estables aún luego de seis meses a 42°, hecho

que indicaría que en las isomerizaciones el acilo situado sobre el átomo de azufre migra

únicamente si en la molécula existe un hidroxilo primario“:
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l?
OH o OH O-C-CH
OH ——-> Ho \c/ ———> 3

s—Icl—CH3 Hs SHo

47 32

OCORl
OH
SCOR2

48

A diferencia de la estabilidad que presentan en medio acuoso o bifásico, se ha encontrado

que los mono y diglicéridos son bastante estables en un medio de solvente orgánico con un

contenido de agua menor que el 2%15. No obstante, al estudiar las reacciones descriptas por

el Esquema 4.1 es importante disponer de una técnica de análisis cuyas condiciones no

favorezcan los procesos de isomerización.

La técnica de resonancia magnética nuclear de 1H es particularmente útil para este

propósito, ya que los espectros se obtienenmedianteel directo de la muestra a

temperatura ambiente, condiciones que no promueven las migraciones. Además, es posible

observar señales que indican la presencia de distintos isómeros de monoacilación14a16, aun

cuando los mismos estén en una mezcla, tal como se puede apreciar en el Esquema 4.2.

De este modo, el curso de las reacciones de transesterificación biocatalizadas de 1­

tioglicerol con acetato de etilo a 25° y 27° ( n = 0 , Esquema 4.1 ), hexanoato de etilo a 28°

(n = 4) y tetradodecanoato de etilo ( n = 12 ) a 30° se determinó registrando los espectros

de RMN-lH de alícuotas de reacción, eliminando la lipasa previamente por filtración.
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4,05 - 4,20

L 4,95-5,15

CHZ'O'CO'CHZR í CHZ'OH

[CH-OH D ¿no-cor:sz
CHZ'SH CHz-SH

2,0 R=-H (32)
2,30-2,35 R=ak1uíb(33-38) (43-46)

CIJHZ'OH
CH-OH

CHZ'S-CO'CHZR 2’35 R='H (47)
3,0-3,3V V 2,6R=alquíb

ESQUEMA 4.2 - Desplazamientos quimicos (6) aproximados (en ppm) de hidrógenos

de los tres productos de monoacilaciónde l-tioglicerol en los

espectros de RMN-1H14a16

Los espectros resultantes mostraron, en todos los casos, señales entre 4,1 y 4,3 ppm

aproximadamente, asignables a hidrógenos de los respectivos productos de l-O-acilación

( Esquema 4.2 ), sin que se observaran señales correspondientes a los otros dos isómeros.

En cambio, cuando se analizó la reacción con acetato de etilo a 70° en presencia de CAL, las

señales del especuo indicaron una mezcla de productos formada por l-O-acetil-3-mercapto­

1,2-propanodiol ( 32 ), 2-0-acetil-3-mercapto-l,2-propanodiol ( 43 ) y 1,2-di-O-acetil-3­

mercapto-l,2-propanodiol ( 39 ) ( Figura 4.2 ).

Anteriormente se ha mencionado que los compuestos de fórmula general 48 presentan buena

estabilidad a temperatura ambiente. Por lo tanto, la formación de los compuestos 1,2-di-O­

acilados ( 39 - 42 ) podría explicarse suponiendo que la lipasa cataliza la acilación directa del
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OCOCHs

E—ESH g-Egcflocrls
SH I “ ,

I_1 F-I fi ‘

11111I111II1l1i1fifi111111ll111‘!llfi11II‘I‘I‘I11I111I111II1
5.00 4.00 3.00

PPM

FIGURA 4.2 - Aspecto del especu'o de RMN-lH a 200 MHz entre 3,00 y 5,50 ppm de

una alícuota a 4 horas de la reacción de l-tioglicerol con acetato de etilo a

70° catalimda por CAL ( solvente : CDCl3 )
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hidroxilo secundario de los productos l-O-acilados y no la acilación del grupo tiol. En este

último caso se formarían los compuestos de fórmula general 48 , que no fueron encontrados.

Debido a que la eventual posterior migración del acilo desde el átomo de azufre hacia el

hidroxilo secundario no es un proceso favorable, la ausencia de los compuestos expresados

por 48 puede considerarse como otro hecho experimental que indicar-íaque en el medio de

reacción enzimático, el grupo tiol no se encuenta disponible para su acilación, tal como se

discutió con la serie de los a,a)-hidroxialcanotioles estudiados ( Capítulo III ).

Debido a que los compuestos 2-O-acilados ( 43 - 46 ) no fueron encontrados luego de

purificar las mezclas de reacción mediante cromatografia en columna, cabría suponer dos

posibilidades: si se formaron durante el transcurso de las transesterificaciones, se

isomerizaron al compuesto l-O-acilado durante la cromatografia en columna; en caso de no

haberse formado a lo largo de las reacciones, se habrían originado en el cromatógrafo

gaseoso. En algunos casos, con el empleo de dimetilpolisiloxano como fase fija de las

cromatografias gaseosas (DB-5) se observó la formación de los 2-O-acilésteres e inclusive,

de los l-S-acil derivados, que nunca se aislaron al purificar las mezclas de reacción.

En síntesis, las transesterificaciones biocatalizadas de 3-mercapto-l,2-propanodiol que se

acaban de describir permiten obtener selectivamente los mono-l-O-acil ésteres de dicha

molécula, cuya existencia no había sido descripta hasta el presente. LIP resulta ser la enzima

más conveniente desde el punto de vista preparativo.

Se ha descripto que el derivado de l-tioglicerol sustituido con tres grupos oleflos es un

análogo de grasas de bajas calorías”. Los mono-l-O-acilésteres preparados en el presente

trabajo pueden servir para la preparación de análogos de azufi'e de triglicéridos con tres

sustituyentes distintos, compuestos que también podrían ser ensayados como análogos de

grasas:
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OCORI

EOCOR2
SC0R3

Por otra parte, los derivados l-O-acilados de 3-mercapto-l,2-propanodiol constituyen

análogos de azufre de monoglicéridos, sustancias ampliamente utilizadas para formar y

estabilizaremulsiones”.

Finalmente, se estudió la transesterificación del producto de peracetilación de l-tioglicerol

( 49 ) con exceso de n-octanol:

OCOCH3 CH,(CH,)70H

OCOCH3 W Productos
SCOCH3

49

ESQUEMA 4.3

cuyos resultados se describen en la Tabla 4.5.

Sin entrar a considerar la contribución de procesos de isomerización que pudiesen ocurrir

bajo las condiciones del análisis, estos datos muestran que cada lipasa se comportó de un

modo muy diferente, como en el caso de la alcohólisis del acetato de 2-tioacetoxietilo ( 3 ,

Capítulo II ). PPL y LIP, que se habían mostrado inactivas frente a este último sustrato,

catalizaron la alcohólisis en esta ocasión.

Esto concuerda con resultados descriptos en bibliografia: se ha visto que la naturaleza de los

productos de desacetilación biocatalizada dependen fuertemente de la lipasa empleada.

Algunos ejemplos son las alcohólisis del octaacetato de la sacarosal9 o de acetatos

esteroidaleszo.
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TABLA 4.5 - Alcohólisis de 49 con n-octanol catalizada por lipasasa

( Esquema 4.3 )

°A° n-octanol OAc OAc OH OH

EOAc EOH + EOI-1 + E0”: + EOH
SAc "ma SAC SH SH SH

49 50 32 43 31

Lipasa % del producto indicadob
19 50 32 43 31

PPL 17,8 76,7 5,5 —- -—

LIP 93,2 — 6,8 -- —­

CCL -— --- 35,6 —- 64,4

CAL 36,2 12,5 6,1 27,0 18,2

a- Se empleó una relación alcohol/éster = 7,5 y una E/S = 0,43.
b- Se indica la composición de las mezclas de reacción luego de 2

horas de iniciada la alcohólisis. Los porcentajes se determinaron
por cromatografia gaseosa y la naturaleza de los productos por
cromatogmfia gaseosa/espectromeu'ía de masa.

2. Discusión del comportamiento de dioles en reacciones de acilación catalizadas por

lip sas

Las acilacionescatalizadaspor PPL y LIP en medio orgánico de numerosos lm-dioleszl'24,

moléculas que poseen un hidroxilo primario y ou'o secundario, entre los que se encuentran el

antibiótico cloranfenicol ( 51 , Tabla 4.6 ), conducen regioselectivamente a los ésteres en el

hidroxilo primario. En la mayoría de las ocasiones se formaron pequeñas cantidades de

diésteres, pero no se obtuvieron los productos de monoacilación en el hidroxilo secundario.
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Los 1,2-dioles, en particular, se comportan también de este modo en este tipo de reacciones.

La Tabla 4.6 permite apreciar que los sustratos que responden a esta alta regioselectividad

poseen una diversidad estructural muy amplia, comportamiento que además se verifica en

presencia de lipasas de diverso origen.

Los a,co-dioles y de modo general, los dioles y polioles que poseen dos hidroxilos primarios

en la molécula, poseen un comportamiento menos sistemático que los l,n-dioles. De las

acilaciones descriptas para estos compuestos, algunas son regioespecíficas, pero otras,

pobremente selectivas; algunos ejemplos pueden verse en la Tabla 4.7. Es probable que con

esta clase de sustratos los resultados dependan también del tipo de agente acilante y de la

naturaleza de la lipasa empleada. Una consecuencia de la baja selectividad presentada por

ciertos ctm-dioles en este tipo de reacciones es la preparación de poliésteres mediante

policondensaciones catalizadas por lipasas23a29. Estos resultados contrastan notablemente

con el comportamiento de los a,m-hidroxialcanotioles descripto en capítulos anteriores.

Existen en literatm'a algunos trabajos referidos a la acilación biocatalizada de glicerol en

medio orgánico, un poliol con dos hidroxilos primarios que es estructuralmente análogo al

l-tioglicerol. Por reacción de glicerol con ácido oleico (18:1 n-9) y con ácido

eicosapentaenoico (20:5 n-3) Akoh e! al30 prepararon regioespecíficamente los respectivos

l-mono-O-acilésteres, pero recientemente se describió la siguiente transesterlficación

catalizada por CAL31, que no transcurre selectivamente:

OH Rcoza OCOR OCOR
EOH —>° E OH + E OH

OH CAL, 37 OH OCOR
decalina



Sustrato
OH

Mon

OH

W“

NHCOCHCIZ

No2

51

OH

©/O\/l\/OH OH
A/OH

TABLA4.6-Ejemplosdeacilacióndel,n-diolescatalizadaporlípasas

Agenteacilante

A020 Cmcwncom

n=0,l,2,4,6
AcOCH=CHz ekgcnzcozcrg

Lipasa

PPL PPL;Chromobacten'umviscosum;Pseudomonas
fluorescens,‘Humicola

langinosa
LIP PPL

LO)

Producto
OH

Wk/OA"

OH
/H/\0C0(CHz)nCH3

NHCOCHCI,

(Dj/OVÏ-l/OAC

OH
kOCOEt

Referencia

21 22 23 24
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TABLA4.7-Ejemplosdeacilacióncatalizadaporlipasasdediolesqueposeendoshidroxilosprimarios

SustratoAgenteacilante

Lipasa

Producto

Referencia

AcOEt

M AcOCH=CH2OHOH

OCHzPh

HoVk/ou“m

PPL
Pseudomoms cepacia Pseudomonas5p.

l-mono-acetilado mono/diacetilado=1,7 mono/diacetilado=1,3

25 26 27
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Como se ha visto anteriormente, las transesterificaciones catalizadas por lipasas de 1,2­

dioles son altamente regioselectivas, pero se ha referido que las mismas transcurren con

baja enantioselectividad23»24.Esto justificaría que los poderes rotatorios específicos de

los l-mono-O-acil derivados de l-tioglicerol aislados hayan sido en todos los casos

inferiores a 0,1 en valor absoluto. El l-tioglicerol sin reaccionar aislado de cada mezcla de

reacción tampoco originó valores de poder rotatorio específico apreciables. Por lo tanto,

las transesterificaciones de l-tioglicerol estudiadas no transcurrieron estereo­

selectivamente.

Estudiando la acilación biocatalizada de 1,2-dioles racémicos, Theil et al 23 también

encontraron que la acilación regioselectiva en el hidroxilo primario ocurría sin

enantioselectividad, pero hallaron que la acilación susbsiguiente del producto de

monoacilación, para dar los subproductos de diacilación, transcun'ia con alta

enantioselectividad. En nuestro caso, cuando se aisló l,2-di-O-propionil-3-mercapto-l,2­

propanodiol ( 40 ) se midió un [a]D = +0,8. Este valor podría llegar a interpretarse como

un indicio de enantioselectividad no nula considerando que los poderes rotatorios

específicos de diglicéridos quirales no suelen tener valores altos9.
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l. Acilaciónbiocatalizada de ditiotreitol de ditioeritritol

El ditiotreitol ( DTT ; treo-l,4-dimercapto-2,3-butanodiol ; 52 ) y el ditioeritritol ( DTE ;

eritro-l,4-dimercapto-2,3-butanodiol ; 53 ):

OH pH OH OH

HS SH HS_>—LSH

52 (dl) 53

son moléculas diasteroisómeras que por su bajo potencial de óxido-reducción permiten

reducir cuantitativamente disulfuros a tioles]. Además, poseen poca tendencia a oxidarse

directamente por acción del aire. Por estas propiedades, ambos ditiotetritoles son empleados

comúnmente en bioquímica para evitar la oxidación de grupos tioles presentes en enzimasl o

para reducir enlaces disulfuro de cistinas en proteína52a3.

Hasta el presente, la bibliografia no registra la existencia de productos de monoacilación de

estos hidroxialcanotioles polifuncionales, hecho que impulsó a estudiar sus reacciones de

transesterificación catalizadas por lipasas.

En primer lugar, se estudiaron las reacciones de D'IT y de DTE con acetato de etilo en

presencia de varias lipasas:

OH QH OH ococu3

HS SH . HS SH
Llpasa

52 (dl) 54 (dl)

OH OH OH OCOCHs

_>_<_ CHSCOzEt K
HS SH . HS SH

Lipasa

53 55 (dl)

ESQUEMA 5.1



122 Capítqu V

cuyos resultados se detallan en la Tabla 5.1.

TABLA 5.1 - Reacción de DTT (52 ) y de DTE ( 53 ) con acetato

de etilo en presencia de lipasasa ( Esquema 5.1 )

Lipasa T (°) E/S Productos

t(h)b % 54c t(h)b % 55c

PPL 30 0,65 91 18,6 672 7,1

LIP 30 0,65 168 31,7 336 2,0

CCL 30 1,95 336 40,9 336 26,0

CAL 30 1,95 336 53,4 336 37,7

55 1,95 51 64,4 Sl 49,9

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 180 rpm y empleando una relación

b- 228M; lostiemposalos que se observóla máximaconversiónde
los sustratos.

c- Determinados por cromatografia gaseosa.

Estos resultados muestran que las acetilaciones biocatalizadas descriptas producen

quimioespecíficamente los mono-O-acetatos de DTT y de DTE. De este modo, una vez más

se repite el comportamiento selectivo encontrado con todos los hidroxialcanotioles

previamente ensayados. Los largos tiempos de reacción requeridos tampoco afectaron el

curso regioespecífico de la acetilación: como puede apreciarse, no hubo formación de

productos di-O-acetilados, que habían sido detectados en algunas ocasiones durante las

acilaciones biocatalizadas de l-tioglicerol ( Capítulo IV ).

Para cada lipasa, DTI generó mayores grados de conversión que DTE. A su vez, el poder

catalítíco de las lipasas de Candida fi'ente a ambos ditiotetritoles file mayor que el de PPL y

LIP.
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Se decidió emplear CAL para continuar con el estudio de las transesterificaciones de estos

sustratos con otros agentes acilantes:

OH OH CHs(CHz)nC02Et_ 7d: =4 OH _ )
-' 7g: :=1o JiocchHZHCH’

HS SH —’CAL HS SH

52 (dl) 56(dl)n=4
s7 (dl) n=10

(5.2.a)

CHs(CHz)nC025t CH!)OH OH 7d: =4 OH 000( CHs
7g: 3:10 _>—L n

Hs SH CAL' HS SH

53 ss (dl) n=4
59 (dl) n=10

(5.2.b)

ESQUEMA5.2

Debido a que D'I'I' y DTE son dos sólidos que resultan insolubles en ésteres de mayor

tamaño de cadena que el acetato de etilo, las acilaciones de los ditiotetritoles se probaron

con distintos solventes . También se llevaron a cabo las u'ansesterificaciones en ausencia de

solvente, de manera tal que los sistemas de reacción consistían en suspensiones pastosas del

sustrato y la lipasa en el agente acilante, sometidas a agitación mecánica.

Las Tablas 5.2 y 5.3 detallan los resultados obtenidos al ensayar las reacciones descriptas en

los Esquemas 5.2.3 y 5.2.b, respectivamente.

Tal como se encontró en las reacciones de D'I'I‘ y de DTE con acetato de etilo, las Tablas

5.2 y 5.3 permiten apreciar que estas Iransesterificaciones también u'anscurrieron quimio y

regioespecíficamente. En efecto, en todos los casos se observó la formación exclusiva de los

productos mono-O-acilados.



124 Capítulo V

TABLA 5.2 - Transesterificaciones de D'I'I' ( 52 ) catalizadas por CALa

( Esquema5.2.a)

Agente Solvente T (°) t (h) Producto % Productob
acilante

7d ---- 30 48 56 53,9
55 23 56 60,3

dioxano 30 96 56 33,1

acetonitrilo 30 168 56 50,2

7g ---—- 33 144 57 53,4
55 48 57 62,5

dioxano 30 168 57 18,1

acetonitrílo 30 168 57 34,9

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 200 rpm y empleando una relación
E/S = 1,95. Se utilizaron relaciones A/S = 7,5 para los sistemas sin
solvente y 5 para los sistemas con solvente.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

TABLA 5.3 - Transesterificaciones de DTE ( 53 ) catalizadas por CALa

( Esquema 5.2.b )

Agente Solvente T (°) t (h) Producto % Productob
acrlante

7d 55 23 58 36,8°

dioxano 30 336 58 8,1

acetonitrilo 30 168 58 11,3

7g —- 55 23 59 63,4
dioxano 30 48 59 6,5

acetonitrilo 30 48 59 7,0

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 200 rpm y empleando una relación
E/S = 1,95. Salvo indicado lo contrario, se utilizaron relaciones A/S = 5.

b- Determinados por cromatografia gaseosa. c- Se empleó una A/S = 7,5.
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Es interesante constatar las diferencias entre los resultados originados por los sistemas de

reacción con solvente comparados con aquellos que no lo contenían Los bajos resultados

hallados con dioxano y acetonitrilo concuerdan con los descriptos a menudo en bibliografia

al utilizar solventes polares en transformaciones biocatalizadas ( página 20 ), si bien ya se

discutió anteriormente que cada sistema formado por sustratos, lipasa y solvente presenta

características particulares y no siempre los resultados pueden predecirse según la polaridad

del solvente.

Las mezclas de reacción formadas por una suspensión pastosa del ditiotetritol y la lipasa en

el agente acilante resultaron más satisfactorias, a pesar de su mayor heterogeneidad.

También en el capítulo III se vio que las nansesterificaciones biocatalizadas de lZ-mercapto­

l-dodecanol con butirato de etilo fueron satisfactorias aun cuando las mezclas de reacción

no poseían solvente. Parece entonces que este tipo de sistema de reacción puede resultar

adecuado; por otra parte, se ha comprobado que numerosas reacciones orgánicas clásicas

transcurren eficientemente en estado sólido y en ausencia de solvente4.

Analizando globalmente las reacciones de DTT y de DTE con los tres ésteres probados

( 7 a , Esquema 5.1 ; 7 d y 7 g , Esquema 5.2), surgen además otras conclusiones.

En todos los casos, DTT fue más reactivo que DTE, comportamiento que indicaría que la

configuración de 52 es más lavorable que la de 53 a los fines de interactuar con el sitio

activo de la lipasa.

Las reacciones catalizadas por lipasas de los ciclopentanodioles 60 y 61 5 ( Tabla 5.4 ), de

6-acilmonosacáridos6 y de desoxiazúcares7 constituyen ejemplos de diastereoisómeros que

presentan distinta reactividad en acilaciones biocatalizadas.

Dejando aparte las diferencias estereoquimicas entre DTT y DTE, ambos hidroxialcanotioles

tienen en común el hecho de que no fueron muy reactivos en las biotransformaciones

ensayadas. Una explicación de esta reactividad limitada reside en que los alcoholes

secundarios son menos reactivos que los primarios en reacciones de acilación catalizadas por
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TABLA 5.4 - Acetilaciones biocataJizadas de los ciclopentanodíoles

diasteroisómeros 60 y 61 ( Referencia 5 )

OH OH OAc

—> +
O 0

OAc OAc
o Lipasa

OH THF/ Na,

60 60 a 60 b

Lipasa t (h) % 60a % 60h

Amano PS 2 75 25

Lipozima 72 55 13

CAL (SP 382) 24 82 9

OH

-._ +
...o

OAc

61 61 a 61 b

Lipasa t (h) % 613 % 61b

Amano PS 8 < 5 ...

Lipozima 8 < 5 -­
168 56 9CAL (SP 332)
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lipasasg'lo, una característica que ya file comentada anteriormente. La menor reactividad de

los alcoholes secundarios puede explicar por qué ni los tiempos largos de reacción ni la

temperatura afectaron la regioespecificidad, a diferencia del comportamiento presentado por

l-tioglicerol, sustrato con un hidroxilo primario y otro secundario. Mientras que para el caso

del l-tioglicerol el aumento de la temperatura disminuyó la selectividad de las

transesterificaciones en varias oportunidades, en los casos de DTT y DTE el incremento de

la temperatura dio lugar a los mejores resultados.

Si se comparan DTT y DTE con 4-mercapto-l-butanol, otro sustrato de cuatro átomos de

carbono ( Capítulo III ), se aprecia que el a,co-hidroxialcanotio], con su hidroxilo primario,

fue más reactivo que los ditiotetritoles. Pero se recordará que 3-mercapto-2-butanol,

molécula que también posee cuatro átomos de carbono, y en la que el grupo hidroxilo y el

grupo tiol presentan respectivamente el mismo carácter secundario y primario que en DTT y

DTE, tuvo una reactividad nula ( página 92 ).

Las diferentes reactividades de DTT, DTE y 3-mercapto-2-butanol, a los que puede sumarse

l-mercapto-Z-propanol ( página 91 ) sirven para ilustrar que el comportamiento de un

alcohol secundario en transesterificaciones catalizadas por lipasas depende mucho tanto la

estructm-a del sustrato como de la lipasa empleada. Asimismo, la reactividad de los dioles y

polioles cuyos hidroxilos son secundarios no se ajusta a un comportamiento sistemátic05'7 y

la regioselectividad de sus reacciones contrasta con la de los l,n-dioles ( Capítulo IV ).

2. Aproximación al estudio del curso enantioselectivo de las acilaciones biocatalizadas

de ditiotreitol 1 de ditioeritritol

En la Introducción ( Capítulo I ) se discutió a u'avés de numerosos ejemplos el potencial de

las enzimas para llevar a cabo transformaciones estereoselectivas que permiten la resolución

de moléculas quimles y la obtención de productos con alta pureza quiral y diasteromérica.
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En las páginas anteriores se describió que las transesterificaciones biocatalizadas de DTT y

DTE (Esquemas 5.1 y 5.2 ) ocurren quimio y regioespecíficamente. Independientemente de

dichas propiedades, estas reacciones pueden haber uanscurrido enantioselectivamente. Para

DTE, esta eventual enantioselectividad representaría un caso de síntesis quiral, ya que

constituiría la obtención de una molécula de alta pureza quiral a partir de un compuesto

meso. En el caso de DTT, si las acilaciones fuesen enantioselectivas, se estaría además fiente

a un método de resolución de este ditiotetritol.

Por lo tanto, se decidió efectuar algunos estudios tendientes a evaluar el curso

enantioselectivo de las transesterificaciones estudiadas.

El exceso enantiomérico (ee) es una magnitud que indica la pureza quiral de un compuesto.

Se expresa como la diferencia entre la composición porcentual de cada enantiómerol l; por

ejemplo, un compuesto formado por 90 % de un enantiómero y lO % del ono, presenta un

ee del 80 %. De manera análoga se define el exceso diasteromérico (ed).

Cuando se conoce el poder rotatorio específico, [a]D , de un compuesto

enantioméricamente puro (100%), el exceso enantiomérico de una muestra de dicho

compuesto puede calcularse midiendo su rotación óptica y a través de la siguiente expresión:

[alD muestra
ee = ——— Fórmula5.1

[aID

donde [a]D muestra indica el poder rotatorio específico de la muestra del compuesto cuyo

ee se desea conocer.

La reversíbilidad de las acilaciones biocatalizadas tiene consecuencias muy importantes

sobre la estereoselectividad de estas reacciomslz. Se han desarrollado expresiones que

vinculan el grado de conversión con la pureza óptica de sustrato y producto ( los respectivos
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ee ) para acilaciones biocatalizadas en solvente orgánico llevadas a cabo bajo condiciones

irreversibles13y reversiblesl4. A partir de estas expresiones puede verse que cuando se deja

que las acilaciones lleguen al equilibrio, alcanzándose una situación de reversíbilidad,

disminuye el exceso enantiomérico del sustrato y del producto. En cambio, si estas

reacciones están sujetas a control cínétíco, es decir, si transcurren irreversiblemente, tal

como sucede con el empleo de agentes acilantes activados ( página 32 ), la

estereoselectividadno se peljudicals.

