BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Acilacién quimioselectiva de
hidroxialcanotioles catalizada por
lipasas en medio organico

Iglesias, Luis Emilio

1996

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliogréfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Iglesias, Luis Emilio. (1996). Acilacién quimioselectiva de hidroxialcanotioles catalizada por
lipasas en medio orgénico. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2856_Iglesias.pdf

Cita tipo Chicago:

Iglesias, Luis Emilio. "Acilacién quimioselectiva de hidroxialcanotioles catalizada por lipasas en
medio orgdnico". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1996. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2856_lglesias.pdf

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2856_Iglesias.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2856_Iglesias.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA

ACILACION QUIMIOSELECTIVA DE HIDROXIALCANOTIOLES

CATALIZADA POR LIPASAS EN MEDIO ORGANICO

Luis Emilio Iglesias

TESIS PRESENTADA PARA OPTAR AL TITULO DE
DOCTOR DE LA UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

ORIENTACION CIENCIAS QUIMICAS

1996 %2856

LOJ—






Lipase-catalyzed chemoselective acylation of hydroxyalkanethiols in organic media
Luis E. Iglesias, Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, 1996
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Abstract: Various bi- and polifunctional 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,w-hydroxyalkanethiols
and the mass spectra of substrates and products are also presented and discussed.
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Felices los que tienen alma de pobres, porque a ellos les pertenece el
Reino de los Cielos.

Felices los pacientes, porque recibirdn la tierra en herencia.

Felices los afligidos, porque serdn consolados.

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

Felices los misericordiosos, porque obtendran misericordia.

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

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

Mateo 5, 3-9
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El rudimentario laboratorio -sin contar una profusion de cazuelas, embudos, retortas,
filtros y coladores- estaba compuesto por un atanor primitivo; una probeta de cristal de
cuello largo y angosto, imitacion del huevo filoséfico, y un destilador construido por los
propios gitanos segtin las descripciones modernas del alambique de tres brazos de Maria la
judia. Ademis de estas cosas, Melquiades dej6 muestras de los siete metales
correspondientes a los siete planetas, las formulas de Moisés y Zosimo para el doblado del
oro, y una serie de apuntes y dibujos sobre los procesos del Gran Magisterio, que
permitian a quien supiera interpretarlos intentar la fabricacion de la piedra filosofal.
Seducido por la simplicidad de las formulas para doblar el oro, José¢ Arcadio Buendia
cortej6é a Ursula durante varias semanas, para que le permitiera desenterrar sus monedas
coloniales y aumentarlas tantas veces como era posible subdividir el azogue. Ursula cedi6,
como ocurria siempre, ante la inquebrantable obstinacion de su marido. Entonces José
Arcadio Buendia echd treinta doblones en una cazuela, y los fundi6 con raspadura de
cobre, oropimente, azufre y plomo. Puso a hervir todo a fuego vivo en un caldero de
aceite de ricino hasta obtener un jarabe espeso y pestilente mas parecido al caramelo
vulgar que al oro magnifico. En azarosos y desesperados procesos de destilacion, 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 falta de aceite de rabano, la preciosa
herencia de Ursula quedé reducida a un chicharrén carbonizado que no pudo ser
desprendido del fondo del caldero.

Gabriel Garcia Marquez, Cien afios de soledad
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Capituol 1

1. Biotransformaciones

Se conoce con el nombre de biotransformaciones a las reacciones quimicas catalizadas por
entidades biologicas, siendo las més utilizadas los microorganismos y las enzimasl-2,

Los microorganismos participan en dos tipos principales de biotransformaciones: la
fermentacién y las transformaciones microbianas2.

La fermentacion es conocida por el hombre desde tiempos muy antiguos: mas de cinco mil
afios antes de Cristo, los sumerios ya preparaban bebidas alcohélicas por fermentacion de
cereales. Los procesos fermentativos requieren la existencia de células vivas que, a partir de
fuentes sencillas de carbono y nitrégeno, originan productos que son siempre naturales.

En contraste con la fermentacion, las transformaciones microbianas necesitan, en lugar de
una fuente de carbono y nitrégeno, un sustrato, no necesariamente natural. Tampoco es
imprescindible que las células se encuentren vivas: s6lo 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 fuese un recipiente que contiene las enzimas que
participan en la biotransformacién ( Figura 1.1 ).

Puede considerarse entonces que las biotransformaciones son reacciones quimicas
catalizadas por enzimas presentes dentro de las células o que originariamente fueron
producidas por células2.

Para transformaciones que ocurren en 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 mis sencillas que las requeridas para operar con microorganismosls3.
Estas razones pueden ayudar a entender por qué las enzimas son el tipo de biocatalizador

natural que mas ha prosperado en el area de la sintesis organica.
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FIGURA 1.1 - Ilustracién acerca de las diferencias esenciales entre la
fermentacion y las transformaciones microbianas (Referencia 2)

2. Propiedades cataliticas de las enzimas

Las enzimas son proteinas altamente especializadas que poseen actividad catalitica. Se
conocen mas de dos mil de estos biocatalizadores?, que participan virtualmente en todas las
reacciones que ocurren in vivo, ya que catalizan los millones de reacciones quimicas que,
colectivamente, constituyen el metabolismo intermediario de las células’. La Unién
Internacional de Bioquimica divide a las enzimas en seis grupos y les asigna un nimero y un
nombre basado en su funcién in vivo® ( Tabla 1.1).
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TABLA 1.1 - Clasificacion funcional de las enzimas ( Unién Internacional de Bioquimica )

1. OXIDO REDUCTASAS
Actian sobre:
1.1. -CH-OH
1.2.-C=0
1.3. -C=CH-
1.4. -CH-NH»p
1.5. -CH-NH-
1.6. NADH ; NADPH

2. TRANSFERASAS
Transfieren grupos:

2.1. De un 4tomo de carbono
2.2. Aldehidicos o ceténicos
2.3. Acilos
2.4. Glicosilos
2.7. Fosfato
2.8. Que contienen azufre

3. HIDROLASAS
Hidrolizan:
3.1. Esteres
3.2. Uniones glicosidicas
3.4. Uniones peptidicas
3.5. Otras uniones C-N
3.6. Anhidridos de acido

4. LIASAS
Adicion a dobles enlaces:
4.1. -C=C-
42.-C=0
4.3. -C=N-

5. ISOMERASAS
5.1. Racemasas

6. LIGASAS
Formacion de uniones con ruptura de ATP
6.1. -C-O
6.2. -C-S
6.3. -C-N
64.-C-C
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Tres caracteristicas principales hacen a las enzimas excepcionales si se las compara con
otros catalizadores®>7 :

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 mayoria de las reacciones organmicas existe un
equivalente catalizado por enzimas? (algunas de las excepciones mas importantes son la
reaccion de Diels-Alder y el reordenamiento de Cope). Esta versatilidad es la que hace
posible la catilisis enzimitica de reacciones que no transcurren in vivo. De hecho, est4
ampliamente demostrado que las enzimas son activas in vitro.

Por medio de las enzimas las velocidades de reaccion pueden acelerarse en factores de hasta
1012 comparando con velocidades en ausencia de catalizador?. Este hecho ocurre aun
operando bajo condiciones de reaccion suaves, con frecuencia a temperatura ambiente y a
pH cercano al neutro, lo que da una pauta de su alta eficiencia catalitica. Bajo estas
condiciones suaves de reaccion, se hacen minimos los problemas de isomerizacion,
racemizacion y epimerizacion que pueden afectar los resultados cuando se utiliza la
metodologia tradicional en sintesis?.

Mais alla de estas ventajas, la selectividad puede considerarse, sin duda, como una de las
caracteristicas mas sobresalientes del comportamiento de las enzimas. En general, son muy
selectivas en términos del tipo de reaccion catalizada y con respecto a la estructura y a la
estereoquimica del sustrato y del producto de la reaccién. Justamente, estas dos ultimas
propiedades, el comportamiento frente a la estructura y a la estereoquimica, constituyen de

modo conjunto la especificidad de una enzima4, que es su rasgo caracteristico mas
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importante y efectivo para su empleo en sintesis organica, tanto para transformaciones
selectivas como para sintesis asimétrica®0.

Otra particularidad caracteriza también al comportamiento catalitico de las enzimas: estan
sujetas a regulacion, por lo que la actividad catalitica puede ser influida fuertemente por las

concentraciones de sustratos, productos u otras especies presentes en solucién®.

3. Tipos de selectividad en reacciones organicas

La modificacion de un solo grupo de una molécula polifuncional suele requerir previamente
la utilizacién de grupos protectores. Por otra parte, en la actualidad, la quimica orgéanica
sintética se enfrenta a la preparacion de moléculas de gran complejidad estructural y
estereoquimica, por lo que el desarrollo de la sintesis asimétrica es un objetivo central.
Frente a estas exigencias, la catilisis enzimatica puede simplificar complejos esquemas de
sintesis en virtud de su comportamiento altamente selectivo.

Ya que el mayor valor que presenta la catilisis enzimitica en sintesis organica es la
selectividad que confiere a las reacciones®:5, antes de proseguir seria conveniente aclarar
ciertos términos utilizados para caracterizar la selectividad y la especificidad de una
reaccion, términos sobre los que a menudo existe confusion o falta de concordancia en

literatura8.
Estereoselectividad

En orden cronolégico, las primeras definiciones sobre selectividad en reacciones quimicas se
refirieron a estereoselectividad. Asi, segin E]iel9, una reaccidn es estereoselectiva cuando

se forma o rompe un estereoisomero (o un par de enantioméros) con preferencia sobre todos



6 CapituloI

los otros estereoisémeros que pudieran formarse o romperse, como lo ilustra el siguiente

ejemplo:

CHPh H, Ph Ph. ,Ph
CIY H S H + >=<
Ph Ph H H H

mayoritario minoritario

También para Eliell O una reaccién estereoespecifica es aquella en que sustratos

estereoisomeros dan lugar a diferentes productos estereoisomeros. Un ejemplo clasico es la

bromacién de alquenos:
CH, CH,
—/ B, el ., L
—— Br B ()

CH, CH,

CH3
Br, — Br (meso)
=\ . —T Br

CI-IS

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 estereoisomeros nunca pueden ser estereoespecificas, aunque transcurran

estereoselectivamente, como puede observarse en el siguiente ejemplo:

H——CH, __2_>Br B};>=’<:r
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En una reaccién enantioselectiva un enantiémero se forma o rompe preferencialmente sobre
el otro, mientras que si la reaccion es enantioespecifica dos reactivos enantidémeros generan
productos estereoisdmeros. Un ejemplo de reaccién enantioespecifica es la sustitucion

nucleofilica bimolecular sobre un carbono quiraill:

CH,CH.

—_ 2Cl 3 NaOH H ___CHZCH3
o e =
H H
(S)-2<clorobutano (R)-2-butanol

Regioselectividad

Segun la definicion introducida por Hassner!2, una reaccién regioselectiva conduce a la
obtencion predominante de uno o mas isOmeros estructurales con respecto a todos los
posibles isOmeros estructurales que pudieran formarse. En una reaccién regioselectiva existe
una tendencia predominante a reaccionar de uno © varios grupos funcionales iguales o
similares sobre todos los grupos presentes en una moléculal3. La regioselectividad involucra
una direccién preferencial en la formacion o ruptura de un enlace, lo que se traduce en la
producciéon mayoritaria de uno o mas isOmeros. La siguiente reaccion de eliminacion

bimolecular constituye un ejemplo de reaccion regioselectiva:

SO nnd GRS ¢

Br
70 % 30 %

Segiin Hassner, cuando una reaccion origina exclusivamente un tnico isdmero estructural de
todos los posibles, se dice que es regioespecifica. No obstante, actualmente existe tendencia

a rechazar este término8. Se argumenta que en la realidad, virtualmente ninguna reaccién
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organica conduce a un unico producto con la exclusién absoluta de los otros. La TUPAC
define los términos regioselectividad y enantioespecificidad pero no define regioespecifi-
cidad.

Sin embargo, y como podré apreciarse a lo largo del presente trabajo, cuando las enzimas
catalizan reacciones organicas, en numerosas ocasiones se forma un isdmero estructural con
exclusion total de los demds. Consecuentemente, en el 4rea de catalisis enzimatica el término

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

Quimioselectividad

Una reaccion es quimioselectiva cuando reacciona preponderantemente uno de varios
grupos funcionales diferentes de reactividad quimica similar presentes en una moléculal3.
Un ejemplo lo constituye la siguiente reduccién con borohidruro de sodio de un grupo
carbonilo de cetona en presencia de un grupo ésterl4:

. ruco}q%qcn,), NaBH, | ijx’%qcn,),
C0,CH, 0 co,cu, "OH

Analogamente al concepto de regioespecificidad, en una reacci6n quimioespecifica
reacciona uno de los grupos funcionales con exclusion de los otros grupos presentes en la
molécula. Para este término también vale la discusién efectuada al definir la idea de
regioespecifidad.



CapituloI 9

4. Comportamiento selectivo de las enzimas

Relacionado con su comportamiento selectivo, lo que determina la utilidad de las enzimas en
sintesis es el grado con que los biocatalizadores discriminan entre factores estructurales y
estereoquimicos?.

La discriminacién estructural de una enzima puede explotarse para llevar a cabo reacciones
regioespecificas sobre una de dos o mas funciones quimicas 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 quimicos tradicionales, en

especial por medio de una reaccién en una sola etapa, como lo ilustran los siguientes

ejemplos15’16:

120-hidroxiesteroide
— >
deshidrogenasa
Bu OBu
BuOCH, CCl1 ° 0
l._Hz_d,3 opu »OH * ( oy OH
tpasa e OH OH relacion de productos:
OBu Chromobacterium 3,6-dibutirilado/2,6-dibutirilado = 50/1
viscosum OH
0]
+

OBu
OBu Bu Bu OBu
"L i (S e e
OH Bu,O, 1 equiv. + +
OH 2_> OBu OH H OH OH Bu OH OH
Py OH OBu o o
OH OH OH OBu

relacion de productos: mezcla de 3,6- + 4,6- + 1,6- dibutirilados/2,6-dibutirilado = 1,5
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Dos clases de selectividad ponen de manifiesto la discriminacion estereoquimica de una
enzima: la epantiomérica y la proquiral Ambas dan lugar a distintas posibilidades de
transformaciones estereoselectivas.