Sin embargo, la reversíbilidad de la reacción afecta la estereoselectividad sólo cuando la

conversión del sustrato es mayor al 40 % 15’16. Consecuentemente, al llevar a cabo

transesterificaciones biocatalizadas de sustratos quirales con agentes acilantes reversibles, si

se desea obtener un comportamiento estereoselectivo los grados de conversión no deben

sobrepasar el 40 %.

La correlación entre la enantioselectividad y las propiedades fisicoquimicas del solvente

depende del sustrato. Tampoco puede establecerse una correlación segm'a entre la

enantioselectividad y la longitud de la cadena carbonada del agente acilante17.

Las transesterificaciones catalimdas por CAL descriptas en los Esquemas 5.1 y 5.2 fueron

elegidas para estudiar su curso enantioselectívo. Motivó esta elección la numerosa cantidad

de trabajos eidstentes en literatura donde se hace mención de las propiedades altamente

enantioselectivasde la lipasa B de Candida amarctica18 (Novozym 435m). Entre estos

trabajos cabe mencionar a los de Hult y colaboradoresl9'21 y a los de Gotor y

colaboradoreszz'24.

Dado que el D'IT es un compuesto para el que se conoce el poder rotatorio específico

( [a]D ) de sus enantiómeros, la enantioselectividad de las transesterificaciones ensayadas se

evaluó midiendo la rotación óptica del ditiotetritol que quedaba sin reaccionar cuando se

interrumpieron las racciones. Este momento file elegido a grados de conversión adecuados
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y previamente a la medición óptica, la mezcla del producto de acilación y el D'I'I' se

separaron mediante cromatografía en columna. La Tabla 5.5 presenta los resultados

obtenidos.

TABLA 5.5 - Rotación óptica del sustrato y los productos provenientes de

transesteríficaciones de DTT ( 52 ) catalizadas por CAL

(ÏPB(C31¿XF132EÏ

OHQH 7a:n=0 7d:n=4 OH_0C0( )C
.- 7g:n=10 CHans

I-B SH CAL! HS SH
52011) 54(d1) n=0

57(tfl)n=10
56(dl)n=4

Agente t (h) a [a]D D'IT b ee (%)° Producto ( %)d [a]D productob
(°) °)acilante

---— -- -16d:l 100 —-- -­

7a 3 - 2,9 18:l:l 54 (31,8 ) 5,6

7d 1,5 4,1 26:k2 56 (34,1 ) 0,5

7g 2 0 O 57 (27,1 ) <0,l

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 180 rpm y 30°, en ausencia de solvente,
empleando una E/S = 1,95 en todos los casos y A/S = 15 para 7a y 5 para
los restantes acilantes.

b- Los poderes rotatorios se midieron con soluciones de concentración igual a
2 g del compuesto en 100 mL de cloroformo.

c- Calculado según Fórmula 5.1.
d- Los rendimientos se determinaron sobre producto aislado.

Los bajos valores de exceso enantiomérico logrados para el hidroxialcanotiol reflejan que

estas u'ansesterificaciones no resultaron útiles para la resolución de esta molécula. Es de

esperar entonces que la formación de los productos de acilación haya transcurrido con baja

enantioselectividad.
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De todos modos, se advierte que bajo las condiciones ensayadas los tres agentes acilantes

tuvieron distintos comportamientos. Frente a dodecanoato de etilo, la enantioselectividad

desplegada por CAL fue nula, pero si bien con los otros dos acilantes el curso

enantioselectívo fire muy pobre, el signo del [a]D del DTT recuperado en cada caso permite

afirmar que mientras que con acetato de etilo la lipasa file más discriminativa hacia un

enantiómero, con hexanoato de etilo seleccionó más el otro enantiómero.

Para estudiar la enantioselectividad de las transesterificaciones de DTE, se recurrió a otro

procedimiento, porque se partía de un compuesto ópticamente inactivo y tampoco se

disponía de valores de [a]D de los compuestos 55, 58 y 59 ( Esquema 5.1 y 5.2.b ):

OH OCO(CHZ)nCHg

HSMSH
55 (dl) n=0
ss (dl) n=4
59 (dI) n=10

ya que éstos no han sido descriptos hasta el presente trabajo.

Procediendo de modo análogo con el descripto para DTT, las acilaciones de DTE

catalizadas por CAL se llevaron a cabo sin solvente a 30° y bajo las condiciones

experimentales detalladas en las Tablas 5.1 y 5.3. Transcurridos tiempos de reacción que no

superaron las tres horas, las respectivas mezclas de reacción se purificaron por

cromatografia en columna y se midieron los poderes rotatorios de 55, 58 y 59 . El mayor

valor de [a 1D en valor absoluto correspondió al compuesto 55, que aislado con un 14,2%

de rendimiento luego de tres horas de reacción, dio un [a]D = -l,2 , por lo que se decidió

determinar el grado de pureza quiral de este compuesto.
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Para esto, se pensó en preparar un éster de Mosher del compuesto 55 . Los ésteres de

Mosher25 se obtienen a partir de un alcohol y de uno de los enantiómeros del ácido [a­

metoñ-a-(trifluorometilfl fenilacético:

conocido comúnmente como ácido de Mosher. Cuando el alcohol de partida no es

enantioméricamente puro, la reacción origina dos ésteres diasteroisómeros que pueden ser

diferenciados por resonancia magnética nuclear25.

En la literatura, la preparación de ésteres de Mosher aparece con fiecuencia como un

método adecuado para la determinación del exceso enantiome’ricode alcoholes provenientes

de tansformaciones biocatalizada526'29, hecho que motivó ensayar la siguiente reacción:

0H OCOCH3

Hs SH

55 (dl)

R- c——Cl
u RCOO OCOCHs RCOQ oCOCH,
o '. .­

—’ Hs SH + ¡BASH
CCL , Py

62 63

Ph

R = H300>C <CF3

ESQUEMA 5.3

Luego de veintiún horas a 27°, el análisis por cromatografia gaseosa de una alícuota de

reacción reveló la desaparición de 55 y mostró la presencia de dos compuestos que

representaban el 88 % y cuyos tiempos de retención eran muy cercanos. Estos compuestos,
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analizados por cromatografia gaseosa/espectrometría de masa, originaron dos espectros de

masa casi idénticos, hecho que hizo pensar en su naturaleza diasteroisómera.

Se ha descripto que a 400 MHz se puede lograr una resolución de 0,02 ppm entre las

señales de los hidrógenos de los metilos de acetatos diastereoisómerosZ7 ; a 500 MHz es

posible alcanzar una resolución de hasta 0,001 ppm. El espectro de resonancia magnética

nuclear de Hl a 500 MHz del líquido aislado tras finalizar la reacción presentaba, en la zona

correspondiente a los hidrógenos de los grupos acetilo, dos señales muy intensas (singuletes)

a 2,1958 y 2,2047 ppm. Por lo anterior, tanto los resultados hallados por cromatografía

gaseosa como por resonancia magnética nuclear de H1 a 500 MHz indican que 55 no es

ópticamente puro. La existenciade un multipletea l,38-l,54 ppm y de otro a 2,60-2,86 ppm

indicó que en los ésteres de Mosher diasteroisómeros los grupos sulfliidrilo se encuentran

sin esterificar, mientras que se observó un multiplete adicional entre 5,10 y 5,23, zona de los

protones metínicos, -Cfl-. Estos datos permitieron postular las estructuras 62 y 63 para los

productos principales de la reacción descripta en el Esquema 5.3. En base a la integración de

62 y 63 en el cromatograma gaseoso, puede calcularse para 55 un ee del 67%.

Comparado con 54 , preparado bajo condiciones análogas a 55 , este último compuesto

posee mayor pureza quiral ( 67 % frente a 18 % ). Podría pensarse entonces que para la

acetilación de DTT y de DTE con acetato de etilo en presencia de CAL, la lipasa es algo

más enantioselectiva fiente a la configuración eritro. No obstante, cabe mencionar que un

valor de ee igual al 67 % sólo puede interpretarse como un grado de enantioselectividad

pobre.

Hasta el presente, no es factible predecir si una acilación catalizada por lipasa n‘anscm'rirá

estereoselectivamente, porque como ya se dijo, la naturaleza del sustrato, del agente acilante

y las condiciones de reacción afectan complejamente a esta propiedad. Por ejemplo, así

como para CAL se ha encontrado excelente estereoselectividad, también se han descripto

resultados muy pobres30.
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Preparación de a,a)-hidroxialcanotioles bifuncionales

Durante el desarrollo del presente trabajo se ha investigado el comportamiento de

diversos a,a)-hidr0)da1canotioles bifimcionales:

HS-(CH2)¡n-OH
l rn = 2 16 m = 8

14 m = 3 17 m = 12

fiente a reacciones de transesterificación catalizadas por lipasas.

Salvo en el caso de 2-mercaptoetanol( l ), los restantes a,o>-hidrorda1canotiolesestudiados

no son compuestos asequibles comercialmente, por lo que debió llevarse a cabo su

preparación.

En literatura se ha descripto la existencia de distintos hidroxialcanotioles, entre los cuales los

más fiecuentes son los 2-hidroxialcanotiolesy ciertos análogos azufiados de monosacáridos

en los que un átomo de oxígeno, ya sea acetálico o no, está reemplazado por un azufi'el.

La búsqueda bibliográfica de los métodos descriptos hasta el presente para obtener

hidroxialcanotioles reveló una serie de preparaciones bastante poco satisfilctorias desde el

punto de vista preparativo.

La síntesis de los hidroxialcanotioles bifimcionales de fórmula 64 :

RRTgamas-Ram
SH OH

64

donde R, R1, R2, R3 y R4 son hidrógeno, restos alquílicos, aJicíclicos o arílicos involucra

métodos preparativos diferentes dependiendo de si m es igual o distinto de 0.
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l) m=0

Se trata de 2-mercaptoalcoholes, moléculas en las que los grupos tiol e hidroxilo se

encuentran en carbonos adyacentes. Para estos compuestos, el método de obtención más

adecuado parte del epóxido correspondientez. La apertura del anillo oxiránico se ha llevado

a cabo con sulfuro de hidrógeno en medio a1calino3,reacción que va acompañada por la

formación de cantidades significativas del sulfuro correspondieme4:

OD (IZQ (ESD
OH OH

44% 53%

Tambiénse ha descriptola aperturadel epóxidopor reaccióncon tiourea( 65 ) y

ácida; se forma así una sal de B-hidrom'isotiouronio intermediaria que por hidrólisis en medio

alcalinoconduce al 2-hidroñalcanotiol5:

H2NNH2

65

É OH +

Á + Á + PhCOzH——> Á/S YNHz PhCOz'
NHz

l NaOH

OH

SH
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2) mz0

En este caso, los grupos fiincionales no están en carbonos adyacentes y estos compuestos

pueden ser obtenidos por métodos adecuados para la síntesis de tioles y de alcoholes en

general.

La existencia en bibliografia de preparaciones que parten de un precursor que ya contiene el

tiol y otro grupo funcional que se transforma en alcohol, es muy escasa. Las informadas en

literatura son reducciones de ácidos mercaptocarboxílicos con hidruro de aluminioy litio.

King y Raizhore6mencionan la preparación de 3-mercapto-l-propanol ( 14 ) y de alcohol o­

mercaptobencilico por reducción de los correspondientes ácidos carboxflicos con hidruro de

aluminio y litio, asi como también de alcohol o-(mercaptometil)bencílico por reducción de

anhídrido tiofiálico con el mismo hidruro. No obstante, en ninguno de estos casos informan

el rendimiento con el que transcurren estas preparaciones, las cuales no habían sido

descriptas hasta ese momento.

Robinson et al7 describen la reducción de ácido tioláctico (ácido 2-mercaptopropiónico) con

hidruro de aluminioy litio para obtener 2-mercapto-l-propanol con un 39% de rendimiento.

La preparación de tioles que en la molécula poseen otro grupo funcional ha sido descripta

con mayor frecuencia mediante métodos generales de obtención de tioles. En este caso, los

compuestos de partida contienen, además del otro grupo fiincional, uno que es precursor del

tiol.

Los halogenuros de alquilo son reactivos especialmente versátiles para la síntesis de tioless,

ya que reaccionan con una amplia variedad de compuestos que contienen azufie, para dar

especies intermediarias que posteriormente liberan el tio]. En particular, la reacción de los

halogenuros de alquilo con tiourea9 ( Esquema 6.1 ) produce, a través de una sustitución

nucleofilica, una sal de S-(‘ °' ' ' l ")¡wï' ° , que no necesita ser aislada y que en

una reacción subsiguiente se hidrolim liberando el tiol:
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ñ ¡A + x­
R-X+ s ¿H2 _. R. íNHz —> RSH

NI-I2 NH
2

ESQUEMA 6.1

Este método, ampliamente utilizado para preparación de mercaptanos, es experimentalmente

simple, no da lugar a la formación de sulfuros y transcurre con rendimientos variados.

La obtención de tioles a través de la reacción con tiourea ha sido efectuada partiendo de

numerosos halogenuros de alquilo de diversa naturaleza: saturadoslo, insaturadosl 1, ácidos

haloalquilcarboxílicoslz, halohidrinas, etc. En este último caso los productos obtenidos son

mercaptoalcoholes, y los así preparados descriptos en bibliografia se obtuvieron con

rendimientos que oscilan entre el 10 y el 60 %l3'15.

Si se tiene en cuenta que la formación de la sal de S-alquilisotiom'onio involucra una

sustitución nucleofilica, el tiempo de reacción entre el halogenuro y la tiourea varía

considerablemente con el tipo de halógeno presente en el halurolo. Los bromuros suelen

requerir alrededor de tres o cuatro horasloalzJó, mientras que los cloruros reaccionan

entre dieciséis y veinticuatro horas aproximadamente-¡’14,

El procedimiento más común para liberar el tiol es la hidrólisis alcalina de la sal con

hidróxido de sodio7,10’12a14a16. Sin embargo, en este medio se ve favorecida la oxidación

de los tioles a disulfiiros por acción del aire debido a que, en presencia de oxígeno, se

producen radicales tioles a partir de los tiolatos formados en el medio básico”. De hecho,

algunos autores han detectado la formación de disulfuro durante preparaciones de tioles

llevadas a cabo en medio alcalino, ya sea empleando la reacción con tiourea18 u otros

métodoslg.

Si en la fórmula 64 ( página 137 ) todos los grupos R son hidrógenos, las moléculas en

cuestión son a,a)-hidroxialcanotioles de cadena lineal no sustituidos, HS—(CH2)nrOH,
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algunos de los cuales se obtuvieron a lo largo de este trabajo y cuyas preparaciones se

discuten a continuación.

Preparación de 3-mercapto-l-propanol

Una búsqueda en literatura de los métodos existentes hasta el momento para obtener 3­

mercapto-l-propanol( 14 ) revela una serie de preparaciones que en general transcurren con

rendimientos poco satisfactorios.

La reacción de 3-cloro-l-propanol20 con sulfuro ácido de sodio da lugar a la formación de

3-mercapto-l-propanol con un 17% de rendimiento.

Por reacción de la misma halohidrina con tiourea en etanol a reflujo, seguida de hidrólisis

con hidróxido de sodio se obtuvo 3-mercapto-l-propanol con 43% de rendimiento,

acompañado de cantidades sustancialesdel disulfurols.

Empleando la misma reacción, pero tratando el 3-bromo-l-propanol con tiourea a reflujo y

luego hidrólisis básica, el rendimiento fire del 23%16.

Se ha descripto la reacción de alcohol alílico con sulfuro de hidrógeno como método de

preparación, irradiando con una lámpara de mercurio a 25° 21 o con catalizador de cobalto

a presión22- En sendas preparaciones se forman el tioéter y el disulfuro, respectivamente.

También se ha informado la obtención mediante reacción de 3-bromo-l-propanol con

t-C12H258Na seguida de reacción con ácido fosfórico 50% a 175° 23.

Partiendo de alcohol alJ'Jicose desarrolló la siguiente preparación, en la que los autores no

indican rendimiento24 :

&\/OH AcSHl CAC NaOH HS\N0H
BZ202 SM

14
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Utilizando ascaridol en vez de peróxido de benzoílo, Harding y Owen25 refirieron la

secuencia anterior con un rendimiento global del 29 % .

Robinson et aI7 han informado la preparación de 3-mercapto-l-propanol por reacción de 3­

cloro-l-propanol con etilxantato de sodio (NaSCOgEt) seguida de reducción con hidruro de

aluminio y litio del xantato intermediario formado. Se obtuvo el producto con un 35 % de

rendimiento.

Como ya se mencionó, King y Rathore6 redujeron ácido 3-mercaptopropiónico con hidmro

de aluminio y litio, aunque no informaron ni condiciones de reacción ni rendimiento.

Si bien es posible reducir ácidos carboxílicos con hidruro de aluminio y liti026,27, esta

reacción es menos satisfictoria que la reducción del correspondiente éster o cloruro de ácido

y da lugar, en muchos casos, a bajos rendimientos de reacción. En particular, la reducción

con hidruro de aluminio y litio del ácido tioláctico (ácido 2-mercaptopropiónico), un

isómero de posición del ácido 3-mercaptopropiónico ( 66 ), cuya reducción se efectuó en

nuestro laboratorio ( página 143 ), condujo a obtener 2-mercapto-l-propanol con un

rendimiento del 39%7.

Más recientemente28 se ha informado la obtención de 3-mercapto-l-propanol a través de

sulfoboración del oxetano con sulfilro de bis (1,5-ciclooctano-díborilo) (sulfuro de 9-BBN)

y posterior reacción con acetilacetona, con un rendimiento global del 83 %. Sin embargo, el

reactivo de partida, sulfuro de 9-BBN, no es un compuesto accesible comercialmente, por lo

que su obtención, a partir de 9-BBN y azufre elemental”, lleva el rendimiento global de la

preparación al 69%.

El tratamiento de ácidos carboxílicos con hidruro de bis (2-metoxietoxi) aluminio y sodio

(SMEAH) ha sido descripto como un procedimiento conveniente para la reducción de estos

compuestos30a3l y permite obtener los alcoholes primarios correspondientes con buenos

rendimientos3 1.

Debido a esto, inicialmente, en nuestro laboratorio se intentó preparar 3-mercapto-l­

propano] por reducción del ácido 3-mercaptopropiónico ( 66) en un solo paso.
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Con este fin, se trató una solución de ácido 3-mercaptopropiónico en tolueno a reflujo con

SMEAH. El por cromatografíagaseosa y posterior cromatografia gaseosa/

espectrometria de masa del líquido proveniente de la reducción mostró una mezcla de ácido

sin reaccionar, B-tiopropiolactonay 3-mercapto-l-propanol.

También se ensayó la reducción del ácido 3-mercaptopropiónico con borohidruro de sodio­

ácido sulfi'irico en teu'ahidrofiirano32 a temperatura ambiente. En este caso la reacción

ensayada tampoco fue útil desde el punto de vista sintético, ya que el cromatograma gaseoso

del líquido aislado de la reacción mostró ácido sin reducir y 3-mercapto-l-propanol en

proporción minoritaria.

La preparación de 3-mercapto-l-propanol se efectuó entonces según el siguiente esquema:

EtOH '
HSVYOH __* HS OEt _,IJA1Hs HS\/VOH

o stOH I THF
o 14

66 67

La obtención del 3-mercaptopropionato de etilo ( 67 ) se llevó a cabo por calentamiento del

ácido 3-mercapto-propiónico con exceso de etanol en presencia de ácido p-toluensulfónico,

reproduciendo así las condiciones experimentales de una técnica reciente”. En esta

referencia los autores describen la preparación del éster etílico del ácido 2­

mercaptopropiónico, bajo las condiciones mencionadas, con un dudoso rendimiento del

98%, ya que no desplazan del sistema de reacción el agua formada. En efecto, el 3­

mercaptopropionato de etilo así preparado en nuestro laboratorio file obtenido con 45 % de

rendimiento, por lo que se llevó a cabo nuevamente la preparación en condiciones análogas,

acompañadas de destilación azeotrópica durante el reflujo. De este modo pudo elevarse el

rendimiento al 77 %, similar al informado en una preparación de 3-mercaptopropionato de

etilo con condiciones experimentales semejantes a las empleadas en nuestro caso34.
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Por reducción de 3-mercaptopropionato de etilo con hidruro de aluminio y litio en

tetrahidrofiirano a temperatura ambiente se aisló 3-mercapto-l-propanol con 84% de

rendimiento.

De este modo se obtuvo el hidroxialcanotiol deseado con un rendimiento global del 65%.

Preparación de 4-mercapto-l-butanol

La obtención de 4-mercapto-l-butanol ( 15 ) estaba descripta en bibliografia, mediante

procedimientos que conducían a1producto deseado con muy bajos rendimientos.

Harding y Owen25 prepararon 4-mercapto-l-butanol mediante la siguiente secuencia,

mencionada en la página 90 al discutir la preparación de acetato de 4-mercaptobutilo ( 22 ):

COBr om AcSHCHs AN Won; NaOH
Br sm ’

68 69

/\/\/OH
SH

15

La reacción descripta por Cloke y Pilgrim35 entre tetrahidrofurano y bromuro de acetilo

daba lugar a una mezcla de productos cuya composición no fue estimada y que Harding y

Owen no separaron, utilizando acetato de 4nbromobutilo(68 ) impuro para continuar con la

secuencia. Por lo tanto, si bien no es posible precisar el rendimiento global con que

obtuvieron 4-mercapto-l-butanol, basándose en los rendimientos que los autores informan

para el pasaje de 68 a 69 y de 69 a 4-mercapto-l-butanol, puede afirmarse que debió ser

bastante menor al 52 %.

A partir de acetato de 4-clorobutilo, Szarvasi36 obtuvo el hidroxialcanotiol con un

rendimiento global del 20%, según la siguiente secuencia:
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/WOAC NaSH NVOAC KOH OH

69 15

Cuando el mismo autor intentó obtener 4-mercapto-l-butanol por reacción de 4-cloro-l­

butanol con sulfirro de sodio en etanol a reflujo, el producto se formó con sólo un 24% de

rendimiento debido a la ciclación de la halohidrina durante la reacción.

En el resto de las preparaciones publicadas hasta el presente, la obtención del

hidroúalcanotiol buscado se logra a través de la reacción de una molécula precursora con

tiourea y posterior hidrólisis de la sal de S-alquilisotiouronio formada.

Doi et al37 refirieron la obtención de 4-mercapto-l-butanol a partir de 4-cloro-l-butano],

basándose en la técnica descripta para la preparación de 1,2-etanoditiol via la sal de S­

alquilisotiouronio del 1,2-díbromoetano38. Sin embargo, estos autores omiten todo dato

referente al rendimiento con que obtuvieron el hidroxialcanotiol deseado al haber adaptado

la técnica.

A partir de otra halohidrina, 4-bromo-l-butanol, se ha informado la preparación de 4­

mercapto-l-butanol con 43% de rendimiento7, según las condiciones descriptas por

Goethals et a113.

King et al 14 descubieron la obtención de 4-mercapto-butanol con un rendimiento del 65%,

via la sal de S-alquiJisotiouronio del acetato de 4-clorobutilo. Este rendimiento es discutible,

ya que los autores citan la reacción de tetrahidrofiirano con cloruro de acetilo para formar el

acetato de 4-clorobutilo35, reacción que conduce a una mezcla de productos en la que el

cloroacetato en cuestión está en un 76%. King et al no consideran este hecho, con lo que en

el mejor de los casos, el rendimiento global de su preparación de 4-mercapto-l-butanol sería

del 49%.
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Por otra parte, la sulfoboración de telrahidrofurano seguida de tratamiento con

alzetilacetona28 condujo a la obtención de 4-mercapto-l-butanol con un 63 % de

rendimiento.

Considerando estos antecedentes, en nuestro laboratorio, la preparación de 4-mercapto-l­

butano] se orientó hacia la reducción de la y-tiobutirolactona ( y-TBL , 70 ) con hidruro de

aluminio y litio en tetrahidrofurano:

O

TI-lF HO

70 15

Se probaron distintas condiciones experimentales que se detallan en la Tabla 6.1.

TABLA 6.1 - Reducción de y-tiobutirolactona con hidruro de aluminio y litio en
teu'ahidrofiirano

Temperatura Tiempo de reacción Relación Productos obtenidos
(°) (h) LiAlH4/y-TBL

25 72 5,0 ácido 4-mercaptobutirico

65 1,5 7,9 4-mercapto-l-butanol

65 5,5 5,0 4-mercapto-l-butanol

65 1,5 2,0 4-mercapto-l-butanol y
4-hidroxi-l-butildisulfi1ro

65 5,0 2,5 4-mercapto-l-butanol y
4-hidroñ-l-butild151flfur'o
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Por reacción a 25° durante tres días se obtuvo un líquido que al analizarse por cromatografia

gaseosa presentó la tiolactona de partida y otro componente minoritario de elevado tiempo

de retención. Este compuesto pudo ser aislado por cromatografia flash y en base a sus

propiedades espectroscópicas se identificó como ácido 4-mercaptobutín'co.

Cuando la reducción se llevó a cabo a reflujo empleando relaciones hidruro de aluminio y

litio /y-tiobutirolactona iguales a 7,9 y 5,0 durante los tiempos indicados en la Tabla 6.1, se

obtuvo un producto cuyas propiedades espectroscópicas coincidieron con las descriptas para

el 4-mercapto-l-butanol7,14. El hidroxialcanotiol buscado fue obtenido con un 76% de

rendimiento, lo que significó una mejora con respecto a los métodos existentes en literatura

anteriormente discutidos. Además, hasta el presente, y a nuestro mejor saber, no ha sido

informada ninguna reducción de una tiolactona.