La especificidad enantiomérica, por la que las enzimas discriminan entre los enantiémeros de
una mezcla racémica, es una de las aplicaciones mas extendidas de la especificidad
estereoquimica de las enzimas y ha sido intensamente explotada para la resolucion de
racematos. En 1954 se describi6 la resolucién de los enantiomeros de varios N-
acilaminoacidos mediante hidrolisis catalizadas por acilasa de rifion de cerdol”. Desde
entonces, las resoluciones mediante reacciones biocatalizadas han sido numerosisimas y se
han aplicado a sustratos quirales, naturales o no, de estructuras muy variadas?»18-20,

Con una enzima epantioespecifica, la transformacién de un racemato se detiene al 50% de
conversion, cuando uno de los enantibmeros ha reaccionado totalmente. Esto limita el
maximo rendimiento al 50% ; es decir, cuando en sintesis 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 integramente en el producto quiral deseado. Estas
capacidades convierten a las enzimas en catalizadores quirales de sintesis asimétrica con

perspectivas sumamente atractivas. Pueden sefialarse tres lineas de especificidad proquiral4:

I- Adicion estereoselectiva a caras estereoheterotopicas de dobles enlaces

Las enzimas son capaces de actuar estereoselectivamente sobre una de las dos caras
enantiotopicas o diasterotopicas de grupos planos como C=C, C=0 y C=N. Dentro de esta
linea se han descripto numerosas transformaciones asimétricas de valor, entre las que pueden

citarse los siguientes ejemploszl‘23:
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0
I alcohol = .-
ROR H B R="CH00.E; (CH,),CH=CH,
deshldrogenasas R'=<CH,; "CH,00,H
oxmitrilasa oH
RCHO + HCN —_— R7"yg 45-100 %
CN
N
COOH aspartasa H;
= NH, HO c/x »%
HOOC H NH, " CH,C0,H

II- Distincién entre grupos y 4tomos enantiotopicos

En este aspecto, las enzimas hidroliticas demostraron hasta el presente la mayor
versatilidad sintética. Muchas esterasas tienen variadas aplicaciones, ya sea con sustratos
simétricos sin carbono quiral 0 con sustratos meso y admiten una amplia tolerancia en
variaciones estructurales de dichos sustratos24-26:

R R R R
esterasa de <

—
higado de cerdo
Co,Me CO,Me CO,Me CO,H

OCOPh .. OCOPh

itrilasa d :
NC\)\/ CN w NC _A~_COH
Rhodococcus butanica 1%
(]

9 %ee

l OAc lipasa OAc

Itl -
ancreatica ICma
OAc P po OH
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III- Distincién entre grupos y dtomos diasterotépicos

En esta linea, los ejemplos predominantes son sustituciones diasterotépicamente
especificas de atomos de hidrégeno de metilenos no activados por grupos hidroxilos. Se
conocen cientos de hidroxilaciones diasteroselectivas de una gran variedad estructural de

sustratos, entre ellos alcaloides27:

PhCO- Beauvana PhCO-
bassxana OH
H

terpenos28 y esteroides29, reacciones catalizadas fundamentalmente por organismos de
origen microbiano.
Estd considerado que mediante transformaciones biocatalizadas es posible efectuar la

hidroxilacién estereoselectiva de virtualmente cualquier 4tomo de carbono de un esteroide?.

Una combinacién sumamente ttil sintéticamente es la especificidad enantiomérica junto con
la regio o quimioespecificidad, como puede observarse en los tres tultimos ejemplos de la
pagina 11. 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 sintesis organica tradicional es la producciéon de métodos de
amplia aplicacion, por lo que podria creerse que el comportamiento altamente discriminativo
de las enzimas limita su utilidad en sintesis. Sin embargo, las enzimas poseen rangos de
selectividad desde muy estrechos hasta muy amplios’. El criterio de utilidad en sintesis es
discriminar estereoquimicamente sobre un amplio rango de estructuras de sustratos; es decir,

amplia tolerancia estructural con alta estereoselectividad. Generalmente, las enzimas de
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mamiferos se ajustan a este criterio?. Las de microorganismos suelen tener tolerancias
estructurales mis estrechas, hecho que estdi compensado por la enorme cantidad de
microorganismos disponibles.

Otro hecho importante es que, a menudo, un rango muy grande de estructuras es accesible
con un nimero muy reducido de enzimas. La Figura 1.2 muestra una amplia variedad de
compuestos carbonilicos de complejidad estructural creciente que puede obtenerse, a partir
de alcoholes, mediante el uso de s6lo tres alcohol-deshidrogenasas. Estas enzimas presentan

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

preparacion de estas moléculas?:
0] O
| | H
R
RCHO
R R y.
0 H
[
RCR R
I 0 ° R
o
. H
(o)
— H
YADH HLADH P. testosteroni

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

FIGURA 1.2 - Un amplio rango de estructuras de aldehidos y cetonas es
accesible con s6lo tres alcohol-deshidrogenasas de
especificidades que se superponen
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Aun tratindose de enzimas estructuralmente muy especificas, esto puede resultar una

notable ventaja si el interés est4 en una transformacion particular que es muy dificil de llevar

a cabo por métodos quimicos tradicionales.

5. Clasificaciéon de las enzimas

En 1983 Whitesides y Wong® propusieron una clasificacion de las enzimas en cinco grupos,

segin un orden de complejidad creciente para su uso en sintesis organica ( Tabla 1.2 ).

TABLA 1.2 - Clasificacién de las enzimas para su empleo en sintesis organica propuesta

por Whitesides y Wong6

1. Enzimas que no requieren cofactores

2. Enzimas que requieren cofactores no afiadidos

3. Enzimas que requieren regeneracion de cofactores

4. Enzimas que presentan problemas particulares de estabilidad,
disponibilidad o que requieren cofactores no comunes

S. Sistemas complejos multienzimaticos

A los fines sintéticos esta division resulta mas conveniente que la clasificacién internacional

( Tabla 1.1 ) ya que a menudo aquella no es muy til para predecir en la practica la
factibilidad de utilizar una enzima en biotransformaciones9.

Debido a factores que atafien de manera principal a razones de costo y de accesibilidad, sélo
los tres primeros grupos son usados mds comiinmente en sintesis organica30, como se
muestra en la Tabla 1.3. El segundo grupo, con excepcién de la glucosa oxidasa y de las

transaminasas, posee relativamente pocas aplicaciones en sintesis®.
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TABLA 1.3 - Enzimas mas cominmente usadas en sintesis organica

NO REQUIEREN NO REQUIEREN REQUIEREN
COFACTORES COFACTORES ANADIDOS COFACTORES
1) Enzimas hidroliticas 1) Flavoenzimas 1) ATP-quinasas
Esterasas Glucosa oxidasa 2) NAD(P)(H)
Lipasas Aminoacido oxidasas oxidorreductasas
Amidasas Diaforasa
Fosfolipasas 3) SAM - metil
Epo6xido hidratasas 2) Piridoxal fosfato enzimas transferasas
Nucleodsido fosforilasa
SAM sintetasa Transaminasas 4) Enzimas que
Tirosinasa requieren CoA
2) Isomerasas y liasas S-aminolevulinato deshidratasa
Cistationina sintetasa 5) PAPS- sulfuril
Glucosa isomerasa liasas
Aspartasa 3) Metaloenzimas
Fenilalanina amoniaco liasa
Fumarasa Galactosa oxidasa
Cianohidrina sintetasa Monooxigenasas
Dioxigenasas
3) Aldolasas Peroxidasas
Hidrogenasas
4) Glicosil transferasas Enoato reductasas
Aldolasas
5) Glicosidasas Carboxiliasas
Nitrilo hidratasa
6) Oxinitrilasa
4) Enzimas dependientes de
tiamina pirofosfato
Transcetolasas
Descarboxilasas
5) Otras
SAH hidrolasa
Enzimas dependientes de
vitamina B{7

PQQ (metoxatina) enzimas
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6. Aplicaciones de las enzimas en sintesis orgdnica

Resulta sorprendente que durante décadas las enzimas no hayan sido aprovechadas en
quimica organica sintética, en vista de las caracteristicas y potencialidades anteriormente
expuestas. Una explicacion puede encontrarse en que hasta hace menos de quince afios,
algunos problemas relacionados con la naturaleza y utilizacién de las enzimas fueron
sobreevaluados y contribuyeron a formar la idea falsa de que su aplicacion como
catalizadores en sintesis organica era limitada.

Es verdad que las técnicas de aislamiento y purificaciéon de enzimas estan fuera del alcance
de un laboratorio de sintesis, pero actualmente la mayoria de las sintéticamente utiles son
accesibles comercialmente!8-20,31, A diferencia de las enzimas utilizadas en estudios
enzimologicos, se ha visto que las empleadas en sintesis orgamica no necesitan estar
particularmente puras6, 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
sintesis, tenga utilizacién mas limitada que el primero. La principal barrera econémica est4
en el elevado costo de los cofactores, que hace necesaria la regeneracion in situ de los
mismos, complicdndose asi el uso de esta clase de enzimas®.

A nivel econémico, hay que considerar tanto el costo de una unidad de actividad como la
actividad especificab. Cabe aqui recordar que la unidad de actividad enzimética empleada
mas corrientemente se define como la cantidad de enzima que origina la transformacion de
1.0 pmol de sustrato por minuto a 25°, en condiciones Optimas de medicién. La actividad
especifica es el nimero de unidades de enzima por miligramo de proteina y constituye una
medida de la pureza del biocatalizador32.

Comparadas con otros catalizadores, las enzimas son mis inestables y susceptibles de

degradarse a través de numerosos mecanismos33. La inmovilizacién es un procedimiento
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que permite la conversién de la forma soluble en agua de una enzima en su forma insoluble e
inm6vil3 y ha permitido mejorar la estabilidad de estos biocatalizadores, facilitando ademas
su recuperacion y purificacién al final de la reaccién®7-34. Existen mas de cien técnicas de
mmovilizacion de enzimas sobre soportes solidos3 (silica, polimeros metacrilicos, ceramicos,
resinas de intercambio aniénico, etc.). Raramente la inmobilizacién influye sobre la
especificidad y el mecanismo del proceso catalitico?. La exclusién de proteasas también
mejora la estabilidad.

La amplia utilizacion de varias enzimas pertenecientes al grupo que no requiere cofactores

( Grupo 1, Tabla 1.2 ) se debe a la combinacion de su versatilidad de aplicaciones,
accesibilidad comercial y buena estabilidad. Esta clase de enzimas presenta especial utilidad
para la preparacion de sintones quirales®.

No resulta exagerado afirmar que el factor méis decisivo que limité6 durante afios la
aplicacion de las enzimas en sintesis ha sido la excesiva importancia dada al agua como
medio natural y éptimol9 para que desarrollen su poder catalitico frente a sustratos también
solubles en agua.

En verdad, el agua no es el medio ideal para la mayoria de los procesos orgénicos, ya que en
numerosas reacciones el equilibrio se desplaza desfavorablemente o aparecen reacciones
laterales indeseables. Ademas, muchos compuestos organicos se disuelven mejor en medio
organico que en agua. Al reemplazar el agua por un solvente orgéanico se favorece la
solubilidad de los sustratos orgénicos y es posible realizar numerosas reacciones que no
pueden competir con la hidrélisis cuando se llevan a cabo en medio acuoso. En un medio
organico las reacciones de hidrolisis catalizadas por hidrolasas se revierten hacia la direccién
sintétical 9,35, Ademas, se suprime la inhibicién de la enzima por sustrato o por producto ya
que éstos se mantienen mayoritariamente en la fase orgéanica34.

El reemplazo del agua por un solvente organico como medio de una reaccion catalizada por
enzimas resulta atractivo tanto por los aspectos quimicos mencionados como por dos

aspectos experimentales importantes. Uno es que el aislar y purificar un producto orgénico
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de una solucién de solvente organico es mas ficil y directo que de una solucion acuosa; el
otro, esta relacionado con la solubilidad de las proteinas en solventes organicos. En general,
las proteinas no son directamente solubles en medio organico, salvo que se trate de
solventes fuertemente proticos o muy polares, como el dimetilsulféxido y Ia
dimetilformamida36. Por lo tanto, las enzimas son insolubles en la mayoria de los solventes
organicos y se mantienen en suspension, hecho que facilita tanto su recuperacion y
purificacién como la de la mezcla de reaccion.

En la evolucién de las aproximaciones a la enzimologia no acuosa3’, el primer paso
consistio en agregar solventes miscibles 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 observd una
disminucién de la actividad catalitica comparada con soluciones acuosas puras),
concentraciones mayores condujeron a la gradual desnaturalizaciéon de la proteina. El paso
siguiente en la serie de intentos de ubicar a enzimas en un medio diferente al agua fue el uso
de mezclas bifasicas: una solucion acuosa de una enzima emulsificada en un solvente
inmiscible en agua, como cloroformo y acetato de etilo. En este procedimiento, los sustratos
se afladen al solvente, desde donde difunden a la fase acuosa, en la que tiene lugar la
reaccion enzimética; concluida ésta, los productos difunden a la fase organica. Para facilitar
la transferencia de masa, debe reducirse el tamafio de las mintisculas gotas de la emulsion.
Una tercera aproximacién 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 ambito basicamente acuoso hace que estos tres sistemas posean las mismas desventajas

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

El dltimo paso hacia la catalisis en medio no acuoso fue, precisamente, el empleo de
solventes organicos anhidros, con un contenido de agua menor al 1%,19 como medio para
llevar a cabo las reacciones enzimaticas.