La variación de la relación hidruro de aluminio y litio / y-tiobutirolactona empleada mostró

tener influencia sobre la reacción estudiada, hecho que puede observarse en la Tabla 6.1. En

efecto,si la relaciónhidrurode aluminioy litio / y-tiolactona a 2,0-2,5 , por

reacción a reflujo tanto una hora y media como durante cinco horas, se aislaba una mezcla

que analizada por cromatografía gaseosa no indicaba la existencia de y-tiobutirolactona. El

espectro de resonancia magnética nuclear protónica de esta mezcla mostró un triplete

centrado en 8 = 2,66 ppm, con una J = 7 Hz, señal debida a los dos hidrógenos adyacentes a1

enlace disulfuro, -CH2-S-S- y que resulta de utilidad diagnóstica para detectar la presencia

de disulfuroen estas mezclasde reacción. ( Figura 6.1 ). El por cromatografia

gaseosa! espectrometría de masa de dicha mezcla presentó una seña] correspondiente al 4­

mercapto-l-butanol y otra en cuyo espectro de masa el ion molecular apareció a m/z = 210,

que fiie asignado al 4-hidroxi-l-butildisulfuro ( 71 ) :

HO-(CH2)4-S-S-(CH2)4-OH

71
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FIGURA 6.1 - Fragmento del espectro de resonancia magnética nuclear protónica de la

mezcla proveniente de la reducción de y-tiobutirolactona con hidruro de

aluminio y litio en tetrahidrofiirano a reflujo, empleando una relación

LiAlI-I4/y-TBL = 2,0-2,5
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Preparación de 8-mercapto-1-octanol y de lZ-mercapto-l-dodecanol

Cuando se emprendió la obtención de los productos indicados, la literatura registraba

solamente un trabajo sobre la obtención de 8-mercapto-l-octanol ( 16 ) y lZ-mercapto-l­

dodecanol ( 17 )15. En dicho trabajo se informaba la preparación de varios (1,0)­

hidrordalcanotioles HO-(CH2)n-SH ( n = 6-12, 14,16 ) obtenidos a partir de las

correspondientes halohidrinas a través de las respectivas sales de S-alquilisotiouronio.

Estas sales eran hidrolizadas con hidróxido de sodio, a reflujo:

s
I ­)\ +

JH HzNNHz Jill Br OH NaOH JH
R- m-2 HQN S m-2 SH m-2

m =6-12, 14, 16

Los autores mencionan que los rendimientos de estas preparaciones fueron bajos, oscilando

entre el 10 y 30%. Además, sólo se refieren de modo global a todos los compuestos

formados, no dando ningún tipo de dato particular acerca de los compuestos de nuestro

interés ( m = 8,12 ).

En nuestro caso, ambos compuestos fueron obtenidos por reacción del correspondiente co­

bromo-l-alcohol con tiourea para dar una sal de S-(co-hidroxi-l-alquil)isotiouronio, la cual,

por posterior ruptura en un medio adecuado, generó el tio].

Por tratamiento de 8-bromo-l-octanol primero con tiourea en etanol a reflujo y luego por

calentamiento con hidróxido de sodio acuoso, se obtuvo con 67 % de rendimiento 1m

liquido puro por cromatografia gaseosa, que desarrolló coloración intensa con el reactivo de

Ellmany que file identificado espectroscópicamente como 8-mercapto-l-octanol.
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Cuando se hizo reaccionar l2-bromo-l-dodecanol con tiourea en etanol a reflujo y

posteriormente se hidrolizó calentando con hidróxido de sodio acuoso, se aisló un producto

cuyo cromatograma gaseoso presentó dos señales en relación 1:1 aproximadamente. En el

espectro de resonancia magnética nuclear protónica de esta mezcla se observaron, entre

otras, una señal entre 2,47 y 2,58 ppm , asignable a los hidrógenos del carbono adyacente al

grupo tio], -Cfl2SH , y un triplete centrado en 2,68 ppm ( J = 8 Hz ) debido a los

hidrógenosdel carbonounido al enlace disulfuro,-Cfl2-S-S-. En efecto, el por

cromatografia gaseosa/espectrometría de masa permitió asignar los dos componentes de la

mezcla al lZ-mercapto-l-dodecanol y al lZ-hidroñ-l-dodecildisflfuro, HO-(CH2)12-S-S­

(CH2)12-0H (72 )­

Ya se comentó que si bien el procedimiento más habitual para la ruptura de las sales de S­

alquil-isotiouronio es la hidrólisis alcalina, es sabido que este medio favorece la oxidación de

los tioles a disulfuros, especialmente para los mercaptanos de mayor peso molecular4. En

bibliografia existen alglmos ejemplos en los que se ha ensayado con mejores resultados otros

procedimientos para la hidrólisis de la sal. Se ha descripto que no hubo formación de

disulfirro cuando se reflujó la sal en una solucion del álcali desgasificada y en annósfera de

nitrógeno39 ; por otra parte, la hidrólisis en bicarbonato de sodio con calentamiento4o o en

etanol a reflujo41 condujo a la obtención de los tioles sin producción de disulfuro. Cabe

señalar que todos estos ejemplos se limitan a muy pocos compuestos que además son

bastante específicos estructuralmente.

En este u'abajo, y con el objeto de ensayar distintas condiciones de ruptura del bromuro de

S-(l2-hidroñ-l-dodecil)isotiomonio tendientes a evitar la formación lateral de disulfuro, la

sal fue aislada y purificada. En la Tabla 6.2 se presenta un esquema de los reactivos

probados y los resultados obtenidos.

Aun probando la hidrólisis con hidróxido de sodio acuoso desgasificado a reflujo en

atmósfera de nitrógeno, el producto resultante presentó disulfuro en proporción similar al

tio].
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TABLA 6.2 - Ruptura del bromuro de S-(lZ-hidroxi-l-dodecil)-isotiouronio

Reactivo Solvente Temperatura (°) Tiempo (h) Productos obtenidos

NaOH etanol-agua 78 3 tiol + disulfuro

NaOH aguaa 78 3 tiol + disulfuro

NaHCO3 agua 25 16 no se observó reacción

NaBH4 metano] 25 18 tiol + disulfiiro

Zn ácido acético 25 20 tiol

a- Desgasificada y en atmósfera de nitrógeno.

En el caso de usar bicarbonato de sodio para la ruptura, se recuperó la sal de S­

alquilisotiouronio de partida.

Ya que el pasaje de una sal de S-alquilisotiouronio al correspondiente tiol puede ser

considerado como una reducción, se decidió probar si algtmo de los reactivos que reducen el

enlace dÍSUJfiJI'Oa tiol 42, y que evitar-¡an la oxidación de este último, son capaces de

escindjr la sal en cuestión. No existe en literatura ninguna ruptura de estos compuestos

llevada a cabo en presencia de un reactivo reductor.

Por reacción del bromuro de S-(lZ-hidroú-l-dodecmisotiouronio con borohidruro de sodio

en metanol a temperatura ambiente, si bien hubo ruptura de la sal, no pudo evitarse la

formación de disulfuro. Finalmente, al emplear como reductor cinc en ácido acético, se logró

obtener lZ-mercapto-l-dodecanol libre de disulfuro.

Debido a que ambos bromuros de S-(co-hidroñ-l-alquilfisotiouronio:
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+ .
NH: Br OH

HZN S m-2

73 m=8
74 m=12

no han sido descriptos hasta el momento, los mismos fueron aislados, pm-ificados y

caracterizados espectroscópicameme (ver Capítulo VIH ).
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Espectrometría de masa de sustratos y productos de acilaciones biocatalizadas

descriptas en este trabaio

Durante el desarrollo de esta investigación, los sustratos empleados en las

transesterificaciones catalizadas por lipasas y los productos provenientes de las mismas se

caracterimron mediante sus espectros de masa y de resonancia magnéticanuclear delH y de

l3€ (ver Parte Experimental,Capítulo VIII ).

Dado que un gran número de estas moléculas no ha sido descripto hasta el presente y

considerando que los espectros de masa de aquellas que figuran en literatura tampoco han

sido muy estudiados, resulta de interés efectuar un estudio sistemático de sus espectros de

masa, obtenidos mediante ionización por impacto electrónico a 70 eV.

Con esta finalidad, las moléculas a analizar pueden agruparse en las siguientes fimilias:

l) hidroxialcanotioles bifiincionales;

2) ésteres de co-mercaptoalquilo;

3) derivados acilados de l-tioglicero];

4) derivados mono-O-acilados de ditiotreitol y de ditioeritritoL

Su comportamiento en espectrometría de masa se discutirá a continuación.

Hidroxialcanotioles bifuncionales

La bibliografiaregistra espectros de masa de compuestos de esta familialg, pero sólo se ha

propuesto un esquema de fi'agmentación para el 2-mercaptoetanol3:
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+ ' HS . +. - ' +CH2=OH«fi [ ü» CHZ=SH
m/z 31 (50%) M+', m/z 78 (35%) m/z 47 (38%)

l-
[Czflns 1+.

m/z 60 (100 %)

ESQUEMA 7.1 - Esquema de fragmentaciónpropuesto para el 2-mercaptoetanol

(Referencia 3)

Este espectro ha servido para ilustrar la influencia que poseen distintos grupos funcionales

sobre el esquema de fi'agmentaciónl,3. Es sabido que los heteroátomos dirigen los procesos

de ruptura4 y para el caso de 2-mercaptoetanol, la localización de carga puede efectuarse

preferencialmente sobre el átomo de azufi'e, ya que sus electrones sin aparear poseen un

potencial de ionización considerablemente más bajo que los del átomo de oxígenos. Esto

significa que el azufi'e, menos electronegafivo que el oxígeno, estabiliza mejor una carga

positivaó, y así se explica que los iones más importantes del espectro de masa de 2­

mercaptoetanol suljan de estructuras donde la carga positiva reside sobre el átomo de

azufie. Con respecto al pico base del espectro, m/z = 60, atmque ha sido mencionado en

literatma3a6’7, siempre se lo representó como [C2H48]+- , sin detallar su estructura.

Los espectros de masa de los hidroxialcanotioles se detallan en la Tabla 7.1.

En primer lugar, el Esquema 7.2 propone un camino general de fiagmentación para los (1,0)­

hidroxialcanotioles. En estos compuestos se observa que a medida que aumenta el peso

molecular, disminuye la importanciadel átomo de azufi'e para los procesos de



h

TABLA7.1 -Abundanciasrelativasdefi'agmentosespecíficosenlosespectrosdemasadehidroxialcanotioles"

Compuesto

l
14 15 16 17 75 76

M+. 78(40) 92(60)
106(3) 162(0) 218(1) 92(12) 106(32)

[(CH2)XSH1+b

476189
(53)(6)(o) (46)(39)(o) (52)(lo)(7) (38)(15)(6) (12)(8)(14) (19)(2)(o) (21)(39)(o)

HS(ampli

lm=2 14m=3 15m=4 45° (27) (26) (25) (13)
(8)

(100) (100)

16m=8 17m=12

m/z(%)

M+--33 45(27) 59(17) 73(10)
¡29(1) 185(l)

59(21) 73(16)

M+°-34 44(11) 58(87) 72(1)

(0) (0)

58(3) 72(1)

Em

OH
76

[(CH2)x0H]+dM+-184341

45c87 (27)(0) (26)(0) (25)(3) (13)(58) (8)(100)
(100)(0) (100)(0)

60(100)(31)(5) 74(56)(50)(100) 88(100)(25)(41) 144(2)(20)(100) 200(5)(30)(53)
74(16)(17)(16) 88(1)(36)(7)

"'Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfi'agmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalan

entreparéntesis.

a-ConcuerdacualitativamenteconeldescriptoenReferencia3.b-Noseconsideróelionam/z=75porpresentaruna

abundanciamuybajaentodoslosespectros.c-Sobreesteion,verobservacioneseneltexto.d-Losionesam/z=59 y73noseconsideraronporpresentarabundanciasbajas.
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[cmHngl>1+'._'st [HS(CH;)m0H]*' CHESLHi. [cusr'
+.

m/z=M+- 34 M m/z 47 m/z 45

«¿em—->

ÏÉ/ -(¿Hgflon

[(CHz)m0H]+ -Hï/ ' [ ((312;lem/z = M+- 33
[(CHz),(SH]+m>x>2, m/z 61,75,89

[ (CH2)x0H 1++.

[CNI-¡231] rn)le \\
m/z 60, 74, 88 m/z 31,45, 59, 73, s7

x=2 III [(CI-l¡)31+ m/z 43

[CHZCHCHZ 1+ m/z 41

ESQUEMA 7.2 - Esquema de fi'agmentaciónpropuesto para a,co-hidr0)dalcanotioles

fi'agmentación. Hay varios indicios de este comportamiento. Uno de ellos lo constituye el

ion producido por ruptura a al sulfliidrilo,[Cstl-I]+ ( I , m/z = 47 ), de interés diagnóstico

en tioles primarios, cuya intensidad decrece del compuesto l al compuesto 17. Las señales

originadas por pérdida de agua a partir del ion molecular, que forman una sen'e homóloga a

m/z = 60, 74, 88 ..., que se discutirá más adelante, pasan de ser picos base en los

compuestos l y 15 a una abundancia muy pobre en los compuestos 16 y 17. Estas

tendencias se manifiestan claramente en el espectro de masa del compuesto 17, en el que las

señales de mayor importancia correspondieron a un ion de la serie de los alcoholes (m/z=87)

y al catión alilo (m/z = 41). Por lo tanto, en estas moléculas, cuando se fija la naturaleza de

los grupos fimcionales y se varía la longitud de la cadena hidrocarbonada, la abundancia de

los iones no puede predecirse en función de la habilidad del heteroátomo para localizar una

carga positiva. Esta disminuciónde la importanciadel átomo de azufre para las

rupturas concuerda con lo descripto en bibliografia para tioles monofimcionales de peso
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molecular elevado, compuestos en los que es raro que el pico base o las señales de

abundanciaaltacontenganm8.

La pérdida del sulfliidrilo (M+-33) es una ruptura que puede observarse con intensidad

variable en los espectros de masa de tioles, a diferencia de lo que sucede con el hidroxilo en

los alcoholess. Además, como se apreciará a lo largo de este capítulo, en los espectros de

masa de tioles suele ser significativa la presencia del ion a m/z = 45 ( H ), que se origina a

partir del ion a m/z = 47 ( I ) 9 ( Esquema 7.2 ). No puede descartarse que en los

compuestos analizados el ion a m/z = 45 también corresponda a [CH2CH20H]+

(III , Esquema 7.2), aunque en los a,o>-hidroxialcanotiolesl, 14 y 15, donde se manifiesta

más la influencia del átomo de azufi'e en localizar la carga, podría suponerse que II

contribuye más a la existencia del ion a m/z = 45 que [[I.

Si ahora se analizan los dos hidroxialcanotioles bifuncionales restantes ( 75 y 76 ), que

poseen en común el hecho de ser alcoholes secundarios con un grupo tiol en posiciones

adyacentes, se observa que el pico base de ambos espectros es el ion a m/z = 45. Teniendo

en cuenta que en los espectros de los a,co-hidroxialcanotioles dicho ion presentó

abundancias inferiores al 30% y que en los espectros de masa de metilcarbinoles secundarios

la ruptm'a que conduce a [CH3CHOI-I]+es muy importante“), cabe pensar aquí que esta

última especie es la que representa mayoritariamente al ion a m/z = 45 en ambos espectros:

+. +.
H _| _ ' ' H _|c SH ­

LS" HZ—> [CHgCHOH1+ «wH xq/
75 m/z 45 (¡oo %) SH

76

ESQUEMA 7.3 - Esquema propuesto para la formación de los picos base de los

compuestos 75 y 76
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Según las rupturas del Esquema 7.3, en 75 y 76 el átomo de oxígeno posee una influencia

mucho rmyor que el de azufie sobre los procesos de fi-agmentación.Al comparar los pares

de isómeros de posición 14, 75 y 15, 76 , el oxígeno parece tener predominio sobre el azufi'e

para las rupturas si forma parte de un hidroxilosecundario,aun cuando la molécula

posea un grupo tio].

Esteres de (o-mercaptoalguilo

Estas moléculas bifuncionales poseen un grupo éster y un sulfliidrilo. La longitud del (1,0)­

hidroxialcanotiol precursor dio lugar a cinco series de compuestos:

R-COO-(CH2)m-SH m = 2, 3, 4, 8, 12

de las que se obtuvieron los espectros de masa ( Tablas 7.2 a 7.6 ).

En todas estas series se observaron los iones de la serie [(CH2)XSH]+(m/z = 47, 61, 75, 89)

con intensidades muy variables. La señal a m/z = 61 se destacó en los ésteres de 2­

mercaptoetilo, serie dentro de la cual constituyó una de las señales más importantes de los

espectros. En caso de que este ion proviniera de tioles primarios lineales, se han propuesto

dos estructuras posiblesl l:

é
[CI1201128H1+ y/o ¿É

En los espectros de masa de tioles, el ion a m/z = 89:

<9
H



Compuesto

10 ll 12 13

TABLA7.2 -Abundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadeésteresde2-mercaptoetilo"

M+.

47

¡20(1)(13)

(21)

¡34(14)(100)121(3) 14s(3)(5) ¡76(1)(6) 204(1)(5) 232(0)(1) 260(0)(3)

CH3(CH2)n-COO-(CH2)2SH

[(CH2)xSH]+

61
(32) (37) (99) (75) (97) (67) (36) (79)

(33) (49)
(100)

(43) (63) (21) (16) (19)

M+-33

(4) (10) (11) (22)
(5)

(36)
(3) (9)

60
(100)

(37) (99) (77) (97) (66)
(100)

(94)

Rco+ 43(100) 44(¡00) 57(100) 71(86) 99(92) 127(94)

(0) (0)

­

CH3-¡3C00-(CH2)2SH

4

|ICC}:
“NM

1-1

6 8 lo

'Il

m/z(%)

RCOOH+RCOOH2+leH2x+n+aleH2x1+aleH2x-Il+a

435771415569

60(100)61(32) 61(87)62(7) 74(66)75(99) 88(15)89(100)42(56) 116(6)117(91)(100)(92)(74)56(84)(100)(88)(24) 144(43)145(100)(59)(66)84(61)(58)(63)(30) 172(20)173(61)(79)(73)42(31)(40)(30) 200(94)201(6)(100)(96)(39)56(31)(86)(8])(s9)

"‘Entipobastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfi'agmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis.a-Sedetallalaintensidaddeestosionessólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.
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TABLA7.3 -Abundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadeésteresde3-mercaptopropilo"

ONVND
IlCCC:

CH3(CH2)n-COO-(CH2)3SH13

19 20 21

Compuestom/z(%)

M+-[(CH2)xSH]+45M+-3374Rco+

476175

RCOOHZ+[CXH2X+1]+a[CxH2x1+a

435771

18134(10)(58)(50)(24) 19162(1)

(34)(9)

(19)(3)(9)(9)(0)

20190(10)(77)(15)(ss)(25)(13)99(100)¡17(33) 21218(1)(7L(1)(21)(3)(0)¡27(33)14mm

"'Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfragmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis. a-Sedetallalaintensidaddeestosionessólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.

(100) (100)
(97)

(100)

43(88)61(50) 71(65)s9(10)(59)

(94)

(65) (93)

(30)

42(35)

162 Capitulo VII

[CxH2x-11+a

415569 (33) (40) (94)(47)(21) (29)



TABLA7.4 -Abundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadeésteresde4-mercaptobutilo'

CH3(CH2)n-COO-(CH2)4SH22n=0

23n 24n=6

V
||

Compuestom/z(%)

M+-[(CI-I2)XSH]+45M+--3388

4761

22148(0)(22)(14)(9)(1)(62) 23204(0)(31)(12)(18)(0)(54) 24232(0)(57)(10)(40)(0)(44)

Rco+
43(100)61(14) 99(84)117(70) ¡27(2)(0)

"'Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfi'agmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis.

RCOOH2+

leH2x+l1+a

4357
(100)(24)

(74)(29)

a-Sedetallalaintensidaddeestosionessólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.

[CxH2x]+a
42(33) 42(41)

[CXH2x-ll+a

4155

(27)

(s7)(62)
(100)(63)
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TABLA7.5-Abundanciasrelativasdefragmentosespecificosenlosespectrosdemasadeésteresde8-mercaptooctilo"

CH3(CH2)n-C00-(CH2)3SH25n=0;26n=4;27n=6

m/z(%)

M+-337488

Compuesto

[CxH2x+l]+a[CXH2!]+a[CXHZX-l1+a
435771415569

(36)(39)(20)
000)(96)(7U

(89)(100)(65)

M4“[(CH2)XSH]+45Rco+RC00H2+

476189
(15)(19)(5)(5)(0) (23)(16)(14)(11)(0)(5)(11) (20)(¡4)(14)(3)(1)(4)(10)

"'Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfragmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis. a-Sedetallalaintensidaddelosionessólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.

61(1)
117(51) 145(45)

(3)(5)43(100)

99(71) 127(59)

25204(0) 26260(l) 27288(0)

(100)(32)
(55)(72)

42(30) 42(22)

TABLA7.6 -AbundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadeésteresdelZ-mercaptododecilo

CH3(CH2)n-COO-(CH2)IZSH28n=0;29n=2

m/z(%)

45M+-337488

Compuesto

[C912le+a[01‘11le+a[CxH2x-11+a

4357415569

(15)(36)(14)(5)(2)(6)(¡7)(22)56(20)(54)(82)(49) (18)(ll)(72)(6)0)(4)(16)42(20)(82)(88)(40)

*Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfi'agmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis.a-Sedetallalaintensidaddelosionessólocuandolamismasuperóel20%delpicobase.

M+-[(CH2)XSH]+Rco+RC00H2+

47g89

43(100)
71(100)

61(36) 89(72)(94)

28260(1) 29288(2)
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suele presentarse con 1m valor de abundancia variable9a12, siempre menor que la del

fi'agmento I ( Esquema 7.2 ), pero de cualquier forma atribuible a la estabilidad especial de

un sulfirro cíclico de cinco miembros9. A juzgar por los resultados obtenidos con tioles

primarios, la formación de un ion sulfiiro de seis miembros (m/z 103) está menos fivorecida

que la correspondiente al fragmento de cinco miembros; asi, en nuestro caso, en los

espectros de los ésteres de 8-mercaptooctilo y lZ-mercaptododecilo, el ion a m/z 103 file

prácticamente despreciable.

En el espectro del compuesto 2, el miembro más sencillo de esta familia, hay dos estructuras

posibles para el ion a m/z = 60, pico base del espectro:

T“
T" 1°

CHZ=FH CHS—c\
SH OH

77 78

Ambas pueden generarse mediante un reordenamiento de Mc Lafl‘erty dirigido por el átomo

de oxígeno, que transcurre dando lugar a un ácido carboxilico y un alqueno. En los

espectros de masa de ésteres, el alqueno suele ser el que retiene la cargan; en nuestro caso,

además, el alqueno formado contiene un átomo de azufre, hechos que apoyan la suposición

de que el ion a m/z = 60 este' compuesto principalmente por 77 y no por 78. Más aún, el

ácido acético ( 78 ) es un ion que en general aparece en los espectros de masa de ésteres con

una abundancia muy distante de la observada para el ion a m/z = 60 en todos los ésteres de

2-mercaptoetilol3' Con la excepción de los ésteres de 2-mercaptoetilo, en las demás series

las señales debidas a los ácidos carboxílicos tuvieron intensidades muy bajas.

En el espectro del compuesto 2, también se advierte que hay dos posibles estructuras que

justificanla señalam/z= 61:
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OH

[ CHZCHZSH]+ org-cf
OH

IV
v

Para el compuesto 4 las estructuras anteriores deben aparecer, respectivamente, a m/z = 61

y 62:

BH13

[CHQCHZSHÏ' CHï-CÏ
OH

IV

m/z 61 VI
m/z 62

y como el ion a m/z = 62 sólo tiene una abundancia del 7 %, podría suponerse que la

estructura V no contribuye muy significativamente al ion a m/z = 61 en el espectro del

compuesto 2.

La especie 77 también constituye una estructura posible para el ion [C2H48]+ , pico base

del espectro de 1 ( Tabla 7.1 ). En bibliografia“ se encontró la descomposición térmica de

dos ésteres de 2-mercaptoetilo según la siguiente transformación, en la que el sulflridrilo

realiza un ataque nucleofilico intramolecular favorecido por el grupo funcional vecino, que

actúa como grupo saliente:

II I alúmina ¡RW
CH3—C—OCHCH —> s + CHCOH

l xíleno 250° 3 2
SH

R = -H 79
R = -H 2
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El tamaño del anillo que se forma es muy importante para este tipo de fenómeno; los más

favorables son los anillos de tres, cinco o seis miembros, en el orden citadolsaló. La

reacción anterior coincide formalmente con el reordenamiento de Mc Lafieny y conduce a la

formación de un episulfuro o tiirano; la estructura 79 es una de las propuestas para el ion a

m/z = 61 ( página 160 ). Por otra parte, Harding y Owen17 encontraron el tiirano 79

durante la hidrólisis alcalina de 2. Cabn'a suponer entonces que 79 es otra estructura posible,

junto con 77 ( página 165 ), para el ion a m/z = 60 observado en los espectros del

compuesto 2 y de los ésteres de 2-mercaptoetilo.