Si bien existen en bibliografia algunos trabajos que se remontan a varias décadas atras y que
pueden considerarse como antecedentes aislados de la catilisis enzimitica en medio
orgénico33, en los ltimos quince aiios la literatura ha mostrado un aumento cada vez mas
creciente del empleo de enzimas como catalizadores en medio organico y en especial, a
partir de los trabajos de Klibanov y col. publicados entre 1984 y 1986 3942,

En medio organico, las enzimas presentan nuevas propiedades37. Aun en un entorno de
solvente orgédnico el agua es absolutamente necesaria para la funcién catalitica de las
enzimas37-42 porque participa en todas las interacciones no covalentes (puentes de
bidrégeno, interacciones hidrofobicas y de Van der Waals) que mantienen, mediante un
delicado balance, la flexibilidad conformacional necesaria para la catilisis. La eliminacién
total de agua distorsiona dicha conformacién42.

Klibanov y col3] encontraron actividad enzimitica en solventes organicos, 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 cor enzimas de diversa
naturaleza en medios organicos, en sistemas que contenian cantidades minimas de aguazo.
Klibanov ha sugerido que s6lo es realmente necesaria la presencia de una monocapa de agua
alrededor de la superficie de la enzima, a la que denominé agua esencial 42. Mis 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 proteina37.
Segun esta teoria, 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 enzima%2,

En la mayoria de los casos no es necesario medir el contenido de agua del solvente3>. Los
solventes de grado analitico suelen ser adecuados, mientras no sean completamente
anhidros. Ademas, todas las preparaciones crudas de enzimas liofilizadas contienen una
cierta cantidad de agua que usualmente alcanza como reguladora de humedad3?.

Efecto del solvente

La naturaleza del solvente es una variable crucial para la actividad enzimatica. Zaks y
Klibanov concluyeron, en base a resultados obtenidos con lipasas?1, éxidorreductasas43 y
proteasas37, que las interacciones entre el agua esencial de la enzima y el solvente son mas
importantes que las interacciones entre el solvente y la enzima.

La hidrofobicidad del solvente influye para que se mantenga o no el agua esencial en torno a
la enzima?2. Con los solventes mas hidrofébicos, como los hidrocarburos, al no haber
particion del agua esencial con ellos, la misma permanece asociada al biocatalizador. Esta
teoria estd de acuerdo con que la mayoria de las enzimas son inactivas en solventes
organicos hidrofilicos?2; probablemente el efecto adverso de estos solventes sea el de
promover una desnaturalizacién19,

Para correlacionar la actividad enzimética con la naturaleza del solvente, Laane et al. 44
propusieron la utilizacién del pardametro log P, coeficiente de particiéon del solvente entre
octano y agua, como medida de la hidrofobicidad del solvente. Se ha observado19:44 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 generalizacion demuestra
estar en concordancia con los resuitados obtenidos en numerosas reacciones enzimiticas
descriptas en literatura, también se han encontrado numerosas correlaciones no

satisfactorias#1,45,46, Por mas que log P sea el nico pardmetro con sustento mecanistico



Capitulol 21

para la prediccion del nivel de actividad enzimética en medio no acuoso, en verdad aparece
como rigido y limitado, porque supone que el efecto del solvente sobre el biocatalizador es
independiente de la enzima, ¢ ignora tanto las interacciones del solvente con la enzima como
el efecto de la constante dieléctrica sobre la actividad enzimatica. La constante dieléctrica
también tiene importancia porque todas las interacciones no covalentes de las proteinas son
de origen electrostatico y se comportan segiin la ley de Coulomb?”.

La inmiscibilidad con agua carece de fundamento mecanistico para afectar la actividad
enzimatica y aparece simplemente como un reflejo limitado de la hidrofobicidad del
solvente?’. Para solventes con igual naturaleza quimica, la distinta polaridad, evaluada a
través del momento dipolar, mostré tener un efecto irrelevante sobre la actividad
enzimatica®’.

Probablemente no haya un unico pardmetro fisicoquimico del solvente que sirva para
predecir la actividad enzimitica en medio no acuoso, menos aun hasta que se llegue a
comprender en detalle el papel molecular de las interacciones enzima-solvente?’.

Lo cierto es que al presente esta bien sentado el hecho de que solventes inmiscibles en agua,
con un contenido de agua por debajo del limite de solubilidad, son aptos para que enzimas
secas, cristalinas o liofilizadas, sean cataliticamente activas?8 . Dentro de este rango de
contenido de agua, la actividad en solventes organicos adecuados es comparable a la del
medio acuoso y la catilisis sigue una cinética de Michaelis-Menten48.

También estd comprobado que la naturaleza del solvente puede afectar la
enantioselectividad46:49-51 y la regioselectividadS2.

Estabilidad de las enzimas en medio orginico

Un aspecto de sumo interés es la estabilidad de las enzimas en medio organico. Los ejemplos
presentados en literatura muestran con elocuencia que es posible obtener muy buena

estabilidad del biocatalizador en medio orgénico. La estabilidad de la enzima en este medio
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varia con el tipo de enzima utilizada, las condiciones de reaccion, el solvente y la cantidad de
agua 42,53,

Numerosos investigadores han mostrado que las enzimas se mantienen estables en solventes
organicos durante tiempos de reaccion de hasta cuatrocientas horas>3, sin pérdida de
actividad.

Ya que las protemas son insolubles en la mayoria de los solventes organicos, Klibanov
considera que esta insolubilidad elimina la flexibilidad conformacional de las enzimas, lo que
evita que adopten conformaciones diferentes a las de la fase acuosa?2. Una enzima disuelta
adquiere la conformacion que es termodinimicamente favorable en el solvente, pero que
puede ser muy diferente a la conformacién en fase acuosa36. Esto explicaria el hecho de que
una enzima se inactiva en los pocos solventes orgamicos en que puede disolverse
(dimetilsulfoxido, dimetilformamida). Al estar conformacionalmente inméviles en solvente
organico, las enzimas permanecen como congeladas en la conformacién que corresponde a
la solucién acuosa de la que fueron aisladas#2, Esta rigidez conformacional de las proteinas
en medio organico genera altas barreras cinéticas que evitan que la conformacién tipo nativa
se despliegue?> y en consecuencia, se mantienen activas en solvente orgénico.