En la Tabla 7.2 se puede apreciar que el ion a m/z = 60 mantuvo una intensidad

relativamente constante independientemente del aumento del número de carbonos del grupo

acilo y análogamente, esto ocurrió con la señal a m/z = 74 en los espectros de los ésteres de

3-mercaptopropilo ( pico base en la mayoría de los casos, Tabla 7.3 ) y con el ion a m/z = 88

en los ésteres de 4-mercaptobutilo ( Tabla 7.4 ). Sin embargo, las señales análogas en las

series con m = 8 ( Tabla 7.5 ) y m = 12 ( Tabla 7.6 ), m/z = 144 y 200, respectivamente,

decayeron a una intensidad que no sobrepasó el 10%.

En definitiva, se está en presencia de tres iones que contienen azufi'e y cuya abundancia

destacada es relativamente independiente del tamaño de la molécula que los origina. Estos

hechos se pueden justificar postulando estructuras cíclicas para cada uno de los tres iones en

discusión:

S

m/z 60 m/z 74 m/z 88

(m=2) (m=3) (m=4)
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Independientemente de la estabilidad especial de la estructura de tetrahidrotiofeno ( 81 ),

los sulfiiros se caracterizan por ser aún más estables que sus análogos oxigenados, los

éteresls. Por eliminación de los correspondientes a,co-hidroxialcanotioles con

dietoñu'ifenilfosforano, Robinson et a119 describieron la obtención y caracterización de los

sulfuros 79, 80 y 81 como moléculas estables. Podria conjeturarse entonces que la estructura

79 es más probable que 77 ( páginas 167 y 165 ) para descn'bir el ion a m/z = 60 en los

espectros del compuesto l y de los ésteres de 2-mercaptoetilo.

Basándose en una sustitución nucleofilica intramolecular, anteriormente discutida, el

Esquema 7.4 propone una ruta posible para la formación de los iones a m/z = 60, 74 y 88 en

las series de ésteres de m-mercaptoalquilo, con m = 2, 3 y 4, respectivamente:
+.sio

II CHZ

c33-(aiz)n—c /

“¿Saizhi

o
u_, _ _ \

013 ((112),:lc\0 + niña?“

ï-H.
+

s/ \

2
3

4383 asa

ESQUEMA 7.4 - Formación de los iones 79, 80 y 81 mediante una sustitución
nucleofilica intramolecular

Considerando que tal como se dijo con anterioridad, las reacciones de sustitución

nucleofilica intramolecular se hallan más favorecidas cuando se generan ciclos de tamaño

pequeño, puede pensarse que la ruta propuesta contribuye decrecientemente de m = 2 a 4.
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No puede descartarse como ruta alternativa a la propuesta un reordenamiento de Mc

Lafiefly con posterior ciclación del co-mercapto-l-alqueno formado, proceso en que la carga

inicial reside sobre un átomo de oxígeno:

EQ? 7* °
CH3—(CHZ)n—C-O-CHZ-9{ —> CH3—(C1112)n—%\OH+ C112=CH-(CHZ)¿2 SH

(GHZ);st l

s/Cyzfi
_( CH2)m_l

+­

II

¿“N

79m
80m

men ha

ESQUEMA 7.5 - Formación de los iones 79, 80 y 81 mediante un reordenamiento

de Mc Lafieny seguido de ciclación intramolecular

La literatura registra la ciclaciónde S-mercapto-l-penteno, que ocurre mediante una adición

intramolecular del tiol a1alqueno; esta transformación, según las condiciones, puede seguir

un mecanismo iónico o radicalariozo.

Es significativo el hecho de que en los espectros de tioles primarios monofuncionales las

señales a m/z = 60, 74 y 88 no aparezcan, o en caso positivo, que lo hagan con una

intensidad muy baja9912.Esto sugiere que la ciclación y pérdida de un hidrógeno a partir de

los iones originados por ruptura [3,7y 8 al sulfliidrilo:
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[(CI-12)m—SH]+ —'——> /CH2 —|*“

no es un camino importante para la producción de los iones 79, 80 y 81. En coherencia con

esta conjetura, los ésteres de 8-mercaptooctilo y de lZ-mercaptododecilo, para los cuales la

formación de especies cíclicas mediante las rutas descriptas en los Esquemas 7.4 y 7.5 es

muy poco factible, originaron estos iones con abundancias inferiores al 20%.

Como comportamiento común a los ésteres de m-mercaptoalquilo estudiados, los

fi'agmentos de la series [CxH2x+1]+, [CXHZXP' y [CxH2x_1]+, así como también los iones

acilo [RC0]+ forman parte de las señales más destacadas de los espectros cuando los ésteres

tienen cadenas carbonadas largas (a partir de seis átomos de carbono), tanto en el resto

ácido corno en el alcohólico. El reordenamiento de Mc. Lafi'erty con transposición doble de

hidrógeno, que conduce a ácidos carboxílicosprotonados, es otra ruptura destacada en estos

espectros y que se encuentra dirigida por el átomo de oxígeno.

Otra característica observada al variar rn es la disminución de la pérdida del grupo

sulflaidrilo.En las series con m = 2 y m = 3 esta ruptura presentó intensidades en general

pequeñas, pero prácticamente desapareció cuando aumentó la longitud de la cadena del

hidroxialcanotiol.

El Esquema 7.9 presenta un camino general de fiagmentación de los ésteres de a)­

mercaptoetilo.
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+ -H +
CHZ=SH —2> [CI-IS]-RC02
m/z 47 m/z 45

+.

Í? I

_ CH3(CH2)nCO(CH2)mSH —> [(CH2)xSH 1+ m a x > 2

- O(CHZÏI& m/z 61,75,s9

reordenamientode '\CH3(CHz )nC02HMc Lafferty conCH (CH ) C0 . .l

3 2 n transposnciondobledeH fm fi +.
S_(\CÏí ) m/z 60, 74, ss

- CO + 2 111-1

HH
(CH ) c —0H

[CXHMIF CH3 2 n

[‘3tz9+ , [Ctzx-11+

ESQUEMA 7.6 - Esquema general de fragmentación de ésteres de co-mercaptoalquilo

Derivados acilados de l-tigglicerol

En el Capítulo IV se describió que la transesterificación biocatalizada de este

hidroxialcanotiol condujo mayoritariamente a los productos de acilación en el hidroxilo

primario. Los espectros de masa de esta familiase encuentran recopilados en la Tabla 7.7.

Una primera observación que puede hacerse sobre los compuestos de esta sen'e es que para

ninguno de ellos se detectó el ion molecular. Esta diferencia con los ésteres de cia-alquiloy

con los a,o)-hidrorda1canotiolespuede atribuirse a la presencia de un hidroxilo secundario en



TABLA7.7 -Abundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadederivadosl-O-aciladosdel-tioglícerol“ Compuesto

PM

32n 33n= 34n 35n

m/z(%)

M+-18

47

45

90

72

RC0+

RCOOH2+leH2x+ll+a

435771

[CXH2x-11+a

415569

32 33 34 35 36 37 38

150 164 178 206 262 290 318

132(4) 146(4) 160(3) 188(1) 244(4) 272(4) 300(5)

(62) (30) (24) (19) (21) (16)
(3)

(24) (26) (13) (16) (13) (18) (62)

(69) (34) (27) (20) (61) (52)
(3)

(53) (33) (45) (53)
(100)

(93) (69)

43(100) 57(100) 71(96) 99(100) 155(93) 183(78) 211(5)

61(62) 75(9) 89(16)
¡17(10) 173(9) 201(13) 229(0)

(100)
(84)(25)(48) (90)(53) (100)(86)(35) (87)(66)(30)

(28) (38) (33) (48)(62)(22) (66)(49)(22)
(100)(67)(2_6L

*Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfiagmentos,mientrasquelasabundancíasrespectivasseseñalanentreparéntesis.a-Laintensidaddeestosionessedetallasólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.
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todos los derivados l-O-acilados de tioglicerol, que favorece un proceso de deshidratación.

Efectivamente, los iones de mayor relación m/z de todos los espectros de estas moléculas

correspondieron a la pérdida de dieciocho unidades de masa a partir del ion molecular. Estas

señales nunca sobrepasaron una abundancia del 5% y su intensidad fire casi constante a lo

largo de toda la familia.

Por ruptura a al sulfiiidrilo apareció el ion [CHZSH]+ a m/z = 47, con abundancias

moderadas y con la tendencia a decrecer en importancia al aumentar el tamaño del acilo

observada con los a,m-hidroxialcanotioles y con los ésteres de 2-mercaptoetilo. La señal a

m/z = 45 también es indicio del grupo tioL

Enestafamilia, larupturaBalsulfliidrilogeneraunionam/z=77, pero conlaexcepción

del compuesto 32 (57%), en los demás casos fue inferior al 5%. Esto marca una diferencia

con los espectros de masa de l-O-monoglicéridos, en los que suele darse con mayor

importancia la pérdida de -CH20COR21.

La ruptura en y sólo se apreció en los compuestos 36 y 37 (15% y 13% respectivamente).

En ningún caso se observó la pérdida del sulfhidrilo o de sulfuro de hidrógeno a partir del

ion molecular.

Para las series [Ctzx+1]+ , [CxH2x]+ , [CxH2x—ll+ y para los iones acilo se

encontraron tendencias similares a las de los ésteres de co-mercaptoalquilo; los iones acilo

fiieron en la mayoría de las ocasiones las señales más destacadas de los espectros.

Los iones a m/z = 90 y 72 requieren una especial atención. Para la formación de estas

señales pueden plantearse dos caminos posibles ( Esquema 7.7 ), análogos a los propuestos

para explicar la formación de los iones a m/z = 60, 74 y 88 en los espectros de ésteres de co­

mercaptoalquilo (a)= 2,3, y 4) y que involucran una sustitución nucleofilica intramolecular

( A , Esquema 7.7 ) o un reordenamiento de Mc Lafieny ( B ).

El camino descripto por A postula estructuras de sulfiiros cíclicos de cuatro miembros para

los iones a m/z = 90 y 72 ( 82 y 83 ); como se recordará, el tietano ( 80 ) orig'maba el pico

base de los espectros de los ésteres de 3-mercaptopropilo en casi todos los casos.
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fica HÉ ­

¡a “2¡—°“°(“C"=)n°“s_. ‘ igor! + cmcrmncoZ
-H'rre-¡CH o

OH +
+. A S 7 ° - o s _|+'magna Cl ¿L Q

EOH n OH
SH 82 m/z 90 83 mlz 72

- o C—O—C( +'

l H“ H’IJ LHCH’)“CH’ -CH,(CH,)nco,H fi“ ¡CPE-l
I 0 .__.> (E-OH ‘- |C=0
CHZSH CHZSH CH,er

m/z 90

+.

¡CHLHJÏ(marga 'CHg(CH¡)nC02H fi“ _|
l J CI
CHZSH CHZSH

m/z 72

ESQUEMA 7.7 - Esquemas de formación posibles para los iones a m/z 90 y m/z 72 en

los espectros de masa de derivados l-O-acilados de l-tioglicerol

También pueden plantearse estas dos rutas de fragmentación a los derivados 2-O-acilados de

l-tioglicerol( Tabla7.8 , Esquema7.8 ), compuestosque se detectaronduranteel

por cromatografia gaseosa/espectrometría de masa. Sin embargo, si se observa la Tabla 7.8,

se advierte la ausencia de los iones a m/z = 90 (aparecieron sólo en algunos casos y con una

abundancia menor al 4%). Este hecho lleva a replantearse la validez de la ruta B en el

Esquema 7.8, ya que si ésta tuviese lugar, debería formarse la señal a m/z = 90 en el caso de

los derivados 2-O-acilados. Por lo tanto, habría que descartar dicho camino como fuente de

producción de iones, pudiéndose suponer además que la ruta B no tiene demasiado peso en



TABLA7.8 -Abundanciasrelativasdefragmentosespecificosenlosespectrosdemasadederivados2-O-aciladosdel-tioglicerol"

OH

Emwncrg

SH

43n=045n=2 44n=l46n=4

Compuestom/z(%)

M+-18474572RC0+

RCOOH2+leHzmrl+a[CxHZx-ll+a

43714155

43132(2)(16)(4)(18)43(100)61(4) 44146(20)(4)(6)(91)57(100)75(4) 45160(11)(2)(3)(36)71(100)89(3)(59)(100)(11) 46188(4)(3)(6)(15)99(100)¡17(0)(93)(32)(24)(16)

"'Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfragmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasse

señalanentreparéntesis.

a-Laintensidaddeestosionessedetallósólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.
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+

¡Pagan HS
¡ic-¿H V m. CH”C“!

ocacupncm V0
+- A —

OH -H' S

EOCWCPEECE - CHg(CHz)nC02H Q
SH n 83 mlz

Hb—CHOH CHOH HC=1
b) ’CHÁCI'ÏzhCOzHHg _____.

'HzO | II _’ ’ ’ | I

l Han-Cm“ ° Y) CHzSI-I CHZ

winamp}! m’z+­

(lil-¡20H_l

HC-Hr\0 CH +’ fi?“
ua m -CH3<CHz>nCOzH m 7 msn
C_O_O(CHz)nCHs —> C
l I m/z 90
CHZSH CHZSH

m/z 72

ESQUEMA 7.8 - Esquemas de formación del ion a m/z 72 y del hipotético ion a m/z 90 en

los espectros de masa de los derivados 2-0-acilados de l-tioglicerol

la formación del ion a m/z = 90 de los derivados l-O-acilados.

La factibilidad de las sustituciones intramoleculares planteadas en los Esquemas 7.7 y 7.8

está avalada por algunos trabajos descriptos en literatura22,23, donde mediante reacciones

de desplazamiento intramolecular en moléculas polifimcionales, un grupo aciloñ o hidroxilo

es sustituido por un grupo tiol vecinal. Más allá de estas racionalizaciones, la existencia del
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ion a m/z = 90 en los espectros de masa de estas dos ñmilias isómeras es importante a nivel

diagnóstico, porque justamente la presencia o ausencia de esta señal es la diferencia más

sobresalientequese encuentraentrelosespectrosdeambas

La predominancia de la sustitución intramolecular sobre el reordenamiento de Mc Lafieny,

reflejo de la importanciadel átomo de azufi'een las rupturas, tambiénpermiteexplicar

por qué el ion a m/z = 90 tampoco aparece en los especn'os de los 1,2-di-O-acilderivados de

l-tioglicerol ( Tabla 7.9 ), moléculas cuyos espectros de masa poseen un perfil bastante

parecido a los de los 2-O-acilderivados.

TABLA 7.9 - Abundancias relativas de fi'agmentos específicos en los espectros de masa

de derivados 1,2-di-O-acilados de l-tioglicerol*

WaanHs
SEQCI'BhCHS

39 n=0 41 n=2
40 n=l 42 n=4

Compuesto PM ¡yz (%)

47 45 72 RC0+ RC00H2+ [CXH2,+¡]+ a [CXH2,_¡]+ a
43 71 41

39 192 (1) (3) (51) 43(100) 61 (62)

40 220 (6) (11) (18) 57(100) 75(9) (22)

41 248 (0) (1) (13) 71 (100) 89(16) (22)

42 304 (7) (15) (21) 99(100) 117(10) (60) (37) (44)

* En tipo bastardifla se indican valores de m/z de los fi'agmentos, mientras que las
abundancias respectivas se señalan entre paréntesis.

a- La intensidad de estos iones se detalló solo cuando la misma superó el 20% de
abundancia relativa.
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Estos derivados diacilados tienen un grupo éster más que los de las familias anteriores, y el

mayor peso de este grupo fimcional con respecto al tiol podría traducirse en que la

abundanciadeliona m/z= 72 esmenosimportantequeen lasdosfamilias

En el Capítulo IV se mencionó que cuando las Hansesterificaciones biocatalizadas de l­

tioglicerol se analizaron por cromatografia gaseosa empleando dimetilpolisiloxano como

fise fija, se observó la aparición de los mono-S-acilderivados. Bajo estas condiciones de

los cromatogramasgaseososde numerosasmezclasde reacciónpresentaronuna

señal más que al ser analizadas con otras fases fijas (Carbowax, 0V 225). La cromatografia

gaseosa acoplada a espectrometría de masa permitió asignar la identidad de estas nuevas

señales como los ésteres mono-S-acilados, compuestos en cuyos espectros de masa los

fi-agmentos de mayor relación m/z aparecen a M+-18 ( Tabla 7.10 ). Si se dejan de lado la

ausencia de los iones a m/z 47 y 45, así como también la aparición de un ion a m/z 74, de

intensidad muy baja, que puede racionalizarse mediante un reordenamiento de Mc Lafi'erty

( Esquema 7.9 ), los espectros de estas moleculas son cualitativamente muy similares a los

de los derivados 2-O-acilados. Por otra parte, en los S-acilésteres sorprende la existencia

abundantedel ion a m/z 72, que un posiblefenómenode isomerizaciónde estas

moléculas (cuya estabilidad ya fire discutida en el Capitulo IV) y que tendría lugar entre los

procesos de ionización y de detección.

CHZOH _l+° CHZOH Oir-l +'

I AO -crg(cr¡2)ncosn Ho(I: ‘_ :0
¡Z‘3 í II ll
arre-(mamar; ca2 CHa

m/z 74

ESQUEMA 7.9 - Camino propuesto para la formación del ion a m/z 74 en los

espectros de masa de S-acilderivados de l-tioglieerol
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TABLA 7.10 - Abundancias relativas de fi'agmentos específicos en los espectros de

masa de derivados S-acilados de l-tioglicerol*

OH
OH

sco<CHZ>nCHS

47 n = 0 87 n = 8
84 n = l 88 n = 10
85 n = 2 89 n = 12
86 n = 4

Compuesto m/z (%)
M+- - 18 RCO+ 72 74 [CXH2,+¡]+ a 41

43 57 71

47 132 (2) 43 (100) (17) (2)
84 146 (9) 57 (100) (26) (4) (40)
85 160 (14) 71 (100) (87) (6) (43)
86 188 (8) 99 (80) (100) (9) (60) (54) (20)
87 244 (8) 155 (9) (52) (8) (100) (36)
88 272 (2) 183 (4) (38) (8) (25) (20) (100)
89 300 (9) 211 (5) (19) (5) (81) (42) (28) (100)

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fi'agmentos, mientras que las
abundancias se señalan entre paréntesis.

a- La intensidad de estos iones se detalló sólo cuando la misma superó el 20% de
abundancia relativa.

Después de haber analizado todos estos compuestos, puede plantearse también un esquema

de fiagmentación para el l-tioglicerol:
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+ . +'

n :J _ 3:] 7I-ÍS‘f-\‘CH{—0H -0H- HS H
\ I OH OH

HzC-‘ (¡EH

/ OH + ' ¡{201 “Jl;
+- ' . Y

Egllíl 1120 gon -‘—' Leo H SIj| wm/z 61
CHZSH CHZSH (43%) m/z 72

m/z 90 SH (6%)

(41%) Hfo+

-Hzo CH2
m/z 57
(47%)

+­
CH CHW .­“2 ¡3 coca3 +

C_OH ._ :0 ——> CH2=SH
| m/z 47

CHZSH CHZSH . (44%)

m/z 90 'CHZSH

(41%) +
cusco
m/z 43

(100%)

ESQUEMA 7.10 - Esquema de fiagmentación propuesto para l-tioglicerol
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Mono-O-acílésteres de ditiotreitol (ETT) y de ditioeritritol (QTE)

Los espectros de masa de estas dos familias se detallan en las Tablas 7.ll y 7.12.

Examinadas globalmente, ambas fimilias presentan una notable similitud y tal como ocurre

con otros diastereoisómeros, su diferenciación no es posible mediante la espectrometria de

masaz“.

Existen numerosas analogías entre los espectros de estas dos series y los de los derivados

acilados de l-tioglicerol. En las familias derivadas de DTT y DTE no se detectaron los iones

moleculares ( la excepción la constituye el espectro del compuesto 56, en el que su ion

molecular apareció con una abundancia de sólo el 2% ), asi como tampoco se observaron las

pérdidas del sulfliidrilo y de sulfiiro de hidrógeno; la pérdida de agua a partir del ion

molecular fire directamente nula. Asimismo, en cada familia, el ion a m/z 47 presenta una

abundancia decreciente a medida que aumenta el peso molecular del acilo. Por ruptura B a

cada sulfliidrilo se pueden originar dos iones: uno a m/z 77 y otro a m/z = M+-77, ambos de

intensidad muy escasa, con la excepción del compuesto 54, ( 19% para la señal a m/z 77 ).

Además, los iones acilo y los de la serie [CXH2X+1]+, que fiieron las señales más

importantes de los espectros de estos diastereoisómeros, también fueron destacadas en el

caso de los derivados de l-tiogliccrol.

Postulando nuevamente sustituciones inu'amoleculares donde el tiol actúa como nucleófilo,

es posible explicar la existencia de los iones a m/z = 136 y 118, señales que aparecen en los

espectos con abundancias bajas y variables ( Esquema 7.11 ).

La postulación de la estructuras 90 y 91 para los iones a m/z = 136 y ll8 supone que la

formación de un sulfuro cíclico de cinco miembros, cuya estabilidad especial ya se comentó

con anterioridad, es favorable. Los compuestos 90 y 91 fireron obtenidos durante la reacción

de D'I'I‘ y de DTE con ácido clorhídrico caliente23, si bien las condiciones de dicha reacción

son muy distintas a las que operan en el espectrómetro de masa.



TABLA7.11-AbundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadederivadosO-aciladosdeditiotreitol" CompuestoPM

(M1_SKIXC15¿F1%h
l-BSH

ov­
IIcas:9°

In'l)

O

m/z(%)

47

[CXHZX-ll+a

415569

RCO0H+RC00H2+[C,H2,+¡|+a

435771

45136134118RC0+

54 56 57

196 252 336

(63) (24) (2)

61(5)
¡17(26)(87)(59) 201(2)(100)(26)(31)

43(100) 99(100)
183(2)

60(25)
116(0) 200(13)

(50)(2)(14)(l) (16)(32)(22)(48) (8)(14)(2)(9)

(33)(24)

(21)(22

"‘Enbastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfragmentos,mientrasquelasabundancíasrespectivasseseñalanentreparéntesis.a-Sedetallalaintensidaddelosionessólocuandolamismasuperóel20%deabundanciarelativa.
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TABLA7.12-AbuundanciasrelativasdefragmentosespecíficosenlosespectrosdemasadederivadosO-aciladosdeditioerítritol" CompuestoPM

OHoco<CHz),pHaM
HSSH

ln
In

Ovv-t
IIII
CGC}

ooIn

O

m/z(%)

47

45

136

134118Rco+RC00H+RC00H2+[C,H2,+¡1+a[CXH2¡_¡]+a

55196 58252 59336

(14)
(2) (4)

(16)
(5) (7)

(5) (6) (9)

43714155

(10)(0)43(100) (13)(15)99(70)
(8)(10)183(3)

60(13)
116(100) 200(9)

61(5)
¡17(12)(29)(28) 201(3)(40)(22)

(100)(33)

*Entipobastardillaseindicanvaloresdem/zdelosfi'agmentos,mientrasquelasabundanciasrespectivasseseñalanentreparéntesis.a-Sedetallalaintensidaddeestosionessólocuandolamismasuperóe120%delpicobase.
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szSH _\+' oH (coman)an H
CH0C0(CH,)nCI-I3 I 'ï OÏZD + CH,(CH?)cozn
I sn nCHOH SH SH

+

S OH H_I

m/z 113 { +. ¡""20

91 s _I S
m/z 136

s
9o

ESQUEMA 7.11 - Esquema de formación de los iones a m/z 136 y 118 en los

espectros de masa de derivados mono-O-acilados de ditiomitol y
de ditioeritritol

No obstante, para el ion a m/z = 118 no puede descartarse la estructura isómera 92:

EST.
92

que se formaría mediante un ataque nucleofilico que implica un tamaño de ciclo menor,

fivorable para una sustitución innamolecular.

En los espectros de las series de derivados de DTI" y de DTE hay algunas diferencias con

los de las familias estudiadas hasta ahora. La intensidad de las señales a m/z 136 y m/z 118

en los espectros de las Tablas 7.11 y 7.12 es menor que la de los sulfiiros cíclicos de los

derivados aciJados de l-tioglicerol y los ésteres de (o-mercaptoalquilo. A juzgar por la
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mayor abundancia que presentan las señales [RCOOH]+ en los diastereoisómeros

analizados, no debería despreciarse que ocurriera el reordenamiento de Mc Lafl'erty, a partir

del cual, además, podría conjeturarse una estructura para el ion a m/z 134:

PRE?!“ asnT“+- ' H II ­

A CH5(CHz)n0—CIH M9393: (Im '2_H..
aficmnw (III-10H ICHOI-I

H_COH CHZSH CHZSH
bl m/z 136

CELSH

\\B‘

1*“
(¡ElsH 'CH3(CH¡) 0021-1 (FISH FHzSH( c- “

CHE,cranHJOCflCH _> EH FH;
O H-COH con ¿:0
V I | I

CHzSH CHZSH CHZSH

m/z 136

-2É

(ÏÚTss
m/z 134

94

ESQUEMA 7.12 - Mecanismos hipotéticos para la formación del ion a m/z 134 en

los espectros de masa de derivados mono-O-acilados de ditiotreitol

y de ditioeritritol
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Si se considerase que 93 contribuye al ion a m/z =134 cabría esperar que en los espectros de

estos compuestos se observase su producto de deshidratación :

M\ /
SS

señal que no apareció en ninguno de los espectros. Parece entonces que no se forma la

especie 93, por lo que en el Esquema 7.12 habría que descartar el reordenamiento de Mc

Lafi'erty que involucra a1hidrógeno Ha.