Se ha comprobado que en suspensiones de enzimas en solvente organico los sitios activos
estan accesibles y son comparables a los disponibles en medio acuoso49-54 . Tomando en
cuenta investigaciones mecanisticas, parece ser que la estructura del estado de transicion en
solvente organico no polar es aproximadamente igual que en solucién acuosa4$, lo que
indica que el entorno del sitio activo seria 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 temperaturas®>, tales como pérdida de estructura terciaria
ordenada, destruccion de enlaces disulfuro, deamidacién de residuos de asparagina y
glutamina, hidrélisis de uniones peptidicas en residuos de 4cido aspartico. Por lo tanto, en
un medio organico, un entorno libre de agua, estos procesos se ven limitados, con lo que Ia

estabilidad del biocatalizador se ve beneficiada. Se ha demostrado que aun a altas
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temperaturas enzimas en medio orgéanico con un contenido de agua inferior al 1% pueden
presentar una estabilidad apreciable, que es también notablemente superior a la estabilidad
térmica 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 inmovilizacién aumenta la estabilidad6,33,34; en particular, la inestabilidad de las
enzimas en solventes polares puede superarse inmovilizindolas sobre soportes hidrofilicos.
Esto resulta de gran utilidad cuando se utilizan sustratos altamente hidrofilicos que sélo se
disuelven en solventes polares, como piridina o butanol.

Se ha encontrado que la actividad enzimitica en solvente organico es Optima cuando las
enzimas empleadas fueron liofilizadas en una solucién de pH Optimo para la actividad en
medio acuoso42. Segtin Klibanov, la enzima en medio organico mantiene a sus grupos
ionogénicos en el estado de ionizacién adquirido en la ltima solucién acuosa a la que fue
expuesta. La enzima retiene la actividad catalitica que corresponde a dicho estado de
ionizacion.

En las suspensiones de enzimas en solventes orgamicos ocurre el mismo problema que
frecuentemente se observa en catilisis heterogénea: las reacciones estdn sujetas al control
difusional#2. Para superar esta limitacion, las suspensiones de reaccién deben someterse a
una agitacién vigorosa. El tratamiento con ultrasonido mejora este problema al reducir el
tamafio de las particulas de la enzima. Como en cualquier sistema de catalisis heterogénea,
cuando la difusion es mas rapida que la reaccion, el fenémeno de difusién no tiene
consecuencias37_

Como es posible apreciar, en un ambito de solvente orgédnico las enzimas presentan
caracteristicas especiales. Si bien estos biocatalizadores difieren en estructura, tamafio,
origen y funcién, considerando que todos tienen en comin una estructura que surge de la

combinacion de la misma veintena de aminoacidos, parece coherente afirmar que la mayoria
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de las enzimas pueden llegar a ser capaces de actuar en solvente organico. La cuestién esta

en encontrar las condiciones adecuadas para que operen dicha catalisis34.

8. Lipasas en medio orginico

El estudio de las publicaciones aparecidas en la tltima década permite afirmar que los
biocatalizadores mds cominmente utilizados en medio orgénico son las enzimas
hidroliticas33,6, pertenecientes al grupo de enzimas que no requieren cofactores ( Tabla
1.3, pagina 15 ). Hasta el presente, existen pocos ejemplos referidos al empleo de enzimas
no hidroliticas como catalizadores regio y/o estereoselectivos en medio organico, entre los
que pueden citarse el uso de polifenoloxidasa y mandelonitriloliasal9:20,

La capacidad de las lipasas y proteasas para catalizar hidrolisis asimétricas de ésteres
racémicos en agua se aplicd durante muchos afiost.6, En esta estrategia para la resolucién,
aun si la enantiodiscriminacion no es absoluta, ocurre una resolucién parcial cuya pureza
optica depende del grado de conversién20:37. Los inconvenientes de este tipo de resolucién
son que la mezcla racémica debe ser convertida en un éster, poco soluble en agua y ademas,
que muchos compuestos organicos son inestables en medio acuoso. Por esto, es mas
conveniente trabajar con estas enzimas en medio organico y de hecho, este procedimiento ha
sido empleado por la mayoria de los investigadores20.

Dado el marco de ausencia de agua propio de un entorno orgénico, las reacciones
catalizadas por hidrolasas pueden revertirse hacia la direccion sintética. Es asi que enzimas
hidroliticas pueden catalizar reacciones de esteriﬁcaciénlg, transesteﬁﬁcacién19a20,
amindlisis20-38, oximélisis?] y de formacion de péptidos34.37 que en presencia de agua se
suprimirian por hidrdlisis. Por ejemplo, la preparacion del éster etilico de N-benzoil-L-
fenilalanina a partir del dcido y de etanol en cloroformo catalizada por a-quimotripsina
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transcurrié con un rendimiento superior al 80%, mientras que en agua sdlo se detect6 la
formacion del éster en un 0,01% 9.

Las lipasas, triacilglicerol acilhidrolasas, E.C.3.1.1.3, son enzimas que catalizan la hidrélisis
de lipidos formados por glicerol y 4cidos grasos, actuando en la interfase lipido-agua de una
emulsion19,60, Estas enzimas presentan poca actividad en soluciones acuosas de sustratos
solubles en agua. Si una lipasa se encuentra en una solucion saturada de un sustrato y por
posterior sobresaturacion de la misma se forman particulas emulsificadas, se observa un
incremento considerable de su actividad. Esta catalisis interfasial da a las lipasas una afinidad
inherente por los entormos hidrofébicos y las distingue de otras enzimas hidroliticas;
probablemente esta es la propiedad més caracteristica de las enzimas lipoh’ticas61.

Mis 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 hidrofilico1. Es concebible entonces que las
lipasas sean particularmente adecuadas para operar en ambientes ricos en solventes
organicos.

Otra propiedad especial de las lipasas es que aceptan sustratos naturales o no, de un amplio
rango de estructuras, tanto en medio acuoso como organico. Esto sugiere que el esqueleto
de las lipasas es flexible y puede adoptar una gran variedad de conformaciones para
acomodar moléculas de diverso tamafio y complejidad estereoquimical?. Esta misma razén
hace que sea dificil poder predecir la interaccién estereoquimica de las lipasas frente a los
sustratos19,

Es notable el hecho de que las lipasas puedan ser hasta el 100% tan activas en solvente
organico como lo son en sus entornos biolégicamente naturales. Este comportamiento
apoyaria la idea de que, mientras el agua esencial permanezca unida a la enzima, la
conformacién de al menos la region del sitio activo se parece estrechamente a la que

presenta en solucién acuosa#l.
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Actualmente, alrededor de veinte lipasas provenientes de fuentes 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
industriales31.
Puede decirse entonces que las caracteristicas de las lipasas se adecuan a los requerimientos
que hacen a una enzima util para su aplicacion como catalizador en quimica
organica4:7,19,33,34,60.

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

utiles para resoluciones y empleo en sintesis quiral.

2) Presentan alta actividad y estabilidad en medio organico.

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 facilita su uso.

6) Pueden inmovilizarse mediante procedimientos simples.