Puede proponerse el siguiente esquema de fragmentación para DTT y DTE:

"V

N110

'Hz

[csm+

an45

anlSó
(49,71)

(31,34)

F. ¡CHW .
FH? 'COCHZSH (maza!

(¡3:0 m/z 61
CHZSH (25,22)

In/z 136

(49,71)

Ísz.
mn H8

(28,37)

o ñ+-H Y 7—> S

mn GD

(100,100)

ESQUEMA 7.13 - Esquema de fiagmentación propuesto para ditiotreitol y ditioeritritoL

Los dos números entre paréntesis indican la abundancia de los iones

detallados para el espectro de masa de DTT y DTE, respectivamente.
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Una conclusión común a la mayoría de los compuestos analizados es que estos tioles bi o

polifimcionales pueden fragmentarse dando lugar a sulfiiros cíclicos. Los sulfuros son

moléculas de naturaleza química similar a los éteres pero de mayor estabilidad18 ; la

formación de estas estructuras explica que en muchos casos, y hasta a peso molecular

elevado, en los espectros se observen señales importantes que contienen azufre, asignables a

dichos heterociclos. La presencia de estos sulfuros cíclicos contrasta con su ausencia o su

intensidad muy baja en los espectros de tioles monofimcionaleszs.

Finalmente, puede hacerse una observación sobre las pérdidas de sulflnidriloy de sulfuro de

hidrógeno. Exceptuando a los a,a)-hidroxialcanotioles y a los ésteres de 2- y 3­

mercaptoalquilo, en los que observó la pérdida del sulfliidrilo en varios casos y con

intensidades muy moderadas, en los demás compuestos dicha pérdida fue nula Esto

concordaría con el hecho de que es necesaria la presencia del tiol para generar los sulfirros

cíclicos. Por otra parte, en los casos en que se observó la pérdida del sulfliidrilo, ésta fue

considerablemente superior a la pérdida de sulfuro de hidrógeno (salvo el caso aislado del

compuesto 14 ). Cuando no se observó el ion a m/z = M+-33, tampoco apareció el ion a m/z

= M+-34. Este comportamiento estaría de acuerdo con Djerassi26, para quien la ruptura del

sulflridrilo en tioles es más importante que la pérdida de sulfuro de hidrógeno, si bien Mc

Lafieny opina lo contrario”.

Otros compuestos gue contienen azufre

En el capítulo VI se describió que durante la preparación de 4-mercapto-l-butanol y de 12­

mercapto-l-dodecanol se formaron, bajo ciertas condiciones, los respectivos disulfiiros. Sus

espectros se hallan en la Tabla 7.13 y el esquema de fiagmentación, en el Esquema 7.14. No

existen datos en bibliografia sobre la espectrometría de masa de este tipo de compuestos;

por otra parte, el compuesto 72 no ha sido descripto hasta el presente.
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TABLA 7.13 - Abundancias relativas de fragmentos específicos de

a),a)'-ditiodia.lcoholes"'

HO-(Cth-S-S-(Cthn-OH 71 m= 4
72 m= 12

Compuesto PM m/z (%)

M+' [(CH2)x0H]+ a [CX'H2x'+l]+ a [CX'H2x'-l]+ a

73 87 43 57 41 55 69 83

71 210 (7) (44) (30) (100)

72 434 (35) (41) (61) (30) (72) (100) (77) (44)

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fragmentos, mientras que las
abundancias respectivas se señalan entre paréntesis.

a- Se detalla la intensidad de estos iones sólo cuando la misma superó el 20% de
abundancia relativa.

[HoiaizBSJS-(crsxnonf' ———> [HO'(CHZ),J+ saxal
m/z 31, 45, 59, 73, 87

/ l-Hzomw“
\ H2,“1+

ESQUEMA 7.14 - Esquema de fi'agmentación de m,0)'-ditiodialcoholes
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También se prepararon y aislaron dos sales de S-alquilisotiouronio ( Tabla 7.14 ; Esquema

7.15 ). En los espectros de estos dos compuestos el ion molecular se observó a una relación

m/z correspondiente al peso molecular de catión de la sal. Además de las rupturas que

conducen a los iones de la serie [(CH2)XOH]+, de la serie alquflica y de alquenos, se

destacan las fi'agmentacionesque originan tiourea y tiourea protonada, la última mediante un

reordenamiento de Mc Lafi'erty. Estas dos rupturas fiieron las únicas que aparecieron al

realizar el espectro proveniente de ionización por bombardeo con átomos acelerados (FAB)

del compuesto 74 (Figura 7.1 ).

TABLA 7.14 - Abundancias relativas de fragmentos específicos en los espectros de

masa de sales de S-alquilisotiouronio

s-(CH¿)m0H

HzN NTH, nr'

73 m=4
74 m= 12

Compuesto PM m/z (%)

M+- 76 77 [(CHz)x011]+ a [Cx'H2x'-ll+ a 43

45 87 101 115 41 55 69 83

73 285 205 (21) (49) (45) (20) (73) (62) (70) (100)

74 341 261 (2) (52) (34) (81) (71) (27) (88) (100) (96) (¿3) (68)

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fragmentos, mientras que las
abundancias respectivas se señalan entre paréntesis.

a- Se detalla la intensidad de estos iones sólo cuando la misma superó el 20% de
abundancia relativa.
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S_(CH2) OH
+ m —| __. [Maxon]+ _, __, [CHICHzCHzf

N
Hz NH: m/z 31,4s,59... 7;le m/z 43

l -I-Bo
[9334+ m/z 41,55,69

m ï‘_ s3 ¡Wwwa k + mmm
+ H ¡EN N-Hs

EN “¿U
m/z 77 JH

\ ST.
MM

m/z 76

ESQUEMA 7.15 - Esquema de fi'agmentaciónde sales de S-alquilsiotiouronio
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1. Generalidades

Los puntos de fiisión se determinaron en un aparato de Fisher-Johns o mediante el método

del capilar en un baño de ácido sulfúrico y no fiieron corregidos.

Las muestras para microanálisis (análisis elemental) se secaron previamente a presión

reducida en presencia de pentóxido de fósforo como desecante.

Los poderes rotatorios se midieron en un polar-¡metro Perkin-Elmer 141 empleando una

lámpara de sodio ( A.= 589 nm ), en microceldas de l dm de longitud y a temperatura

ambiente, utilizando el solvente y la concentración de muestra que se indican en cada caso.

Lipasas y reacciones catalizadas mr lipasas

Las lipasas utilizadas fueron en todos los casos de origen comercial y las especificaciones de

cada batch empleado se detallan a continuación:

Lgpasa pancreática mrcina (PPL) (Tipo H, Sigma) Contiene amilasa y proteasa.

Actividad determinada incubando aceite de oliva a pH 7,7 durante 30 minutos (una unidad

hidroliza un microequivalente de ácido graso a partir de un triglicérido en una hora y a 37°):

unidades/mg de sólido: 46 ; 53 ; 43

unidades/mg de proteina: 220 ; 190 ; 135

Lgp'asa de Candida glindracea (CCL) (Tipo V11,Sigma) Contiene lactosa.

Actividad determinada incubando aceite de oliva durante 30 minutos (una unidad hidroliza

un microequivalente de ácido graso a partir de un triglicérido en una hora a pH 7,2 y a 37°):

unidades/mg de sólido: 1010 ; 1010 ; 905 ; 860

unidades/mg de proteína: 7770 ; 7770 ; 4570 ; 2425

MJ IM20(LIP)(LipasadeMucormiehei,NovoNordisk)

La actividad se expresa en BIU (Batch Interesterification Units). l BIU corresponde a un

mol de ácido palmitico incorporado en trioleína por minuto y bajo condiciones estandar].
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BIU/g sólido: 25 ; 25

SP 435 L (CAL) (Lipasa de Candida antarcn'ca, Novo Nordisk)

La actividad se expresa en PLU (unidades de propil laurato); la determinación de actividad

se basa en un ensayo de esterificación entre l-propanol y ácido láurico realizado a 60°

durante 15 minutosz.

PLU/g sólido: 9500

Lipasa de Pseudomonas Mcies (Tipo XIII, Sigma) Polvo liofilizado;contiene

seroalbúmina bovina y sales.

Actividad (una unidad produce l micromol de glicerol por minuto a pH 7,0 y a 37°, en

presencia de seroalbúmina bovina):

unidades/mg de sólido: 28

unidades/mg de proteína: 53

Lrp'asa de Chromobacterium viscosum (Sigma) Polvo liofilizado.

Actividad (aceite de oliva, pH 7.2 , 37°C, 30 minutos):

unidades/mg de sólido: 2100

unidades/mg de proteína: 3750

El tratamiento de PPL con ultrasonido (sonicación) se efectuó por medio de un sonicador

Cole-Parmer 8852.

Las muestras de PPL seca se obtuvieron secando la enzima en pistola de pentóxido de

fósforo a 4° hasta peso constante. También se utilizó PPL lavada con acetona y éter etílico a

-20° previo a su secado3.

Las muestras de PPL liofilizada se prepararon disolviendo la lipasa en agua destilada y

llevando la solución resultante a un aparato Virtis Freezemobile 3, que operó a presiones

menores que 100 miliTorr y con temperaturas del condensador menores a -50°. Concluida la

liofilización, las muestras se secaron en pistola de pentóxido de fósforo a 4°.
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La determinación de humedad en muestras de PPL se realizó por el método de Karl-Fisher

automatizado.

Las reacciones catalizadas por lipasas se llevaron a cabo en un agitador tipo rotatorio de 130

rpm y en un incubador digital tipo orbital lNNOVATM 4000 (New Brunswick) equipado

con control de temperatura y de velocidad.

Las cenüifugaciones se efectuaron por medio de una cenm'fiiga analítica Adams.

Métodos espectroscópicos

Los espectros de absorción de radiación infianoja (JR) se determinaron con

espectrofotómetros Perkin-Elmer 710-B y Nicolet Magna-IR 550 (FT/IR) en película o

pastilla de bromuro de potasio.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN-lH) se realizaron a 100,1

MHz en un especuómetro Varian XL-lOO-IS FT, a 200,1 MHz en un espectrómetro

Bruker AC-200 y a 500,1 MHz en un espectrómetro Bruker AM-SOO.Los espectros de

resonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-13€) se obtuvieron a 25,2 MHz en un

Varian XL-lOO-IS y a 50,2 MHz en un Bruker AC-200. A menos que se indique otro

solventeo mezclasde solventes,en todos los casos se cloroformo deuterado, en

tubos de 5 mm de diámetro.

Los desplazamientos químicos para RMN-IH se expresan en todos los casos en la escala 8,

en partes por millón (ppm) respecto de la resonancia de tetrametilsilano, empleado como

referencia interna (0.00 ppm). Las señales se indican en cada caso como singulete (s),

doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), doble doblete (dd), multiplete (m) o singulete ancho

(sa). Los desplazamientos químicos para RMN-13€ se expresan en ppm utilizando como

referencia el pico central de la señal correspondiente al cloroformo deuterado (77,0 ppm).

Las señales acompañadas por los signos *, # , @ y Apueden intercambiarse. Los valores de
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desplazamiento quimico se informan con dos cifras decimales solamente cuando el dato

numérico así expresado sirve para interpretar la existencia de varias señales.

Los espectros de masa (EM) por introducción directa se determinaron en los espectrómetros

de masa Varian-MAT CH7-A, TRIO-2 VG Masslab y SHIMADZU QP-5000 y salvo

indicado lo contrario, fueron obtenidos mediante ionización por impacto electrónico a 70

eV. Para los espectros de masa mediante ionización por bombardeo con iones de Cs (FAB)

se empleó un espectrómetro VG-ZAB BEQ.

Métodos cromatográficos

Las cromatografias analíticas en capa delgada se realizaron sobre sílicagel como fase fija

(Sílicagel 60 F254, Merck).

Los agentes de revelado utilizados fueron: vapores de iodo; ácido sulfiírico-agua (1:1) y

posterior calentamiento en estufa; pulverizado con una solución acetónica de reactivo de

Ellman.

Solución reveladora de reactivo de Ellman4: Se mezclaron:

solución 10'3M de reactivo de Ellman (ácido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)) en acetona,

bufier fosfato 0,1 M (pH = 8.0) y acetona en una relación de volúmenes 1:1:4 .

Para la detección cualitativa de tioles se mezclaron las tres soluciones anteriormente

mencionadas en volúmenes iguales. Con la mayoría de los tioles ensayados se observó una

coloración amarilla muy intensa antes de los dos minutos.

Las cromatografias en columna se llevaron a cabo empleando como adsorbente silicagel

(Silicagel 60, malla 230-400, Merck); las cromatografias flash se efectuaron según la

referencia5 utilizando también sflicagel como fiasefija (Silicagel H, malla 70-230, Merck).

Las cromatografias gas-líquido (CGL) fiieron realizadas en los cromatógrafos Hewlett

Packard 5830 A y 5840 A, ambos equipados con detectores de ionización de llama (PID) y
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registradores Hewlett Packard En todos los casos se empleó nitrógeno como gas portador.

En la Tabla 8.1 se detallan las caracteristicas de las columnas usadas.

TABLA 8.1 - Características de las columnas para cronntografia gas-líquido empleadas

en el presente trabajo

Denominación Tipo Longitud y Fase Malla Concentración Temperatm'a

delacolmnna diámetrointerno me faselígE'da máx.mdón

CARBOWAX capilar 50 m ; 0.2 mm — — espesordel 220°C

20 M film : 0.2 um

DGS 12% empacada 1,8 m ; 2 mm Chromosorb W- 80-100 12% 200°C

AW DMCS mesh

0V 225 empamda 1,8 m ; 2 mm Chromosorb W- 60-80 3% 250°C

AWDMCS Eeshf

Las cromatografias gas-líquido combinadas con espectrometria de masa (CG-EM) se

efectuaron en un sistema compuesto por un cromatógrafo gaseoso Varian 1400 acoplado a

un especu'ómetro de masa Varian Mat CH7-A y en un equipo VG-TRIO-Z/ZOOOacoplado a

un cromatógrafo gaseoso Hewlett Packard 5890.

Métodos computacionales

Las conformaciones moleculares determinadas por medio cálculos para la minimizaciónde la

energía molecular fueron obtenidas aplicando el programa HYPERCHEM Release 3,

mediante el método semiempírico PM 3 y el algoritmo de Polak-Ríbiere para la optimización

de la geometria.



200 Capítulo VII!

Solventes

Los solventes para cromatografia (en columna y en capa delgada) y para recristalización

fueron purificados por destilación fi'accionada. En los casos restantes, se utilizaron solventes

de pureza grado analítico.

Las mezclas de solventes están expresadas en relaciones de volúmenes (v/v).

Los extractos de solventes orgánicos fueron secados sobre sulfato de sodio anhidro y

evaporados a presión reducida, a temperaturas menores de 45°.

Preparación de tetrahidrofiirano anhidro: El solvente se pasó a través de una columna de

alúmina neutra y luego se reflujó sobre sodio en presencia de benzofenona, hasta observar

coloración azul-violácea Se destiló en el momento de utilizar.

Purificación de reactivos

Los reactivos que se listan a continuación fiieron purificados por destilación fi'accionada a

presión aunosférica : n-butanol ; n-octanol ; acetato de terbutilo ; acetoacetato de etilo ;

bromoacetato de etilo. El acetato de isopropenilo y el acetato de vinilo se desfilaron en

presencia de hidroquinona.

2. Preparación de compuestos obtenidos sin catálisis enzimática

Benzoato de dilo

Este compuesto se obtuvo adaptando dos técnicas para preparación de ésteres descriptas

por Vogeló.
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Sobre una solución de piridina (23 m], 0,26 moles) en etanol absoluto (34 ml, 0,58 moles) se

hizo gotear cloruro de benzoílo (30 mL, 0.26 moles) desde una ampolla compensadora .

Concluida la adición, se reflujó durante 2 horas y luego el sistema se dejó enfi'iar a

temperatura ambiente. Se añadió agua destilada, la fise orgánica se lavó con solución

saturada de bicarbonato de sodio, con agua, y se secó sobre sulfato de sodio anhidro. Tras

filtrar, el líquido se destiló a presión atmosférica, obteniéndose 17,16 g (45% de

rendimiento) de benzoato de etilo (P.Eb.: 208-212° C)

Acetatode Z-fioacdon'etilo (3)

Método A

Desde una ampolla eompensadora, se dejó gotear lentamente cloruro de acetilo (9,0 ml, 128

mmoles) sobre una solución de 2-mercaptoetanol (3,6 mL, 51 mmoles) en 10 mL de

benceno en baño de hielo-agua. Finalizada la adición, se retiró el baño y se reflujó durante 5

horas. Tras ese tiempo, la mezcla de reacción se llevó a temperatura ambiente y el benceno

se eliminó en evaporador rotatorio. Se obtuvo un líquido rosado que por cromatografia

gaseosa presentaba como subproducto 2% de acetato de 2-mercaptoetilo. La purificación de

dicho líquido mediante cromatografia en columna de sílicagel utilizando cloruro de metileno

como eluyente condujo al compuesto 3 (6,82 g, 82%), un líquido incoloro puro por

cromatogiafia gaseosa.

IR (film,cm-l): 1740y 1710(c=0)

EM (m/z, %): 162 (M+-,17) , 86 (70) , 43 (100)

RMN-IH (100 MHz) 5 = 1,96(s, 3 H, -ococH3), 2,26 (s, 3 H, -scocH3), 3,04

(t, 2 H, J = 7 Hz, -cH2-SCOCH3), 4,03 (t, 2 H, J = 7 Hz, —CH2—OCOCH3)

RMN-130 (50 MHz) a = 20,6 (-0cogH3), 27,7 (-CH28H), 30,4 (—scogH3),
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62,6(-QH2-O-), 170,5(-go- 0), 194,6(go-s-)

Método B

A una solución de 2,8 ml de 2-mercaptoetanol (40 mmoles) en piridina (7,1 ml, 88 mmoles)

mantenida a 0° en un baño de hielo-agua se agregaron 9,5 ml de anhídrido acético (101

mmoles). Luego de 20 minutos se retiró el baño y la agitación prosiguió a temperatura

ambiente durante 19 horas. Finalimda la reacción, se agregó agua destilada helada, con lo

que se separaron dos fases. La orgánica se lavó con solución saturada de bicarbonato de

sodio, luego con ácido clorhídrico 2N, con agua destilada y finalmente se secó sobre sulfiato

de sodio anhidro. Se obtuvieron 5,85 g (92%) de 3, puro por cromatografia gaseosa.

Esta mismatécnica se empleópara preparar acetato -I-13C de 2-tioacetoxietilo ( 5 ).

Se tomaron 83 mg de acetato-l-13C de 2-mercaptoetilo ( 4 , 0,69 mmoles), se añadieron

0,03 ml de piridina y la solución se hizo reaccionar con 0,1 ml de anhídrido acético (1,1

mmoles). Luego de 16 horas a 30° se comprobó por cromatografía gaseosa la desaparición

del compuesto de partida. Se obtuvieron 90 mg de 5 (81%), puro por cromatografia

gaseosa.

EM (m/z, %): 163 (M+-, 2), 87 (11), 61 (30), 60(16), 44(93), 43 (100)

Acetatode(3 A " '2 4 ',‘Iprcpílc (49)

l-Tioglicerol (3,348 g, 2,7 ml, 31 mmoles) y 13 ml de piridina (12,74 g, 161 mmoles) se

diluyeron en 100 ml de cloruro de metileno. Sobre la solución anterior, enfi'iada en un baño

a 0° y agitada enérgicamente, se añadieron lentamente 15 ml de cloruro de acetilo (16,5 g,

212 mmoles). Concluida la adición se retiró el baño de hielo y la mezcla de reacción se dejó



Capítulo VIII 203

agitando a temperatura ambiente durante 46 horas. Transcurrido este tiempo, se filtró el

cloruro de piridonio formado y la fise líquida orgánica se lavó con agua, solución de

hidróxido de sodio al 5% y ácido clorhídrico 5%. La fase orgánica resultante se secó sobre

sulfato de sodio anhidro y el solvente se eliminó en evaporador rotatorio. Se obtuvo un

líquido amarillento que se purificó por cromatografia en columna de silicagel. La elución con

acetato de etilo condujo a 6,99 g (96% de rendimiento) de 49, puro por cromatografia

gaseosa.

Utilizando anhídrido acético en vez de cloruro de acetilo, el rendimiento fue

considerablemente más bajo.

IR (film,cm-l): 1740y 1710(c=0)

EM (m/z, %) : 132 (M+--60, 10), 73 (41), 43 (100)

RMN-1B (200 MHz) 8 = 2,07 (s, 3H, -CH2-ococg3), 2,03 (s, 3H, -CH-OCOCH3),

2,35 (s, 3H, -CH2-SCOCH3), 3,07 (dd, lH, J = 7 Hz, -cg*H'-sco-), 3,27

(dd, 1H, J = 6 Hz, -CHH'*—sco—),4,12 (dd, lI-I, J = 6 Hz, -cg*H'—oco-),

4,27 (dd, lH, J = 5 Hz, -CHI_1'*-oco-), 5,11-5,16 (m, lH, -CH-)

RMN-130(50 MHz) s = 20,7 (-CH2-ocogH3), 20,8 (-CH-OCOQH;), 29,2 (-Cst-),

30,3 (-CH2-SCOQH3), 63,4 (-CH2-O-), 69,8 (-CH-O-), 169,8

(-CH2-OQO-), 170,3 (-CH-0_(_3_O-),194,1 (-CH2-S_QO-)

La asignación de las señales a 29,2, 30,3, 63,4 y 69,8 fue confirmada por

medio de un espectro de RMN-130 DEPT.

3-Mercquopropionato de etilo ( 67 )

Ácido 3-mercaptopropiónico comercial (40,0 g, 377 mmoles) disuelto en 350 ml de etanol

absoluto que contenían 400 mg de ácido p-toluensulfónico se reflujó durante quince horas.

Transcurrido este tiempo se agregaron 70 mL de etanol absoluto, se adaptó al sistema un
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equipo de destilación fi'accionada y se destiló hasta no observar más pasaje de destilado.

Luego se eliminó el exceso de etanol en evaporador rotatorio y el líquido remanente se lavó

con solución saturada de bicarbonato de sodio acuoso. Se extrajo con cloruro de metileno y

la fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio anhidro; tras eliminación del solvente en

evaporador rotatorio se obtuvieron 39,23 g de 3-mercaptopropionato de etilo, puro por

cromatografía gaseosa (rendimiento: 77%).

IR (film, cm-l) : 2575 (SH), 1719 (c=0)

EM (m/z, %) : 134 (M+-, 67), 101 (5), 89 (43), 88 (100), 87 (19), 61 (29), 6o (22)

RMN-IH (100 MHz) a = 1,26 (t, 3 H, J = 7Hz, -CH3), l,56-l,74 (m, 1 H, -SH), 2,50­

2,92 (m, 4 H, -cH2-CH28H), 4,20 (c, 2 H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-13€ (so MHz) 6 = 14,3 (-CH3), 19,3 (-CHZSH), 38,5 (-QH2CO-), 60,6

(-OCH2-), 171,4(-co-)

3-Mercq1to-1-propanal ( 14)

3-Mercaptopropionato de etilo (1,13 g, 8,4 mmoles) disuelto en 10 mL de tetrahidrofurano

anhidro se añadió lentamente, mediante una ampolla compensadora, sobre una suspensión de

1,44 g de hidruro de aluminio y litio (37,9 mmoles) en 25 ml de tetrahidrofurano anhidro.

Todas las operaciones se efectuaron en atmósfera de nitrógeno seco. Concluida la adición

del éster se continuó la agitación durante 18 horas a temperatura ambiente, siempre en

annósfera de nitrógeno. Transcurrido ese tiempo el sistema de reacción se enfrió a 0° y se

añadió agua helada acidificada con ácido sulfi'u'ico 10 % hasta no observar más floculación.

Se filtró, el filtradose extrajocon acetatode etiloy el sólidose lavócon etanol.El

por cromatografia gaseosa de ambos filtrados mostró una señal minoritaria correspondiente

a 3-mercaptopropionato de etilo sin reaccionar, por lo que se juntaron ambos filtrados, se

secaron sobre sulfato de sodio y se evaporaron en evaporador rotatorio. El líquido residual
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obtenido se purificó por cromatografia flash utilizando como eluyente cloruro de metileno­

acetato de etilo 70:30. Se obtuvieron 0,610 g de 3-mercapto-l-propanol, puro por

cromatografia gaseosa (rendimiento: 84 %).

IR (film, cm-l) : 3400 (OH), 2550 (SH)

EM (m/z, %): 92 (M"'-,60), 74 (56), 61 (39), 58 (87), 47 (46), 45 (26), 43 (50), 41 (100)

RMN-¡H (CD3OD + D20, 200 MHz) a = 1,79-1,97 (m, 2H, -CH2CE2CH2-),

2,60(t,2H,J = 8 Hz,-cgst), 3,68(t, 2H,J=6 Hz,cgon)

RMN-13o (50 MHz)7 8 = 21,2 (c-2), 36,2 (c-3), 60,8 (C-l)

Reducción de ácido 3-mercg2togrogiónico con SMEAH

Una solución de ácido 3-mercaptopropiónico (0,282 g, 2,7 mmoles) en 3 mL de tolueno se

gotearon sobre 20 ml de una solución 2,5 M de hidruro de bis (2-metoxietoxi) aluminio y

sodio (SMEAH) mantenida en baño de hielo-agua. Todas las operaciones se realizaron bajo

pasaje de nitrógeno seco.