Desde el punto de vista mecanistico, las lipasas son serina-hidrolasas que contienen en su
sitio activo una triada catalitica compuesta por serina, histidina y un aminoacido con un
residuo que posee un carboxilato (aspértico o glutimico)>6:61. En dicha triada la serina
actiia como nucleéfilo, atacando a una molécula portadora de acilo, R'COX34:

f) H-O-Ser?' o = d
’L/ko ------ N — "'J\o ...... \Hf/\ri]{ Sler
o)
X + R
o
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En una etapa inicial se forma un intermediario O-acilado covalente, la acil-enzima:

0 R
X \k R Tf
o (o]
X=OR, ; NRR, - P
ROCOEnz
l(l) (acil - enzima)

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

nucledfilo NuH y se regenera la enzima libre:

R-C-OEnz + NuH —_— > R-l(ll-Nu + FEnzH

I
0 0

Durante las dos etapas del mecanismo se puede reconocer quiralidad tanto en la estructura
de R' como en la de Nu353,

En medio acuoso el nucledfilo es el agua, lo que conduce a las reacciones de hidrdlisis.
Cuando el medio de reaccién es un solvente organico, donde la ausencia de agua minimiza la
competencia de la hidrélisis, otros nucledfilos, tales como alcoboles, aminas, tioles e
hidroper6xidos son capaces de reaccionar con la acil-enzima para generar, respectivamente,

ésteres, amidas, tiolésteres y cetonas ( Tabla 1.4 ).



28 Capitulo I

TABLA 1.4 - Reacciones de transferencia de acilo mas comunes catalizadas

por lipasas en medio organico
RCOX + NuH P2,  RCONu + HX
R'COX Nu R'CONu HX Tipo de reaccién

acido (X=-OH) alcohol (R{OH) éster (R'CO2R}1) H»O esterificacion
éster (X=-OR) alcobol R{OH) éster (R'COoR}) ROH transesterificacién

amina (NHR;R3) amida (RCONRoR3) ROH  aminélisis

9. Transesterificaciones catalizadas por lipasas en medio orginico

Un nimero muy elevado de referencias bibliograficas se refieren a esterificaciones y
transesterificaciones catalizadas por lipasas suspendidas en medio organico y que

transcurren con comportamiento regio y/o enantioselectivo19,20,34,35,37,42,

En una reaccién de esterificacion catalizada por lipasas, los solventes lipofilicos (log P > 4),
habitualmente adecuados, no pueden acomodar el agua que se produce durante el transcurso
de la esterificacion, 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 reaccion se detiene antes de alcanzar la

conversién deseada33. Para evitar este inconveniente se ha eliminado el agua agregando al
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sistema de reaccion tamices moleculares o sales inorgénicas que forman hidratos62. Ambas
técnicas poseen la desventaja de dificultar el aislamiento y posterior purificacién de la
enzima al final de la reaccién33.

A diferencia de la esterificacion, en una reaccion de transesterificacién, que no agrega agua
al sistema de reaccion, el contenido de agua en el medio puede mantenerse a nivel constante.
Las reacciones de transesterificacion pueden clasificarse en aciddlisis, interesterificacion y
alcoholisis®3:

ROOOR, * R,COOR, =———  R,;COOR, * RCOOR,

R,=-H  acidélisis
-alquilo interesterificacion

ROOOR, * ROH =——> RCOOR, * ROH akohdliis

ESQUEMA 1.1 - Reacciones de transesterificacion

Las dos primeras se utilizan en modificacion de triglicéridos para obtener grasas anilogas de
manteca de cacao®4. En biotransformaciones selectivas catalizadas por lipasas en solvente
organico, la mas ampliamente utilizada es la alcobélisis®3.

Las transesterificaciones parecen ser mis versatiles que las esterificaciones directas tanto en
términos de velocidades de reaccién como de limitaciones termodindmicas20. Con
frecuencia, las transesterificaciones catalizadas por lipasas son més enantioselectivas que las
correspondientes hidrolisis en agual?; por otra parte, en numerosas ocasiones la hidrélisis
en agua y la transesterificacibn en solvente organico originan estereoisOmeros
complementarios?0,65,66. Todos estos factores contribuyeron a que, desde la primera
publicacién de un estudio de transesterificacion catalizada por lipasas en solvente organico,
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efectuado por Klibanov y col. en 198540, las transesterificaciones hayan desplazado a las
esterificaciones3>.

Sin lugar a dudas, los numerosos trabajos descriptos hasta la fecha han contribuido en grado
importante a que la biocatalisis no acuosa en medio monofasico organico adquiera cada vez
mayor importancia para la preparacion de compuestos homoquirales20,34,35 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 hidrélisis son virtualmente completas, pero en medio organico, donde factores
cinéticos y efectos de concentracion entran en juego, la situacion es diferente. Las
transesterificaciones son procesos de equilibrio. Tanto el nucleéfilo agregado como el
nuclesfilo liberado, RyOH, ( Esquema 1.1 ) pueden competir por la acil-enzima34. Por lo
tanto, la reversibilidad de la transesterificacién no sélo tiene efectos sobre la velocidad y el
rendimiento de la reaccién, sino que puede afectar la selectividad de la transformacién33.

Ya que el mismo estereoisomero interviene en ambas direcciones de la transesterificacién, el
exceso enantiomérico del producto decrece a medida que progresa la reaccion inversa, por
lo que el equilibrio termodinimico es una condicion que debe evitarse en las resoluciones
cinéticas33,57,73,

Se ha observado que los factores estéricos en la molécula del alcobol influyen mas que los
electrénicos sobre las transesterificaciones’4. Los alcoholes secundarios estéricamente
impedidos y terciarios voluminosos no reaccionan. Para solucionar esta limitacion, se ha
descripto con éxito la resolucién de alcoholes secundarios a través de la transesterificacién

de sus acetatos con alcoholes primarios como nucleéfilos?>.
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TABLA 1.5 - Ejemplos de transesterificaciones catalizadas por lipasas en medio
Organico

Reaccion Lipasa (Referencia)

C0, a
HN o~~~ OH Q’w)z H,N

000GH, Aspergillus niger (67)
47%

OH oooq&
o
oH zGlzcu’ Pancreatica porcina (68)
o)
OH

oH GLOOGH, O
/g\/NHz —_— J\/NH(DCH, Pancredtica porcina (69)
H
OCOCH, OCOCH,
H, c,H on HOV
m‘ Candida cylindracea (70)
CH,000 7z OH

80%

»—OH
QH,00,GH, ~—000H,
\\\ \> Pancrestica porcina (71)
o
C0,CH=CH
OH/\{\OH . - H,G)CD/Y\OH Pseudomonas sp. (72)
Haq, OGH,Ph
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Con la finalidad de desplazar el equilibrio hacia la acilacion completa se han empleado
diversas estrategias. Una de ellas, de base mas bien fisica, se basa en atrapar o eliminar el
coproducto RyOH resultante de la transesterificacion, para lo cual pueden agregarse tamices
moleculares’6 o llevar a cabo la reaccién a presién reducida’/. Ambos procedimientos
presentan sendas desventajas: la dificultad de recuperar y purificar la enzima, y la
complicacioén de las condiciones experimentales.

En algunas situaciones especiales en que el coproducto es volatil, etanotiol, por ejemplo’3,
se han llevado a cabo transesterificaciones en sistemas abiertos, aplicacién que se restringe a
sustratos que no sean facilmente oxidables o sensibles a la atmésfera.