Finalizada la adición del mercaptoácido, el sistema se calentó a reflujo durante 4 horas.

Concluido el reflujo, la mezcla de reacción se enfi'ió a 0° y se agregó agua helada acidificada

con ácido sulfúrico 10 %, observándose la formación de un precipitado abundante. Se filn'ó,

se lavó con acetato de etilo y los fiitrados unidos se secaron sobre sulfato de sodio. Tras

evaporar en evaporador rotatorio, se obtuvo un residuo líquido cuyo cromatograma gaseoso

mostró una mezcla que presentaba ácido 3-mercaptopropiónico, 3-mercapto-l-propanol y

ou-a seña].Este componente pudo identificarse por cromatografía gaseosa/espectrometría de

masa como B-tiopropiolactona. (EM (m/z, %): 88 (M+-, 28), 73 (60), 59 (45), 58 (100),

45 (98), 43 (98))
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Reducción de ácido 3-mercg2togrogiónico con borohidrw'o de sodio

Sobre una suspensión de 9,35 g de borohidruro de sodio (245 mmoles) en 100 mL de

tetrahidrofiirano mantenida a 0°, se agregaron 10,60 g de ácido 3-mercaptopropiónico (100

mmoles). Desde una ampolla compensadora se agregó una solución de 7 ml de ácido

sulfiirico concentrado disuelto en 15 ml de éter etílico. Una vez finalizada la adición del

reactivo, se agitó a temperatura ambiente durante 24 horas. Se enfi'ió el sistema y se agregó

ácido clorhídrico 2N hasta no observar más burbujeo. Se obtuvo un líquido homogéneo que

se extrajo con cloruro de metileno; la fiise orgánica se secó y se evaporó en evaporador

rotatorio, originando un líquido que por cromatografia gaseosa presentó el reactivo de

partida y 3-mercapto-l-propanol sólo en proporción minor-¡taria

4-Mercapto-I-butanol ( 15 )

ProcedimientogeneralMa Ia reducciónde t tiobutirolactona

Sobre una suspensión de hidruro de aluminio y litio (la relación LAH / y-TBL se indica en la

Tabla 6.1) en tetrahidrofurano anhidro, colocada en baño de hielo-agua, se añadió

lentamente y bajo atmósfera de nitrógeno seco, una solución de 996 mg de y­

tiobutirolactona (9,8 mmoles) en 10 ml de telrahidrofurano anhidro. Finalizada la adición de

la tiolactona la mezcla reaccionó a la temperatura y el tiempo indicados ( Tabla 6.1 ).

Transcurrido ese tiempo, se detuvo el calentamiento y el sistema se enfi-ió a 0°. Se agregó

agua helada acidificada con ácido sulfúrico 2N hasta no observar más floculación. Se filtró,

se lavó con etanol y el filtrado y los lavados se extrajeron con cloruro de metileno. La fase

orgánica se lavó con agua, se secó sobre sulfato de sodio y se evaporó en evaporador

rotatorio, obteniéndose en cada caso ( página 146 ) un líquido que file analizado por

cromatografia gaseosa.
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El mejor rendimiento se logró utilizando 2,92 g del hidruro (relación LAH/y-TBL = 7,9) en

70 ml de tenahidrofurano. La reacción tuvo lugar a reflujo durante noventa minutos. Se

aislaron 727 mg (rendimiento: 76%) de 4-mercapto-l-butanol, un líquido puro por

cromatogmfia gaseosa y que desarrolló coloración con el reactivo de Ellrmn.

IR (film, cm-l) : 3400 (OH), 257o (SH)

EM (m/z, %) : 106 (M+-, 3), 88 (100), 73 (10), 60 (72), 47 (52), 45 (25), 43 (25)

RMN-IH (200 MHz) a = 1,29 (t, 1 H, J = 8Hz, -SH), 1,59-l,83 (m, 4H,

HOCHZCH2CH20H2), 2,13 (s, lH, -OH), 2,47-2,5s (m, 2 H, HscH2—),

3,61 (t, 2 H, J = 7Hz, -CH20H)

RMN 13c (50 MHz)7 a = 24,4 (c-3), 30,2 (04*), 31,3 (02*), 62,1 (C-l)

Cuando se utilizaron 1,85 g del hidruro (relación LiAIH4/y-TBL = 5.0) y la mezcla se

mantuvo durante 72 horas a 25°, en el cromatograma gaseoso del líquido obtenido se

observó la tiolactona de partida y otro componente muy minoritario, que se separó de la

mezcla mediante cromatografia flash. Luego de elución con cloruro de metileno se aisló el

componente minoritario, un líquido identificado como ácido 4-mercaptobutr'rico:

EM (m/z,%): 120(M+-, 36), 102 (93), 61 (92), 60 (99), 47 (91), 45 (60), 43 (82), 42 (100)

RMN-IH (100 MHz) a = 1,36 (t, lH, J = st, -SH), l,72-l,87 (m, 2H, -cH_200211),

2,37 (m, 2H, -CI-12CH2CH2-),2,52 (t, 2H, J = st, -CH23H)

Bromuro de S-(8-hidroxi-1-octil)-isotiouronio ( 73 )

A una solución de 8-bromo-l-octanol (456 mg, 2,4 mmoles) en 5 mL de etanol se agregaron

198 mg de tiourea (2,6 mmoles). El sistema de reacción se reflujó durante 3 horas. Tras

evaporar el etanol en evaporador rotatorio se obtuvo un residuo sólido que se recristalizó de
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éter etílico-etanol, obteniéndose un sólido blanco de P.F. 64-66°, poco soluble en agua y

soluble en metano] y en etanol. (461 mg, 74%)

IR (KBr, cm'l) : 3354 (OH), 3160 (NH2), 2851 (H3N+), 1655 (C=N)

EM (m/z, %): 205 (M+-, 21), 77 (45), 76 (49), 69 (70), 55 (62), 43 (100), 41 (73)

RMN-1H(CD3OD, 200 MHz) 8 = l,37-l,77 (m, 16H), 2,20 (s, lH, -OH),

3,15 (t, 21-1,J = 8Hz, -CH2S-), 3,55 (t, 2H, J = 8Hz, -CH20H)

RMN-13€ (CD3OD, 50 MHz) 8 = 26,7 (C-3), 29,3 (C-5*), 29,6 (C-6’), 30,0 (C-4),

30,2 (C-7), 32,0 (C-8), 33,5 (C-2), 62,9 (C-l), 173,1 (C-9, H2NQSWH3)

elemental
Calculado para C9H21BrN20S : C, 37,89 ; H, 7,37; N, 9,82 ; S, 11,23 ; Br, 28,07

Encontrado : C, 38,12; H, 7,61 ; N, 10,14; S, 11,61; Br, 28,67

8-Mercapto-1-odanol ( 16)

A una solución de 8-bromo-l-octanol comercial (1,94 g, 9,3 mmoles) en 20 ml de etanol se

agregaron 765 mg de tiourea (10 mmoles) y la mezcla resultante se reflujó durante 2 horas.

Luego se agregaron 400 mg de hidróxido de sodio (10 mmoles) en 4 ml de agua y se reflujó

2 horas más. Concluido el reflujo, se llevó a temperatura ambiente, se enfi-ió a 0° y se

acidificó con ácido clorhídrico 2N hasta pH 2. Se observó la formación de una turbidez que

desapareció por agitación. Se extrajo con cloruro de metileno, la fase orgánica se lavó con

agua y se secó sobre sulfato de sodio. Luego de eliminar el solvente en evaporador rotatorio

se obtuvieron 915 mg (rendimiento: 67%) de un líquido puro por cromatografia gaseosa y

que desarrolló coloración con el reactivo de Ellman.

IR(filrn,cm'1): 3358 (OH), 2855 (S-CH2), 2556 (SH)

EM(m/z, %): 144(2), 101 (44), 87 (58), 61 (15), 47 (33), 41 (100)

RMN-1H(200 MHz) 5= l,28-l,36(m, 12H), l,53-l,6l (m, lI-I,-SH), 2,16(s,1H,­
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OH), 2,52 (c, 2H, J = 8Hz, -CE28H), 3,63 (t, J= 7Hz, -CH20H)

RMN-13€ (50 MHz) 3=24,4(c-3), 25,5 (0-3), 23,3 (C-6), 29,1 (c—4*),29,5 (05*),

32,5 (c—2), 33,3 (c-7), 62,6 (0-1)

Bromuro de S-(12-hidrafi-I-dodecil)-isoti0uronio ( 74 )

A 1,02 g de lZ-bromo-l-dodecanol (3,9 mmol) en 12 mL de etanol se agregaron 340 mg de

tiourea (4,5 mmoles) y se reflujó durante 3 horas. Tras evaporar el etanol en evaporador

rotatorio se obtuvo un residuo sólido que se recristalizó de éter etflico-etanol, obteniéndose

un sólido blanco de p.f. 94,5-96,5°, poco soluble en agua y soluble en metano] y en etanol

(1,06 g, 80%).

IR(KBr,cm'1): 333o (OH), 3160y3100 (N112), 231o (H3N+), 1630(c=N)

EM (m/z, %); 261 (M+-catión, 2), 101 (71), 37 (31), 76 (52), 55 (100), 43 (63), 41 (33)

FAB-EM(m/z, %): 261 (100), 77 (7)

RMN-1H(CD3OD, 200 MHz) 3= 1,32-1,79 (m, 20 H), 2,16(s, 111,-OH), 3,16

(t, 2H, J = 3Hz, -CH28-), 3,54 (t, 2H, J = 3 Hz, -cg20H)

RMN-13C(CD3OD, 50 MHz) 3= 26,9 (c-3), 29,4 (09*), 29,6 (c-1o*), 30,46 (C-6y

7@), 30,55 (C-5y8@), 30,61 (C-4y 11#), 30,67 (C-4y 11#), 32.0 (c-12),

33,6 (C-2), 63,0 (c-1), 173,2 (c-13, NHZQSNH3+)

elemental
CalculadoparaC13H29BerOS: c, 45,75; H, 3,50 ;N, 3,21 ;s, 9,33; Br, 23,46

Encontrado: c, 45,47; H, 3,34 ;N, 3,09;s, 9,00; Br, 23,35
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12..w",21 J 1 '(17)

Bromuro de S-(lZ-hidroxi-l-dodecil)-isotiouronio (748 mg, 2,2 mmoles) se disolvió en

ácido acético por calentamiento en baño de agua a 40-50°. La solución se dejó llegar a

temperatura ambiente y entonces se añadieron 1,11 g de cinc (17,1 mmoles) previamente

tratado con ácido clorhídrico concentrado y lavado con agua y acetona. La suspensión se

agitó a temperatm'a ambiente durante 20 horas, luego de las cuales se filtró y se lavó con

metano] y acetona. El filtrado y los lavados unidos se neuü‘alizaroncon bicarbonato de sodio

(sólido y solución saturada). A pH 5-6 se observó la formación de un precipitado abundante,

por lo que al alcanzar pH 7 se filtro y el filtrado se extrajo con acetato de etilo. El extracto

orgánico se lavó con agua, se secó sobre sulfato de sodio y luego de evaporar en evaporador

rotatorio se obtuvo 1m sólido que file recristalizado de hexano. Se obtuvieron 235 mg

(rendimiento: 50%) de un producto blanco de p.f. 39-40°, puro por cromatografia gaseosa y

que desarrolló coloración positiva con el reactivo de Ellman.

IR (KBr,cm'l) : 337o (OH), 2850 (S-CH2), 2520 (SH)

EM (m/z,%) : 213 (M+-, 1), 101 (76), s7 (100), 61 (25), 41 (88), 43 (94), 41 (so)

RMN-1H(CDCI3 + CD3OD, 200 MHz) 5 = 1,29-1,34 (m, 20 H), 1,51-1,53

(m, lH, -SH), 2,20(s, lH, -0H), 2,51(t, 2H,J = st, 052m), 3,57(t, 2H,

J=st ,cgzon)

RMN-130 (013013+ CD3CN, 200 MHz) a = 24,2 (0-12), 25,4 (0-3), 28,5 (0-10),

23,3 (0-4”), 29,1 (0-5 y 8*), 29,2 (C-6 y 7*), 29,4 (0-9), 31,3 (0-2), 32,4

(0-11), 62,3 (0-1)
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A 67 mg de la sal de S-alquilisotiouronio (0,20 mmoles) disueltos en l mL de metano] se

agregaron 40 mg de borohidruro de sodio (1,0 mmoles). La mezcla se agitó a temperatura

ambiente durante 18 horas. Se enfi'ió sobre hielo y se acidificó con ácido clorhídrico 5%. Se

extrajo con cloruro de metileno y acetato de etilo; las fases orgánicas se juntaron y se

secaron sobre sulfato de sodio. Por evaporación de los solventes se obtuvo un sólido

formado por lZ-mercapto-l-dodecanol y lZ-hidroñ-l-dodecildisulfiiro ( 72 ; EM (m/z,%) :

434 (M"'-, 35), 199 (67), 101 (23), 87 (41), 55 (100) , 43 (61), 41 (72))

[a-metoxi- a-(m'fluoromen'lz Zienilacetilo

A una solución de 34 mg de eritro-acetato de (l,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo ( 55, 0,17

mmoles) y 0,3 mL de piridina (3,4 mmoles) en 0,5 ml de tetracloruro de carbono se

añadieron 140 mg de cloruro de (S)-MTPA. La mezcla reaccionó con agitación a 27°

durante 21 horas. A este tiempo se tomó una alícuota, el sólido presente en la misma se

separó por centrifirgación y el sobrenadante se analizó por cromatogmfia gaseosa,

verificándose la ausencia de 55. La mezcla de reacción se transfirió a un baño de hielo y se

volcó sobre agua alcalinizada con bicarbonato de sodio. Se formó un sistema aceitoso que

por agregado de cloruro de metileno formó dos fases. La fase orgánica se lavó con ácido

clorhídrico 2N, agua destilada y luego se secó sobre sulfato de sodio anhidro. Tras evaporar

el solvente a presión reducida se obtuvo un líquido que al ser analizado por cromatografia

gaseosa y espectoscopía de RMN-¡H (500 MHz) reveló ser una mezcla (página 133).
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3. Preparación de compuestos mediante catálisis enzimática

Procedimiento general gara las reacciones de acilación enzimáticas

El sustrato y el agente acilante se mezclaron en la relación indicada para cada caso. Los

hidroxialcanotioles líquidos formaron soluciones con el agente acilante sin recun-ir a un

solvente o cosolvente. Solamente se obtuvieron sistemas bifásicos en los casos de l­

tioglicerol con ésteres etílicos de resto ácido mayor que el butanoato. Los

hidroxialcanotioles sólidos se disolvieron con el éster en un solvente miscíble o se agregaron

directamente a este último, formándose una mezcla pastosa. Cuando el sustrato (líquido o

sólido) y el agente acilante no formaron una solución, los sistemas heterogéneos resultantes

fueron reactivos fiente a las lipasas empleadas, aun sin el agregado de un solvente.

A los sistemas anteriormente descriptos se añadió la enzima. En las preparaciones que se

descn’birán a continuación, el biocatalizador se empleó sin ningún tratamiento previo. La

cantidaddelipasa,eltipodeagitaciónylatemperaturaseindicanencadacaso.El

transcurso de la reacción se siguió por cromatografia gaseosa, para lo cual se tomaron

alícuotas de las que se eliminó la lipasa por centrifugación. Alcanzado el grado de

conversión, la enzima se filtró y se lavó con hexano o clonn'o de metileno. En los casos en

que las mezclas de reacción contenían l-tioglicerol, ditiotreitol, ditioeritritol y lZ-mercapto­

l-dodecanol, se efectuó un lavado final de la enzima con pequeñas cantidades de metanol.

El filtrado se evaporó a presión reducida y la mezcla resultante se purificó por medio de los

procedimientos cromatográficos que se detallan en cada técnica. Cuando los agentes

acilantes fueron acetato de etilo y propionato de etilo, el exceso de los mismos se eliminó a

presión reducida, mienüas que los restantes ésteres etílioos se separaron

cromatográficamente, eluyendo con un solvente de menor polaridad que el empleado para

aislar los productos. La pureza de los productos aislados se confirmó por cromatografía

gaseosa.
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Acetato de 2-mercaptoetilo ( 2 )

2-Mercaptoetanol (0,7 m], 770 mg, 10 mmoles) reaccionó con 15 ml de acetato de etilo

(153 mmoles) en presencia de 1,00 g de PPL (E/S = 1,3) durante 7 dias a 25°, mediante

agitación magnética.

El producto crudo de reacción se purificó mediante cromatografia flash Por elución con

cloruro de metileno se obtuvo el líquido 2 (910 mg , 76%).

IR (film, cm-l) : 257o (SH), 1735 (c=0)

EM (m/z, %) : 120 (M+-, 1), 61 (32), 60 (99), 59 (44), 47 (13), 45 (38), 43 (100)

RMN-IH (100 MHz) 5 = 1,36 (t, 1 H, J = 8 Hz, -SH), 1,92 (s, 3 H, -COCH3),

2,49-2,71 (m, 2 H, -OCH2CfigSI-I), 4,04 (t, 2 H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-130 (25 MHz) 5 = 20,8 (CH3-), 23,2 (-CHZSH), 65,7 (-OQH2CHZSH),

170,4(-go-)

Acetato-1-13CdeZ-mercaptoetilo (4)

2-Mercaptoetanol (0,05 mi, 0,71 mmoles) reaccionó con 1,1 ml de acetato de etilo-l-13C

(ll mmoles) en presencia de 7l mg de CAL a 200 rpm durante 3 horas. Mediante un

procedimiento cromatográfico similar a1descripto para el compuesto 2 se obtuvieron 83 mg

del líquido 4 (97% de rendimiento)

EM(m/z, %): 121 (M+-, 3), 61 (37), 60 (37), 44(100)
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Reacción de acetato-I-I3C- de Z-fiolacetoxietilo g5 ) con octanol catalizada gar CAL

Una solución formada por 90 mg de 5 (0,55 mmoles) y 0,09 ml de octanol (0,55 mmoles) en

0,1 ml de hexano se hizo reaccionar con 56 mg de CAL a 30° y 200 rpm. Los resultados

obtenidos se describieron en la página 73.

Propionato de 2-mercaptoetilo ( 8 )

A 0,35 ml de 2-mercaptoetanol (385 mg, 5,0 mmoles) en 8,6 ml de propionato de etilo (75

mmoles) se agregaron 500 mg de PPL. La suspensión resultante se agitó a 130 rpm y 28°

durante 7 días.

La purificación por cromatografía flash (elución con cloruro de metileno) rindió 470 mg del

líquido 8 (71%).

IR (film, cm-l) : 2856 (S-CH2), 257o (SH), 174o (c=0)

EM (m/z , %) : 134 (M+-, 14), 74 (66), 60 (99), 47 (100), 45 (100)

RMN-lH (200 MHz) 8 = 1,15 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH;), l,40-l,67 (c, lH, J = 3 Hz,

-SH), 2,36 (c, J = 7Hz, 2H, -CHg-CO-), 2,64-2,86 (rn,2H, cgzsm,

4,20 (t, J = 6Hz , -ocg2-)

RMN-130 (50 MHz) 5 = 8,9 (-CH3) , 23,1 (-CH2SH) , 27,2 (-gH2co-) , 65,4

(-OCH2-), 173,7 (-co-)

Bwirao de 2-mercaptoetilo ( 9 )

2-Mercaptoetanol (0,17 m], 187 mg, 2,4 mmoles) en 1,6 ml de butirato (12,1 mmoles) de

etilo se hizo reaccionar en presencia de 300 mg de LIP a 30° durante dos días.
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El líquido resultante se purificó mediante cromatografia flash. Por elución con hexano­

acetato de etilo 95:5) se obtuvieron 275 mg del líquido 9 ( 77 %).

111(film, cm-l) : 2580 (s11), 174o (c=0)

EM (m/z, %) : 14s (M+-, 1), 6o (100), 71 (74), 43 (99)

RMN-IH (200 MHz) 5 = 0,96 (t, 3H, J = st, -CH3), 1,49 (t, lH, J = 9 Hz, -SH),

l,61-l,72 (m, 2H, -CH3CflgCH2-), 2,31 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH¿co-),

2,69-2,80 (m, 2H, -CHZSH), 4,20 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-130 (50 MHz) a = 13,5 (-gH3) , 18,3 (-CH3C_H2CH2-), 23,2 (-QHZSH) ,

35,9 (-CH2_QH2CO-), 65,4 (-O_C_H2), 173,2 (90-)

Haanoato de 2-mercaptoetilo ( 10 )

2-Mercaptoetanol (0,17 ml, 2,4 mmoles) en 2,0 ml de hexanoato de etilo (12,1 mmoles)

reaccionó en presencia de 245 mg de PPL a 25° durante 7 días.

El crudo de reacción se purificó por cromatografia en cohnnna. La elución con hexano­

cloruro de metileno 80:20 dio 354 mg del líquido 10 ( 84%).

IR (film,cm-l) : 257o (SH), 174o(0:0)

EM (rn/z, %): 176 (M+-, 1), 99 (92), 61 (97), 43 (100), 41 (100)

RMN-IH (200 MHz) 5 = 0,88 (t, 3H, J = 7Hz, -CH3), 1,25-1,32 (rn, 6H), 1,44 (t, lH,

J = 9 Hz, -SH), 2,34 (t, 2H, J = 7 Hz, -cgzco-), 2,67-2,80 (m, 2H,

-cg;SH), 4,18 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-13o (50 MHz) 8 = 13,8 (-CH3), 22,3 (-QH2CH3), 23,2 (-CHZSH), 24,6

(-CO-CHZQH2-), 31,3 (-CO-(CH2);¿QH2-), 34,1 (-co-gH2-),

65,5 (-CH20-), 173,6(-co-)
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Octanoato de 2-mercaptoetilo ( ll )

2-Mercaptoetanol (0,17 mL, 2,4 mmoles) en 2,4 ml de octanoato de etilo (12,2 mmoles) se

trató con 238 mg de LIP a 31° durante 8 días.

El crudo resultante se purificó por cromatografia en colunma (eluyente: hexano-cloruro de

metileno 80:20), obteniéndose 332 mg del líquido ll (68 %).

IR(fiJm,cm-1): 2572 (SH), 1743(c=0)

EM(m/z, %): 204 (M-+-, 1), 14s (100), 127 (94), 61 (67), 57 (66)

RMN-¡H (200 MHz) 5 = 0,86 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,22-1,29 (m, 10 H,

-CH2(CH2)5-), 1,43 (t, lH, J = 9 Hz, -SH), 2,33 (t, 2H, J = 7 Hz,

-CH2CO-), 2,67-2,79 (m, 2H, -CH28H), 4,19 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-13C(50 MHz) a: 14,2 (-CH3), 22,4 (-QH2CH3), 23,2 (-CHZSH), 25,0

(-c0CH22H2-), 29,3 (-C0-(CH2)2(QH2)2-), 31,8 (-QH2CH2CH3),

34,2 (-co-gH2-), 65,4 (-CH20-), 173,3(-co-)

Decanoato de 2-mercaptoetilo ( 12 )

2-Mercaptoetanol (0,17 ml, 2,4 mmoles) y 2,8 mL de decanoato de etilo (12,1 mmoles) se

hicieron reaccionar en presencia de 722 mg de CCL dm'ante 24 horas a 32° y 150 rpm.

El producto crudo resultante se purificó por cromatografía en columna (eluyente: hexano­

cloruro de metileno 80:20), obteniéndose 308 mg del líquido 12 (63%).

IR(film,cm'1): 2570(SI-I), 1744(c=0)

EM (m/z, %): 173 (61), 61 (86), 60 (100), 57 (79)

RW-1H(200 MHz) 8=0,85 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,21-1,3o(m, 14H,
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-CH2(cgz)-,—), 1,45 (t, lH, J = 9 Hz, -SH), 2,33 (t, 2H, J = 7 Hz,

-CH2CO-), 2,68-2,8l (m, 2H, -CHZSH), 4,20 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-),

RMN-13o (50 MHz) 5= 13,9 (-CH3), 22,4 (-QH20H3), 23,2(-CH28H), 24,8

<-co-CH29H2-), 29,0 (-co-(CH2)2Q*H2->, 29,1(-co-(CH2)3@*H2)2-),

29,3 (-CO-(CH2)5-CO-), 31,8 (-QH2CH20H3), 34,1 (-CO-QH2-),

65,4 (-CH20-), 173,6 (—co-)

Dodecanoato de 2-mercaptoelilo ( 13 )

2-Mercaptoetanol (0,17 m], 2,4 mmoles) y 9,5 ml de dodecanoato de etilo (36 mmoles)

reaccionaron en presencia de 240 mg de PPL durante 24 horas.

La cromatografía en columna del líquido resultante (elución con hexano-cloruro de metileno

80:20) rindió 319 mg del líquido 13 (Sl %).

IR (film, cm-l) : 2575 (SH), 174o (c=0)

EM (m/z, %) : 200 (94), 71 (89), 61 (79), 6o (94), 57 (96), 43 (100)

RMN-lH (200 MHz) 8 = 0,86 (t, 3H, J = 7 HL -CH3), l,20-l,28 (m, 18H,

-CH2(cgz)9-), 1,46 (t, lH, J = 8 Hz, -SH), 2,32 (t, 2H, J = 7 Hz,

-CH2CO-), 2,69-2,81 (rn, 2H, -CHZSH), 4,19 (t, 2H, J = 7 Hz, -0CH2-)

RMN-13€ (50 MHz) a = 14,1 (-CH3), 22,5 (-_(;H2CH3), 23,2 (-CHZSH), 24,8

(-co-CHng¿-), 29,10(-CO-(CH2)2-Q*H2-),29,17

(-CO-(CH2)3-(Q*H2)2-), 29,24 (-co-(CH2)s-Q*H2-), 29,4

(-co4CH2)6-Q*H2-), 29,5 (-co-<CH2)7-Q*H2-), 31,7 (-_c.Hch20H3),

34,1 (-c0—gH2-), 65,4 (-CH20-), 173,6 (-CO-)
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Acetato de 3-mercaptopropilo ( 18 )

A 186 mg de 3-mercapto-1-propanol (2,0 mmoles) en 3 mL de acetato de etilo (30,7

mmoles) se agregaron 200 mg de PPL. La suspensión se agitó magnéticamente durante 24

horas a 28°.

Por cromatografia flash, utilizando hexano como eluyente, se obtuvieron 240 mg del líquido

18 (89%)

IR (film, cm-l) : 2572 (SH) , 1745 (c=0)

EM (m/z , %) : 134 (M+-, 10), 74 (100), 47 (58), 43 (ss)

RMN-lH (200 MHz) 5 = 1,40 (t, 1H, J = 3 Hz, -SH), l,87-2,01 (m, 2H, -Cfl2CH28H) ,

2,06 (s, 3H, -CH3), 2,55-2,67 (m, 2H, -CHzcg¿SH), 4,18 (t, 2H, J = 8 Hz,

-OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) 3 = 21,1 (-CH3), 29,7 (-CH28H), 32,3 (-OCHng2-),

62,5 (-OCH2-), 171,1 (-co-)

Butanoato de 3-mercaptopropilo ( 19 )

3-Mercapto-l-propanol (92 g, 1,0 mmoles) y 0,6 mL de butirato de etilo (4,5 mmoles) se

hicieron reaccionar en presencia de 213 mg de CCL durante 24 horas a 28° y 200 rpm.

Por cromatografía en columna (eluyente: hexano-acetato de etilo 90:10) se obtuvieron 139

mg del líquido 19 (86%).

IR (film, cm-l) : 2568 (SH), 1741 (c=0)

EM (m/z, %) z 162 (Mi, 1), 74 (100), 71 (65), 43 (59)

RMN-¡H (200 MHz) 8 = 0,95 (t, 3H, J = 8 Hz, -CH3), 1,45 (t, 1H, J = 9 Hz, -SH),

1,59-1,7o (m, 2H, CH3CH2CH2-), 1,90—2,05(m, 2H, -Cfl2CH28H),
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2,30 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-), 2,58-2,69 (m, 2H, cgzsm, 4,10

(t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) 5 = 13,5 (-CH3), 18,4 (-QH2CH3), 29,4 (-CH28H), 32,5

(-QH2CH28H), 34,0 (-CO-QH2-), 62,3 (-OCH2-), 173,2 (-co-)

Haanoato de 3-mercaptopr0pilo ( 20 )

A 65 mg de 3-mercapto-l-propanol (0,71 mmoles) en 0,61 mL de hexanoato de etilo (3,6

mmoles) se agregaron 78 mg de LIP. La suspensión resultante se agitó a 27° y 200 rpm

durante 24 horas.

La cromatografía en columna del crudo de reacción condujo, mediante elución con hexano­

cloruro de metileno 80:20, a ll3 mg del líquido 20 (84%).

IR(film, cm-l): 2570(SH), 1740(c=0)

EM(m/z, %): 19o (M“'-, 10), ll7(83), 99(100), 75 (88), 47 (77), 41 (94)

RMN-1H(200 MHz) 8=0,87 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,24-1,31(m,6H,CH3(CHZ)3-),

1,42 (t, lH, J=8Hz,-SH), l,88-2,00(m, 2H, -CH2CHZSH), 2,34

(t, 2H, J = 7Hz, -CH2CO-), 2,54-2,65 (m, 2H, -C_1128H),4,11

(t, 2H, J = 7Hz, -OCH2-)

RMN-13o (50 MHz) a: 13,7 (-CH3), 22,2 (-_C_H2CH3),24,5 (-CO-CHng2-), 29,4

(-CHZSH), 31,1 (-QH2CH2CH3), 32,4 (-OCH2_C_3_H2-),34,2 (-C0-QH2-),

62,2 (-CH20-), 173,6(-co-)

Octanoato de 3-mercaptopropilo ( 21 )

3-Mercapto-l-propanol (92 mg, 1,0 mmoles) y 0,95 m1de octanoato de etilo (4,9 mmoles)

se agitaron en presencia de 110 mg de LIP durante 45 horas a 31° y 200 rpm.
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La cromatografía en columna del crudo de reacción (elución con hexano-cloruro de metileno

80:20) dio 192 mg del líquido 21 (88%).

IR (film,cm-l) : 2570 (SH), 1740 (c=0)

EM (m/z, %) : 218 (M+-, 1), 127 (33), 74 (100), 57 (30)

RMN-IH (200 MHz) 5 = 0,85 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,21-1,30 (m, 10 H,

-CH2(cg2)5-), 1,45 (t, lH, J= 9 Hz, -SH), l,88-2,02

(m, 2I-I,-CH2CH2SH), 2,33 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-), 2,56-2,67

(m, 2H, -CH2CI_{2SH), 4,10 (t, 2H, J = 8 Hz, -OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) a = 14,0 (-CH3), 22,3 (-gH2CH3), 24,9 (-QH2CH2CO-), 29,3

(CH3(CH2)2LQ*H2)2-), 29,4 (-g*H28H), 31,6 <-gH2CH2CH3), 32,5

(-QH2CH2SH), 34,0 (-QH2CO-), 62,6 (-CH20-), 173,7 (-co-)

Acetato de 4-mercaptobuülo ( 22 )

4-Mercapto-l-butanol (269 mg, 2,5 mmoles) en 3,8 ml de acetato de etilo (38,9 mmoles) sc

hicieron reaccionar en presencia de 255 mg.de PPL a 200 rpm y 30° durante 42 horas.

Por cromatografia flash utilizando hexano-acctato de etilo 80:20 como eluyente se aislaron

308 mg de 22 (82 %).

[R(film,cm'1): 2574 (SI-I), 1735(c=0)

EM (m/z ,%): 88 (62), 60 (65), 47 (22), 43 (100)

RMN-IH (200 MHz) 8 = 1,36 (t, 1H, J= 8 Hz, -SH), l,64-l,79 (m, 4H,

cgzcgzcnzsm, 2,05(s, 3H, -CH3), 2,51-2,62(m,2H, -Cfl2SH), 4,08

(t, 2H, J=7HL -OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) 6 = 20,8 (-CH3), 24,1 (-CH2SH), 27,2 (-OCH2gH2-),

30,3 (-QH2CH2SH), 63,7 (-0CH2-), 170,9(-co-)
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Haanoao de 4-mercaptobutilo ( 23 )

4-Mercapto-l-butanol (81 mg, 0,76 mmoles) en 0,62 mL de hexanoato de etilo (3,7

mmoles) mocionó con 200 mg de CCL a 30° y 190 rpm durante 7 días.

La cronntogmfia en columna del crudo de reacción (eluyente: hexano-cloruro de metileno

30:20) rindió 94 mg del líquido 23 (61%).

IR(film,cm'1): 2575(SH), 1740(c=0)

EM (m/z, %): 117(70), 99(84), 33 (54), 47 (31), 43 (100), 41 (37)

RMN-IH (200 MHz) 8 = 0,86 (t, 3H, J = 7Hz, -CH3), l,26-l,32 (m, 61-1,CH3(cg2)3-),

1,38(t, lH, J=8Hz,-SH), l,67-l,80(m,4H,cgzcgzmzsn), 2,36

(t, 2H, J = 3Hz,-CH2CO), 2,52-2,6l (m, 2H, cgzsm, 4,07

(t, 2H, J = 7Hz. -OCH2-)

RMN-13C(50 MHz) 8= 13,3 (-CH3), 22,3 (-QH2CH3), 24,2 (—C*H28H),24,6

(-COCHZQ*H2-), 26,9 (-0CH2c_:H2-), 30,4 (-QH2CHZSH), 31,4

(-QH2CH2CH3), 33,9 (-cogH2-), 64,1 (-OCH2-), 173,5 (-co-)

Oaanoato de 4-mercaptobufilo ( 24 )

A 57 mg de 4-mercapto-l-butanol (0,54 mmoles) y 0,52 mL de octanoato de etilo (2,7

mmoles) se agregaron 168 mg de CCL. La suspensión resultante se agitó durante 48 horas a

30° y 190 rpm.

Se aislaron 101 mg del líquido 24 (80%) luego de cromatografía: en columna el crudo de

reacción (elución con hexano-cloruro de metileno 80:20).

mmm], cm-l): 2570(SH), 1745(c=0)

EM (m/z, %): ss (44), 47 (57), 43 (74), 41 (100)
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RMN-1H(200 MHz) 8 = 0,84 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,21-1,30(m, 10H,

-CH2(Cfl2)5-), 1,41 (t, J = 8 Hz, lH, -SH), 1,65-l,79 (m, 4H,

-C_H;CEZCHZSH), 2,32 (t, 2H, J= 7Hz, -CH2CO-), 2,49- 2,60 (m, 2H,

-cg28H), 4,08 (t, 2H, J= 7 Hz, -OCH2-)

RMN-130 (50 MHz) a = 13,9 (-CH3), 22,4 (-_QHZCH3),24,2 (-Q"'H28H), 24,8

(-COCHZQH2-), 26,9 (-OCHZQH2-), 29,3 (CH3(CH2)2(QH2)2-), 30,5

(-QH2€H28H), 31,7 (CH3CH2gH2-), 34,1 (-cogH2-), 64,0 (-OCH2-),

173,5(-co-)

Acetatode8-mercaptooaüo (25)

8-Mercapto-l-octanol (52 mg, 0,32 mmoles) en 0,5 ml de acetato de etilo (5,1 mmoles) se

agitaron a 210 rpm y 33° durante siete días en presencia de 54 mg de LIP.

El compuesto 25 se aisló mediante cromatografia flash, eluyendo con hexano-acetato de

etilo 95:5 (56 mg, 85%).

IR (film, cm-l) : 2868 (S-CHZ), 2572 (SH), 1749 (c0)

EM (m/z, %) : 55 (39), 47 (15), 43 (100), 41 (36)

RMN-lH (200 MHz) a = 1,23-1,4o (m, 8H), 1,52-1,70 (m, 5H), 2,02 (s, 3H, -CH3),

2,442,55 (g, 2H, J = 8 Hz, —cg2SH), 4,03 (t, 2H, J = 8 Hz, -OCH2-)

RMN-130 (50 MHz) 5 = 20,9 (-CH3), 24,5 (-CH28H), 25,8 (-OCH2CHZQH2-),

28,2 (-0CHzg*H2-), 28,5 (-g*HZCHZCHZSH), 29,0

(-9#H29#Hz<CH2)3sm, 29,3 (-Q#HzQ#H2(CH2)3SH>, 33,9

(-QH2CHZSH), 64,5 (-ogH2-), 171,1ego.)
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Haanoato de 8-mercaptooctilo ( 26 )

8-Mercapto-l-octanol (0,35 mmoles) y 0,37 mL de hexanoato de etilo (2,2 mmoles) se

hicieron reaccionar 8 días a 33° y 210 rpm en presencia de 32 mg de LIP.

Tras purificar por cromatografía en columna el producto crudo de reacción (hexano-acetato

de etilo 90:10) se aislaron 82 mg del líquido 26 (91%).

IR(film,cm'1): 2570(SH), 1740(c=0)

EM(m/z, %): 26o (M+-, 1), 117(51), 99(71), 47 (23), 43(100)

RMN-IH (200 MHz) a: 0,39 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,21-1,4o (m, 14H), 1,55-1,7o

(m, SH), 2,23 (t, 2H, J = 3112,-CH2CO-), 2,46-2,56 (m, 2H, -CI_{28H), 4,10

(t, 2H, J= 7Hz, -OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) 3= 13,3 (-CH3), 22,2 (-QH2CH3), 24,5 (-C*HZSH), 24,6

(-CO-CH2-_C_*H2-), 25,3 (-OCH2CH2_C_H2-), 23,3 (-OCH2_C_#Hz-), 23,6

(-Q#HZCH2CHZSH), 29,0 (-Q@H2CH2(CH2)3SH), 29,5

(-CHZQ@HZ(CH2)3SH), 31,3 (-_C_H2CH2CH3),33,9 (-CO-QAH2-), 34,3

(-QAH2CHZSH), 64,2 (-OCH2-), 173,3 (-co-)

Oaanoato de 8-mercaptooctüo ( 27 )

8-Mercapto-l-octanol (40 mg, 0,25 mmoles) y 0,27 mL de octanoato de etilo (1,4 mmoles)

se hicieron reaccionar dmante 45 horas a 33° y 210 rpm en presencia de 23 mg de LIP.

La cromatografia en columna del crudo de reacción (eluyente: hexano-acetato de etilo

90:10) permitió obtener 63 mg del líquido 27 (89%).

IR(fiJm,cm'1): 2363 (S-CH2), 2577 (SI-I), 1742 (CO)

EM(m/z, %): 145 (45), 127 (59), 57 (72), 55 (100), 47 (20), 43 (55), 41 (39)
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RMN-IH (200 MHz) 8 = 0,87 (t, 3H, J= 7 Hz, -CH3), 1,20-1,35 (m, 18H), l,53-l,66

(m, SH), 2,27 (t, 2H, J = 7 Hz, -CH2CO-), 2,44-2,56 (m, 2H, -cg;¿SH),

4,08 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH2-)

RMN-130 (50 MHz) a: 13,9 (-CH3), 22,5 (-QH2CH3), 24,5 (-CHZSH), 24,9

(-QH2(CH2)2CH3), 25,8 (-OCH2CH2QH2-), 28,3 (-OCH2g*H2-), 28,6

(-g*H2CH2CstH), 28,8 (-CH30H2(9H2)2-),29,0 (-Q#HzCH2(CH2)3SH),

29,6 (-CH29#H2(CH2)3SH), 31,6 (-QH2CH2CH3), 33,9 (-COQ_@H2-),

34,3 (-_C_@H2CH28H),64,2 (-CH20-), 173,8 (-co-)

Acetato de 12-mercaptododecilo ( 28 )

12-Mercapto-l-dodecanol (97 mg, 0,45 mmoles) se disolvió en 0,7 m1 de acetato de etilo

(7,1 mmoles) por calentamiento a 40°. Se dejó llegar a temperatura ambiente y a la solución

formada se le agregaron 44 mg de LIP. La reacción se llevó a cabo a 30° y 170 rpm durante

7 días.

El líquido 28 se aisló por mediante cromatografia flash, empleando como eluyente hexano­

acetato de etilo 98:2. (84 mg, 73 %).

IR(fiJm,cm'1): 2855 (S-CH2-), 2573 (SI-I), 1736(C0)

EM(m/z, %) : 260 (M+-, 1), 61 (36), 55 (82), 47 (15), 43 (100), 41 (54)

RMN-1H(200MHz,CDCl3) 5 = 1,24-1,43 (m, 16H), l,54-l,65 (m, SH), 2,04

(s, 3H, -CH3), 2,47-2,58 (m, 2H, -cg2sm, 4,05 (t, J = 7 Hz, 2H, -0CH2-)

RMN-13€ (50 MHz, CDCl3) 8 = 21,0 (-CH3), 24,6 (-CH;¿SH), 25,9 (-OCH2CHng2-),

28,3 (-0CH29*H2-), 28,6 (-Q*H2CH2CHZSH),29,0 (-0(CH2)3g#H2-,

-0(CH2)4Q#H2-), 29,2 (-0(CH2)5 (Q#H2)3-), 29,5 (-_C_H2(CH2)3SH),

34,0 (-QH2CHZSH), 64,6 (-CH20-), 171,2(-co-)
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Butirato de 12-mercaptododecilo (29 )

A una suspensión de 49 mg de lZ-mercapto-l-dodecanol (0,22 mmoles) en 0,15 ml (1,13

mmoles) de butirato de etilo se agregaron 25 mg de LIP. El sistema se agitó a 210 rpm y 33°

durante 45 horas.

El producto crudo de la mezcla de reacción se sembró mediante pastilla en una columna de

silicagel; por elución con hexano-acetato de etilo 95:5 se obtuvieron 53 mg del líquido 29

(82 %)

IR(film,cm‘1):2862(S-CH2), 2574(SH), 1738(c=0)

EM(m/z, %) : 288 (M+-,2), 89 (72), 71 (100), 47(18), 43 (94),41 (82)

RMN-ÏH (200 MHz) 8 = 0,95 (t, 3H,J=8Hz,-CH3), 1,24-l,36 (m, 16H), 1,60-l,71

(m, 7H), 2,28 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-), 2,52 (c, 2H, J = 7 Hz, -cg2sm,

4,06 (t, 2H,J=7Hz, -OCH2-)

RMN-13€ (50 MHz) 8 = 13,5 (-CH3), 18,4 (-QH2CH3), 24,6 (-CI{28H), 25,8

(-OCH2CH2gH2-), 28,2 (-OCH2_(_2*H2-),28,6 (-g*H2(CH2)2sm, 28,9

(-0(CH2)3Q#H2- , -0(CH2)4Q#H2-), 29,2 (-0(CH2)5(Q#Hz)3-), 29,5

(-QH2(CH2)3SH), 34,0 (-QH2CHZSH), 36,0 (-coc_H¿-), 64,7 (-OCH2-),

173,3(-co-)

Acetato de I-mercapto-Z-propilo ( 30 )

l-Mercapto-Z-propanol (0,3 ml, 314 mg, 3,4 mmoles) se disolvió en 5 ml (5] mmoles) de

acetato de etilo. Se agregaron 344 mg de LIP y el sistema formado se agitó a 200 rpm y 30°

durante quince días.

El compuesto 30, líquido, se aisló luego de una cromatografía flash, utilizando cloruro de

metileno como eluyente (50 mg , ll %)
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EM (m/z, %) : 134 (M+-, 1), 74 (95), 47 (10), 43 (100)

RMN-IH (200 MHz, CDCl3) 5 = 1,27 (d, J = 7 Hz, 3H, —CHcg3), 1,40 (t, J = 8 Hz,

lI-I, -SH), 2,03 (s, 3H, -COCH3), 2,65 (m, 2H, -0g2s11), 4,96-5,02

(m, lH, -CH-)

Acetato de (3-mercapt0-2-hidrofi)-1-propilo (32 )

A una solución de 0,86 mL de l-tioglicerol (1,07 g , 9,9 mmoles) en 15 mL de acetato de

etilo (153 mmoles) se agregaron 1 g de PPL. La reacción transcurrió a 150 rpm y 25°

durante 15 días.

La cromatografia flash de la mezcla final de reacción (elución con hexano-acetato de etilo

1:1) condujo a 1,10 g de 32, un líquido aceitoso. (74%)

IR (film, cm-l) : 3440 (OH), 2572 (SH), 1730 (c0)

EM (rn/z, %): 132 (M+--l8, 4), 90 (69), 77 (57), 47 (62), 43 (100)

RMN-lH (100 MHz) a = 1,51 (t, lH, J = 9 Hz, -SH), 2,08 (s, 3H, -COCH3), 2,60-2,73

(m, 2H, -CE2SH), 3,14 (sa, lH, -011), 3,79-3,93 (m, 1H, -CH-), 4,06-4,20

(m, 2H, -CI_{¿0co-)

RMN-13€ (50 MHz) a = 20,6 (-CH3), 27,7 (-CHZSH), 66,1 (-QH20CO-),

70,1 (-QHOH), 171,0 (-QOCH3)

La asignación de las señales a 66,1 y 70,1 ppm se confirmó por medio de un

espectro de RMN-13C-DEPT.
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Propionato de (3-mercapto-2-hidrofi)-I-propüo ( 33 )

l-Tioglícerol (0,58 m], 6,7 mmoles) en 3,8 m1de propionato de etilo (32 mmoles) se agitó a

32° y 200 rpm durante 2 horas en presencia de 1,96 g de CAL.

Concluida la reacción, el producto crudo resultante se purificó por cromatografia en

columna. La elución con hexano-acetato de etilo 85:15 dio lugar a 102 mg de un líquido que

fue identificado como propionato de (3-mercapto-2-propanord)-1-propilo (40 )

IR (film, cm-l) : 2881 (SCH2), 2572 (SH), 1749 (CO)

EM (¡n/z, %) : 57 (100), 41 (22)

RMN-1B (200 MHz) 5 = 1,13 (t, 3H, J = 8 Hz, -CH2000(CH2)2cg*3), 1,15

(t, 3H, J = 8 Hz, -CHOCO(CH2)2CE*3), 1,46 (t, lH, J = 9 Hz, -SH),

2,33 (c, 2H, J = 8 Hz, -CH20COCfl*2CH2CH3), 2,35 (c, 2H, J = 3 Hz,

-CHOCOCH*2CH2CH3), 2,69-2,77 (m, 2H, -C_H28H), 4,22 (dd, 1H,

J = 6 Hz, -CH*H'OCO-), 4,35 (dd, lH, J = 4 Hz, -CHI_{'*OCO-),

5,02-5,13 (m, 111,-c_110co-)

RMN-13€ (so MHz) 5 = 9,0 (QH3CH2COOCH2- y QH3CH2COOCH-), 27,4

(CH3Q*H2CH2COOCH2- y CH3g*H;¿CHZCOOCH-), 27,5 (-C*H2s11),

63,0 (-QH20CO-), 72,1 (-gHoco-), 173,6(-CHogo-), 173,9 (-CHZOQO-)

Por elución con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 543 mg (49%) de propionato de

(3-mercapto-2-hidroxi)-l-propilo (33, líquidoaeeitoso)

IR (film, cm-l) : 3600 (OH), 2888 (S-CHZ), 1749 (CO)

EM (m/z, %) : 146 (M+--18, 4), 9o (34), 57 (100), 47 (30)

RMN-¡H (200 MHz) 5 = 1,14 (t, 3H, J = 7 Hz, CE3CH2CO-), 1,49 (t, lH, J = 9 Hz,

-SH), 2,34 (c, 2H, J = 7 Hz, -CH3c_11200-), 2,53 (s, 1H, -OH), 2,60-2,77
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(m, 2H, -CHZSH), 3,82-3,93 (m, lH, -CflOH), 4,13 (dd, lH, Jl = 5 Hz;

12 = 3 Hz, -Cg*H'oc0-), 4,20 (dd, 1H, Jl = 3 Hz; 12 = 5 Hz, —CHH_'*oco-)

RMN-13€ (50 MHz) 8 = 3,9 (QH3CH2CO-), 27,3 (CH3QH2CO-), 28,1 (-CH28H),

66,2 (-QH20CO-), 70,4 (-gH0H), 174,5 (-QOOCH2-)

Butirato de (3-mercapta-2-hidroxi)-1-propilo ( 34 )

l-Tioglicerol (0,14 m], 1,6 mmoles) y 1,1 ml de butimto de etilo (8,3 mmoles) se dejaron

reaccionar en presencia de 160 mg de LIP durante 20 horas a 150 rpm.

Por cromatografía en columna del crudo de reacción (eluyente: hexano-acetato de etilo

80:20), se aisló un líquido aceitoso identificado como 34 (175 mg, 61 %)

IR (film, cm-l) : 3500 (OH) , 2570 (SH) , 1745 (c=0)

EM (rn/z, %) : 160 (M+°-18, 3), 90 (27), 71 (96), 72 (45), 47 (24), 43 (100)

RMN-lH (200 MHz) a = 0,96 (t, 3H, J = 3 Hz, -CH3), 1,50 (t, lH, J = 9 Hz, -SH),

l,60-l,71 (m, 2H, CH3CE2CH2-), 2,29 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-), 2,46

(s, lI-I, -OH), 2,62-2,73 (m, 2H, -CH;)_SH),3,79-3,91 (m, lH, -cg0H), 4,12

(dd, lH, J1= 5 Hz; 12= 2 Hz, —cg*H'oco-), 4,19 (dd, lH, Jl = 2 Hz;

12 = 5 Hz, -CHH'*OCO-)

RMN-13o (50 MHz) 5 = 13,4 (-CH3), 18,5 (-QH2CH3), 23,0 (-CHZSH), 36,1

(-cog:_H2-), 66,1 (-CH20-), 70,4 (-CHOH), 173,0 (-co-)

Hmnoato de (3-mercapto-2-hídron')-1-propüo( 35 )

l-Tioglicerol (0,14 m], 1,6 mmoles) y 1,35 mL de hexanoato de etilo (8,2 mmoles) se

hicieron reaccionar en presencia de 168 mg de LIP durante 24 horas a 28° y 150 rpm.
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La cromatografia en columna del crudo de reacción condujo, tras elución con hexano­

acetato de etilo 1:1 a 219 mg de 35, un líquido aceitoso. (66 %)

mmm], cm-l): 3550 (OH), 2573 (SH), 1746(C=O)

EM(m/z, %): 133(Mt-13, 1), 99(100), 90 (20), 72 (53), 43 (34)

RMN-IH (200 MI-Iz)3 = 0,37 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,24-1,31(m,6H,

CH3-(cgz)3-), 1,50(t, lH, J=9Hz,-SH), 2,14(s,1H,-0H), 2,33

(t, 2H, J = 7 Hz, -Cfl;CO-), 2,53-2,70 (m, 2H, -CH28H), 3,73-3,37

(m, lH, -CHOH), 4,11 (dd, 1H, 11 = 5 Hz ,12 = 2 Hz, -CLI*H'oco-),

4,13 (dd, lH, J1= 2 Hz; 12 = 5 Hz, - 11H_'*oco-)

RMN-13€ (50 MHz) 3 = 13,7 (-CH3), 22,1 (-QH2CH3), 24,4 (-CO—CHZQH2-),27,9

(-CH28H), 31,0 (—co—(CH2)2-gH2-),34,0 (-co-gH2-), 66,0 (—gH20co-),

70,3 (-CHOH), 173,3 (-co-)

Decanoato de (3-mercapto-2-hidrofi)-I-propilo (36 )

l-Tioglicerol (0,17 ml, 2,0 mmoles) y 2,3 mL de decanoato de etilo (9,9 mmoles)

reaccionaron con 200 mg de LIP durante 2 horas a 200 rpm y 30°.

La cromatografia en columna del crudo de reacción (eluyente: hexano-acetato de etilo 1:1)

rindió 451 mg de 36 (37 %)

IR (film, cm-l) : 3560 (OH) , 2576 (SH) , 1743 (c=0)

EM (m/z , %) : 244 (Mt-13, 4), 155 (93), 90 (61), 72 (100), 47 (21), 43 (90)

RMN-lH (200 MHz) 3 = 0,37 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,20-1,23 (m, 14H,

CH3-(cg2)7-), 1,49 (t, lH, J = 9 Hz, -SH), 2,15 (t, 2H, J = 7 Hz,

—g_H2co-),2,46 (s, lH, -011), 2,61-2,73 (m, 2H, cgzsm, 3,30-3,93

(m, lH, —cg0H), 4,12 (dd, lH, Jl = s Hz; 12 = 3 Hz, -cr_I“H'oco-),



230 Capítulo VIII

4,19 (dd, lH, Jl =3 Hz; 12:5 Hz, -CHI_{'*OCO-)

RMN-13€ (50 MHz) 8 = 13,9 (-CH3), 22,5 (-QH2CH3), 24,8 (-co-CH2gH2-), 28,0

(-CHZSH), 29,0 (-CO-(CH2)2Q*H2-), 29,1 (-co-(CH2)3-(Q‘H2)2-), 29,3

(-co-(CH2)5-Q*H2-), 31,7 (-_C_H2CH2CH3),34,2 (-Co-gH2-), 66,1

(-CH20-), 70,4 (-CHOI-I), 173,9 (-co-)

Dodecanoato de (3-mercapto-2-hidroxi)-I-propilo ( 37 )

A 0,17 mL de l-tioglicerol (2,0 mmoles) en 2,5 mL de dodecanoato de etilo (9,5 mmoles) se

agregaron 598 mg de CCL. La suspensión resultante se agitó a 30° durante 24 horas.

Con el producto evaporado resultante se preparó una pastilla que se sembró en una columna

de sílicagel. Por elución con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 446 mg de 37 (79%).

IR(film, cm-l): 3480 (OI-I), 2855 (S-CH2), 2578 (SH), 1742 (CO)

EM (m/z, %): 272 (Mr--18, 4), 183 (78), 90(52), 72 (93), 57 (86), 43 (100)

RMN-¡H (200 MHz) 8 = 0,88 (t, 3H, J = 6 Hz, -CH3), 1,20-1,27 (m, 18H,

CH3-(C_Hz)9-), 1,54 (t, lH, J=9Hz), 2,11 (sa, lI-L-OH), 2,35

(t, 2H, J = 7 Hz, -CH2CO-), 2,61-2,72(m, 2H, cgzsm, 3,75-3,86

(m, lH, -cg0H), 4,11 (dd, lH, Jl = 5 Hz, 12= 2 Hz, -CH*H'oco-),

4,18 (dd, lH, Jl = 2 Hz; 12 = 5 Hz,/ -CHH*OCO-)

RMN-13€ (50 MHz) 8 = 14,0 (-CH3), 22,6 (-QH2CH3), 24,8 (-CO-CH2QH2-), 28,1

(-CstH>, 29,0 (-C0-(CH2)2-Q*H2-), 29,16 (-CO-(CH2)3-(Q*H2)2-),

29,22 (-Co-(CH2)5-Q*H2-), 29,3 (-co-(CH2)6-Q*H2-), 29,5

(-co-(CH2)7-Q‘H2-), 31,8 (-_C_H2CH2CH3),34,1 (-co.gH2-), 66,1

(-CH20-), 70,4 (-CHOH), 173,9(-co-)
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Tetradecanoato de (3-mercapto-2-hidron’)-1-propilo (38 )

l-Tíoglicerol (0,17 mL 2,0 mmoles) y 2,95 mL de tetradecanoato de etilo (lO mmoles) se

agitaron durante cuarenta y ocho horas a 30° y 200 rpm en presencia de 600 mg de CAL.

Con el residuo de la evaporación se preparó una pastilla que se sembró en una columna de

silicagel. Por elución con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 410 mg (65%) de un

líquido aceitoso identificado como 38.

IR (film,cm-l) : 3500 (OH), 2571 (SH), 1742 (c=0)

EM (m/z, %) : 300 (M+--13, 5), 72 (69), 55 (67), 45 (62), 43 (37), 41 (100)

RMN-¡H (200 MHz) a = 0,33 (t, 3H, J = 6 Hz, -CH3), l,26-l,32 (m, 22 H,

CH3-(Cflz)11-), 1,50 (t, lH, J = 9 HL -SH), 2,35 (t, 2H, J = 7 Hz,

-CH2C0-), 2,54 (sa, 111,-OH), 2,61-2,82 (m, 2H, -CHZSH), 3,343,90

(m, lH, -CH0H), 4,14 (dd, lH, Jl = 5 Hz; J2 = 3 Hz, -CH*H'oco-),

4,21 (dd, lH, Jl = 3 Hz; 12 = 5 Hz, -cm_1'*oco-)

RMN-13€ (50 MHz) 3 = 13,9 (-CH3), 22,5 (-QHZCH3), 24,7 (-CO-CHZQH2-), 23,0

(-CH28H), 29,0 (-co-(CH2)2-Q*H2-), 29,15 (-co-(CH2>3-<Q*H2)2-),

29,22 (-co-(CH2)s-(Q*H2)2-), 29,3 (-C0-(CH2)7-(Q*H2)2-), 29,5

(-CO-(CH2)9-Q‘H2-), 31,7 (-QH2CH2CH3), 34,0 (-co.gH2-), 66,0

(-CH20-), 70,4 (-CHOH), 173,3(-co-)

tr_e_o-Acetatode (I,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-btdüo (54 )

A una solución de 194 mg de ditiotreitol (1,3 mmoles) en 1,9 ml de acetato de etilo (19,4

mmoles) se agregaron 383 mg de CAL. La mezcla formada se agitó a 30° y 180 rpm durante

40 horas.
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Con el producto crudo de reacción se preparó una pastilla que se sembró en una columna

cromatográfica. La elución con hexano-acetato de etilo 65:35 dio 108 mg de un aceite

identificado como 54 (44%).

IR (film, cm-l) : 3460 (OI-I), 2559 (SH), 1743 (CO)

EM (m/z, %) : 60 (25), 47 (63), 45 (50), 43 (100)

RMN-¡H (200 MHz) a = 1,44-1,52 (m, lH, -CH;;_SH"en c-4), 1,55-l,62 (m, lH,

-Cstg* en c-1) 2,13 (s, 3H, -CH3), 2,58- 2,69 (m, 2H, -Cg¿*SH en

0-4), 2,76-2,85 (m, 2H, -CL12*SHen c-1), 3,92- 4,02 (m + sa, 2H, -cgom,

4,95-5,o3 (m, 1H, -CfiOCOCH3)

RMN-13€ (50 MHz) 5 = 20,3 (-CH3), 24,5 (-_(_JH2-CHOCO-),28,2 (-_QH;-CHOH),

71,6 (-CHOH), 75,5 (-gHoco—), 170,5 (-co-)

Por posterior elución con acetato de etilo-metano] 95:5 se recuperaron 112 mg de

ditiotreitol sin reaccionar.

tio-Hermioan de (1,4-dimercapto-3-hürm)-2-butilo ( 56)

Ditiou'eitol (154 mg, 1,0 mmoles) y 1,3 ml de hexanoato de etilo (7,9 mmoles) reaccionaron

en presencia de 296 mg de CAL dmante 23 horas a 210 rpm y 25°.

El producto crudo final de reacción se sembró en una cohnnna cromatográfica mediante una

pastilla. Por elución con hexano-acetato de etilo 70:30 se obtuvieron 108 mg de 56 como un

aceite (43 %).

mmm, cm‘l): 3470(0H), 2861(SCH2), 2572 (SH), 1742(c0)

EM(m/z, %): 136(32), ll7(26), 99(100), 47 (24), 43 (87), 41 (33)

RMN-1H(200MHz) 8=0,88 (t, 3H, J=7Hz,-CH3), 1,25-1,32(m,6H,
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CH3(CH2)3-), 1,45-1,52(m, 1H,-CH2sg*enc-4), 1,56-l,66(m, lH,

-CH2s1_1*en 0-1), 2,35 (t, 2H, J = 3 Hz, -cgzco-), 2,54-2,64 (m, 2H,

-cg2*SH en c-4), 2,73-2,85 (m, 2H, -CH;*SH en c-1), 3,90-3,98 (m + sa,

2H, -CHO_I-_l),4,93-5,01 (m, lH, —cgoco-)

RMN-13€ (50 MI-Iz) 5: 13,3 (-CH3), 22,2 (-QH2CH3), 24,5 (-co-CH29*H2-), 24,6

(.Q*H2-CHoco-), 23,2 (-Q_H2-CHOH),31,2 (-QHZCH2CH3), 34,2

(-CO-QH2-), 71,7 (-CHOH), 75,2 (—gHo—co-), 173,3 (-co-)

El ditiotreitol sin reaccionar se eluyó con acetato de etilo-metanol 95:5 (85 mg)

slo-Dadecanoato de (1,4-dimercapto-3-hidrofi)-2-butilo ( 57 )

Una mezcla de 246 mg de ditiotreitol (1,6 mmoles) y 2,3 ml de dodecanoato de etilo (8,7

mmoles) se agitaron durante 23 horas a 25° y 210 rpm.

Con el producto crudo de reacción se armó una pastilla que se sembró en una columna

cromatográfica. La elución con hexano-acetato de etilo 75:25 dio 128 mg de un aceite

identificado como 57 (41%).

IR (film, cm-l) : 3470 (OH), 2861 (S-CHz), 2565 (SH), 1742 (CO)

EM (m/z, %): 136 (14), 71 (31), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) 5 = 0,87 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), l,21-l,26 (m, 13H,

CH3-(CH2)9-), l,46-l,53 (m, lH, -CH2sLI*en c-4), l,57-l,63 (m, lH,

-CH2sg* en C-l), 2,32 (t, 2H, J = 7 Hz, -CH2CO-), 2,59-2,66 (m, 2H,

-CHZ*SHen c-4), 2,75-2,83 (m, 2H, -cg2*SH en c-1), 3,96-4,07 (m + sa,

2H, -C_Ii0}_I),4,95-5,03 (m, lH, -cgoco-)

RMN-13 c (50 MHz) 5 = 14,0 (-CH3), 22,6 (-QH2CH3), 24,6 (-_(_3*H2CHO-CO-),24,9

(-CO-CH2gH2-), 24,9 (-CO-CHZQH2-), 28,1 (-QH2-CH0H), 29,07
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(-co-(CH2)2-Q*H2-), 29,16 (-co-(CH2)3-(<_:*H2)2-), 29,23 (-CO-(CH2)5­

GHz-L 29,4 (-Co-<CH2>6-Q*H2-),29,5 (-co-(CH2)7-2*H2->, 31,8

(-QH2CH2CH3), 34,2 (-CO—QH2-),71,8 (-CHOH), 75,3 (-QHOCO-),

173,2(-co-)

La elución con acetato de etilo-metano] 95:5 permitió recuperar 169 mg de ditiotreitol sin

reaccionar.

eritro-Acetato de (I,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-bldilo ( 55 )

Ditioeritritol (154 mg, 1,0 mmoles) se disolvió mediante calentamiento en 1,5 ml de acetato

de etilo (15,3 mmoles). La solución se dejó enfi'iar a temperatura ambiente y se agregaron

303 mg de CAL. La mezcla se agitó a 30° y 180 rpm durante 40 horas.

El crudo final de reacción se cromatografió por columna, etuyendo con hexano-acetato de

etilo 65 : 35. Se obtuvieron 59 mg de un aceite identificado como 55 (30%)

IR (film,cm-l) : 3470 (OH), 2566 (SH), 1743(c=0)

EM (m/z, %) : 60 (18), 47 (14), 43 (100)

RMN-¡H (200 MHz) 8 = l,38-l,46 (m, lH, -Cstg* en C-4), 1,49-1,57(m, lH,

-CH2sg* en 0-1), 2,11 (s, 3H, -CH3), 2,67-2,75 (m, 2H, -CH¿*SH en c-4),

2,82-2,91 (m, 2H, -cg¿*SH en C-l), 3,81-3,92 (m + sa, 2H, 011021),

4,864,94 (m, lI-L-CHOCO-)

RMN-13€ (50 MHz) 8 = 20,9 (-CH3), 25,3 (-_QH2-CHOCO-), 28,5 (-QH2CHOH),

71,1 (-CHOH), 75,0 (-_QHOCO-), 170,3 (-co-)
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eritro-Haanoato de (1,4-dimercq7to-3-hidroxi)-2-butüo ( 58 )

Ditioeritritol (154 mg, 1,0 mmoles) se suspendieron en 1,3 ml de hexanoato de etilo (7,9

mmoles). Se agregaron 300 mg de CAL y la suspensión resultante se agitó a 55° y 210 rpm

durante 23 horas.

Con el producto crudo de reacción se preparó una pastilla que se sembró en una columna

cromatográfica. La elución con hexano-acetato de etilo 75:25 permitió aislar 83 mg de 58

(aceite, 33 %)

IR (film, cm-l) : 3500 (OI-I), 257o (SH) , 1744 (c=0)

EM (m/z, %) : 116 (100), 99 (70), 43 (29)

RMN-¡H (200 MHz) 3 = 0,88 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,24-1,31 (m, 6'H,CH3(CH2)3-),

1,39-1,47 (m, lH, -CH2sg* en c-4), 1,50-l,58 (m, lH, -CHZSI_{_*en c-1),

2,34 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-), 2,69-2,76 (m, 2H, -cg*ZSH en c-4),

2,83-2,96(m,2H, -cg*;SH en c-1), 3,83-3,91(m + sa, 2H, -cgog),

4,884,96 (m, lH, -C_HOCO-)

RMN-13€ (50 MHz) 5 = 13,9 (-CH3), 22,3 (-QH2CH3), 24,5 (-CO-CH2QH2-), 25,4

(-QH2-CHOCO-), 28,5 (-QH2-CHOH), 31,4 (-QH2CH2CH3), 34,2

(-CO-_C_H2-),71,2 (-CHOH), 75,2 (-QHO-CO-), 173,1 (-co—)

eritro-Dodecanoato de (1,4-dimeIcapto-3-hidrofi)-2-b1dilo ( 59 )

A 154 mg de ditioeritritol (1,0 mmoles) en 1,4 ml de dodecanoato de etílo (5,3 mmoles) se

agregaron 298 mg de CAL. La suspensión así formada se agitó a 55° y 200 rpm durante 24

horas.
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El producto crudo de reacción se sembró en una cohnrma cromatogra'fica mediante una

pastilla. Por elución con hexano-acetato de etilo 75:25 se obtuvieron 194 mg de 59 (aceite,

58 %)

IR (film, cm-l) : 3480 (OH) , 2568 (SH) , 1745 (-00)

EM (rn/z, %): 118 (10), 43 (40), 41 (100)

RMN-1K (200 MHz) 5 = 0,87 (t, 3H, J = 7 Hz), 1,21-l,26 (m, 18H, -CH2(C}_12)9.),

l,40-l,48 (m, lH, -CH2sg* en c-4), 1,50-1,59(m, lH, -Cstg* en C-l),

2,32 (t, 2H, J = 7Hz, -CH2CO-), 2,68-2,74 (m, 2H, -Cfi2*SH en C-4),

2,82-2,95 (m, 2H, -cgz*SH en C-l), 3,84-3,95 (m + sa, 2H, CEOE),

4,874,96 (m,lH, -cgoco-)

RMN-13€ (50 MHz) a = 14,0 (-CH3), 22,7 (-_C_1_H2CH3),24,3 (-co-CH29H2—), 25,3

(-QH2CHOCO-), 28,4 (-QHZCHOH), 29,0 (-co-(CH2)2-Q*H2-), 29,13

(-CO-(CH2)3-(Q*H2)2-), 29,22 (-co-(CH2)s-2*H2-), 29,4

(-co<CH2)6-Q*H2-), 29,5(-co-(CH2)7-Q’H2-), 31,7 (-gHch20H3-),

34,2 (—co-gH2-), 71,1 (-CHOH), 75,1 (-QHOCO-), 173,1 (-co-)
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El objetivo principal de este trabajo consistió en el estudio sistemático de reacciones de

acilación biocatalizadas, empleando como sustratos diversos hidroxialcanotioles bi- y

polifimcionales. Con esta finalidad se probaron transesterificaciones en presencia de lipasas

de distinto origen. Estas enzimas actúan como catalizadores con comportamiento altamente

selectivo y eficiente aun en medio orgánico ( Capítulo I ).

El primer sustrato ensayado fue 2-mercaptoetano], que se hizo reaccionar con acetato de

etilo y lipasa pancreática porcina ( PPL ) ( Capítulo II ). Esta primera reacción transcun-ió

quimioespecíficamente, obteniéndose solamente el producto de O-acetilación. Dicha

quimioespecificidad se mantuvo cuando la reacción se repitió variando diversas condiciones

experimentales. En efecto, factores tales como el tiempo, la temperatura, la relación

enzima/sustrato y la relación agente acilante/susu-ato no afectaron la quimioespecificidad,

pero permitieron optimizar la obtención del acetato de 2-mercaptoetilo. La utilización de

otros posibles reactivos acetilantes no significó una mejora con respecto a dichas

condiciones optimizadas.

Con las otras enzimas ensayadas, lipasa de Mucor míehei ( LipozymeR, LIP ), lipasa de

Candida cylindracea ( CCL ) y lipasa de Candida amarctica ( CAL ), la reacción de 2­

mercaptoetanol con acetato de etilo presentó el mismo curso quimioespecífico. En cambio,

la alcohólisis biocatalizada del acetato de 2-tioacet0idetilo dependió de la lipasa utilimda y

de la relación alcohol/diéster.

La transesterificación de 2-mercaptoetanol cata1i7ada por lipasas se extendió luego al

empleo de otros ésteres etílicos ( Capítulo III ), que en todos los casos condujeron con

buenos rendimientos a los productos O-acilados, los ésteres de 2-mercaptoetilo, sin que el

tipo de lipasa alterara la quimioespecificidad.

Frente a estos resultados, y para intentar determinar si en las transesterificaciones estudiadas

los hidroxialcanotioles responden a un comportamiento quimioselectivo en común, se varió

la estructura del sustrato ensayado. Esta variación file importante no sólo desde el punto de
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vista de un mayor conocimiento de las acilaciones investigadas, sino también como eventual

método de obtención de un grupo de ésteres no descriptos hasta el presente en literatm'a.

La serie de a,a)-hidroxia1canotioles, HS-(CH2)m-OH (m = 3, 4, 8, 12), reaccionó con el

mismo comportamiento quimioespecífico que 2-mercaptoetanol. Efectivamente, en

presencia de todas las lipasas empleadas, se obtuvieron exclusivamente los productos de

acilación del hidroxilo. Sin embargo, el aumento del número de átomos de carbono del

hidroxialcanotiol limitó la reacción a grupos acilo de menor tamaño. Así, mientras 2­

mercaptoetanol reaccionó con decanoato de etilo, lZ-mercapto-l-dodecanol no dio ésteres

de cadena más larga que el butirato.

También se encontró la misma quimioespecificidad en la transesterificación biocatalizada de

algunos hidroxialcanotioles polifuncionales: l-tioglicerol ( Capítulo IV ) y los ditiotetritoles

ditiotreitol y ditioeritritol ( Capítulo V ). Ante la presencia de un par de grupos hidroxilo en

las tres moléculas y de un par de grupos sulfliidriloen los ditiotetritoles, las lipasas actuaron

regioselectivamente. Para ditiotreitol y ditioeriuitol, las acilaciones ensayadas originaron los

productos O-acilados en forma regioespecífica bajo todas las condiciones de reacción

probadas, mientras que l- tioglicerol reaccionó regioespecíficamente o con distintos grados

de regioselectividad según el tipo de lipasa utilizada. Por otra parte, estos tres sustratos

admitieron en sus transesterificaciones grupos acilo de mayor tamaño de cadena que los

correspondientes a,a>-hidroxialcanotiolesde tres y cuatro átomos de carbono.

Cuando l-mercapto-Z-propanol, molécula con un grupo hidroxilo secundario y un

sulfliidrilo primario, se hizo reaccionar con acetato de etilo sólo en presencia de LIP hubo

producto (el O-acetato). 3-Mercapto-2-butanol, que posee sus dos grupos fimcionales

secundarios, no reaccionó con ninglma lipasa. En concordancia con acilaciones

biocatalizadas de alcoholes secundarios descriptas en bibliografia, estos hechos muestran

que la naturaleza del hidroxilo (primario o secundario), que involucra factores estéricos,

influye decididamente sobre las reacciones estudiadas. Esto explicaría la menor reactividad
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de los ditiotetritoles, que poseen sus dos hidroxilos secundarios, comparados con l­

tioglicerol.

A través de algunas determinaciones realizadas para estudiar las acilaciones de ditiotreitol y

ditioeriu'itol desde el punto de vista estereoselectivo, se comprobó que las mismas

transcurrieron con baja enantioselectividad.

A nivel experimental, las u-ansesterificaciones descriptas se llevaron a cabo

satisfactoriamente utilime al éster etílico tanto como reactivo y solvente. Es interesante

destacar que cuando el sustrato y el agente acílante formaban un sistema heterogéneo, estas

mezclas fueron reactivas bajo las condiciones ensayadas.

El global de todos los hidroxialcanotiolesestudiadosen este trabajo revela un

comportamiento quimioespecífico sistemático. Cabe entonces conjeturar que esta propiedad

pueda ser extensible a otros miembros de esta familia de compuestos. De este modo, las

n'ansesterificaciones catalizadas por lipasas podrían constituir un método de validez más

amplio para la esterificación selectiva de un hidroxilo en presencia de un tiol, transformación

a menudo poco satisfactoria si se emplean reactivos de acilación tradicionales. Además, los

ésteres así formados podrían ofi'ecerutilidad como grupos protectores.

Dado que dentro de la serie de a,co-hidroxia.lcanotiolesinvestigada sólo el 2-mercaptoetanol

es comercialmente accesible, los restantes compuestos estudiados fiieron obtenidos en el

laboratorio. El Capítulo VI describe la preparación de estos compuestos, que significó una

mejora con respecto a los métodos preparativos existentes en literatura, discutidos en esas

páginas. También se describe la obtención de las sales de S-alquilisotiouronio 73 y 74, cuya

existencia no había sido descripta hasta el presente.

Desde el punto de vista preparativo, las transesterificaciones bíocatalimdas proveyeron 1m

método alternativo adecuado para obtener con mejor rendimiento nueve compuestos citados

en bibliografia y otros veintitrés compuestos no registrados en literatura (ver Apéndice).

Entre los métodos espectroscópicos que se emplearon para la caracterización de sustratos y

productos, la espectroscopía de masa fue de particular interés, hecho que llevó a presentar y
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analizarlosespectrosdennsadecadafamfliadecompuestos(CapftuloVII ). Lastécnicas

experimentales que condujeron a la obtención de estas sustancias y sus propiedades

espeenoscópicas se detallan en el Capítulo VIII.
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Apéndice

A continuación se detallan las estructuras de las moléculas preparadas mediante

transesterificaciones biocatalizadas. Los números de los compuestos no descriptos en

literatura hasta el presente se indican subrayados y en bastardilia.

CH3(CH2)nCOO(CH2)mSH

¡n=2 2 n=0 ll n=6 m=3 18 n=0
8 n=l 12 n=8 1_9 n=2
9 n=2 13 n=10 _2_0n=4

10 n=4 1 CH313COO(CH2)28H 2_1, n=6

m=4 22 n=0 m=8 g n=0 m=12 2__8 =0
2_3 = 2_6 n=4 29 =

2_4 n=6 2_7 n=6

OCO(CH2)nCH3

Em
SH

32 n=0 fi n­
Q n=l ¿Z n—lO
31 n=2 3_8 n—12

_3_5 n=4

OH ____DCO(CH2)nCH3 OH OC0(CH2)nCH3

HS H HS SH

¿_4 n=0 5_5 n=0

5_6. :4 ¿8; n=4
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