La otra estrategia apunta al agente acilante ( RjCOOR7 , Esquema 1.1 ). Para desplazar el
equilibrio, el dador de acilo puede emplearse en un gran exceso37. Cuando este
procedimiento no es conveniente a causa de su costo, o debido a que aun dicho exceso no es
suficiente para alcanzar una actividad catalitica adecuada, puede resultar til el empleo de
agentes acilantes especiales33 ( Tabla 1.6 ).

Todos estos dadores de acilo poseen en comun la caracteristica de que al reaccionar liberan
como coproducto de la transesterificacion una molécula de capacidad nucleofilica nula o
menor que el alcohol R30H ( Esquema 1.1 ) para competir por la acil-enzima. Faber y Riva
han dividido a estos agentes acilantes en dos grupos: cuasirreversibles e irreversibles33.

Los agentes acilantes cuasirreversibles son ésteres “activados™0 cuyo resto alcohélico
posee sustituyentes atractores de electrones de modo tal que el alcohol liberado, RyOH,

( Esquema 1.1 ) posee bajo poder nucleofilico. Los mas utilizados son los esteres de 2-
trihaloetilo y los ésteres de oximas37.

Cuando el agente acilante es un enoléster, el alcohol liberado RY)OH es un enol, que
tautomeriza instantaneamente a aldehido o cetona, de modo tal que la transesterificacion es
completamente irreversible’9. Con enolésteres las reacciones suelen ser de diez a cien veces
mas rapidas que con los demas ésteres activados80. 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 més utilizados en transesterificaciones
catalizadas por lipasas

Agente Tipo Coproducto liberado

|
R/iOCHZX X="CF3; 003 cuasifmeversible HO-CHy-X

O
|
{J\ 0— N=_ cuasiireversible HO-N=

—Q

R R
R O/E R=H; CHj imeversible A —s O//J\

O O 0]

R/Ik IR R/lk

freversible

Se han empleado también anhidridos como acilantes irreversibles, con selectividades y
velocidades similares a las de los enolésteres81.

No obstante, todos los agentes acilantes anteriormente descriptos poseen distintas
desventajas o inconvenientes35. Los ésteres de trifluoretilo no son econdémicamente
accesibles; con los de tricloroetilo, el tricloroetanol formado es dificil de eliminar. En el caso
de los ésteres vinilicos, se ha comprobado que el acetaldehido liberado durante la reaccion
puede formar bases de Schiff con los residuos de lisina de la enzima. La reaccion con
anhidridos genera como coproducto un &cido carboxilico, que varia el pH en el
microentorno de la enzima, con la posible disminucién de la actividad enzimitica. Ademas,
el uso de anhidridos es viable solo cuando no ocurre acilacién quimica espontinea con el

sustrato, en ausencia de enzima3>.
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1. Objetivos

Como se discuti6 en la Introduccidn, una caracteristica sobresaliente de la selectividad de las
enzimas es su capacidad para discriminar entre dos o mas grupos funcionales iguales o de
comportamiento quimico similar presentes en una molécula, en diferentes entornos.

Esta regio o quimioselectividad evita etapas adicionales de proteccion 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 organico son de suma utilidad para efectuar en un solo paso

reacciones de acilacion altamente regio o quimioselectivas.

El tiol y el hidroxilo son dos grupos funcionales que poseen reactividad similarl, Gracias al
atomo de azufre, mas voluminoso y menos electronegativo que el de oxigeno, los tioles son
mas volatiles, mas acidos y mejores nucledfilos que los correspondientes alcoholes, asi como
también se oxidan y generan radicales libres con mayor facilidad que los alcoholes. Pero mas
alli de estas diferencias, alcoholes y tioles presenmtan numerosas analogias en sus
reaccionesZ, como se manifiesta en la formacién 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 tiol, transcurran con baja
selectividad frente a reactivos tales como cloruros de acilo y anhidridos. En efecto, la
literatura registra algunas reacciones de esterificacién de hidroxialcanotioles con dichos
agentes acilantes en las que ambos grupos funcionales son acilados, dando lugar a mezclas
de productos4’6.

Al realizar una bisqueda bibliogrifica mas detallada, se advirtié que si bien no mucho
tiempo atras se habia descripto el comportamiento electroquimico de ciertos
hidroxialcanotioles7-9, la reactividad de estas moléculas habia sido poco estudiada, con la
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excepcion de las esterificaciones anteriormente mencionadas4’6, algunas reacciones de
eliminaciénl0:11 y el empleo de 3-mercapto- 1-propanol en reacciones de umpolungl 2,13,

De estos antecedentes bibliograficos surgié que los productos de acilacién de numerosos
hidroxialcanotioles no habian sido descriptos hasta el presente, y que su preparacion a través

de reactivos de esterificacion convencionales puede ser poco satisfactoria.

Considerando estos hechos, el objetivo central del presente trabajo consistié en efectuar un
estudio sistematico de la acilacién biocatalizada de diversos hidroxialcanotioles bi y
polifuncionales mediante reacciones de transesterificacion catalizadas por lipasas en medio

orgénico:

R,CO,R,
—_—
lpasa

hidroxialcanotiol producto

A través de este objetivo se intent6:

1- Investigar la capacidad de las lipasas para conferir selectividad a estas acilaciones.
Con esta finalidad se utilizaron lipasas de distinto origen: PPL (lipasa pancreatica
porcina), LIP (lipasa de Mucor miehei), CCL (lipasa de Candida cylindracea) y CAL
(lipasa de Candida antarctica), en forma nativa (PPL y CCL) o inmovilizada (LIP y
CAL), enzimas cuyas principales caracteristicas se resefiaron en la Introduccion.

2- Estudiar la influencia que posee la estructura de los sustratos sobre dichas acilaciones
biocatalizadas.
Para ello, se emplearon hidroxialcanotioles de dos tipos:
a) bifuncionales: se prob6 una serie homdloga de cadena lineal (a,0-

hidroxialcanotioles) :

HS-(CH3),-OH m=2,3,4,8,12
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y param = 3 y 4 se ensay6 la reactividad de algunos isémeros de posicion.

Dentro de la serie homéloga, solo el 2-mercaptoetanol (m = 2) es comercialmente
disponible, por lo que los restantes a,»-hidroxialcanotioles debieron ser preparados en
el laboratorio.

b) polifuncionales: se probaron las siguientes moléculas:

OH OH OH
- HS.
Hs._L_ oH HS\/\(\ SH NANsH
OH OH
dl - 1-tioglicerol dl - ditiotreitol dl - ditioeritritol

3- Investigar la influencia de las condiciones experimentales de reaccidon sobre el transcurso
de estas transesterificaciones.
Con esta finalidad, se variaron condiciones de reaccién tales como relacién
enzima/sustrato, relacion agente acilante ( RjCOOR ) / sustrato , temperatura, presencia
de cosolvente, tipo de agitacion, etc, estudiando el efecto de estos parametros sobre la
selectividad, el rendimiento y el tiempo 6ptimo de la reaccion.

4- Obtener mediante dichas acilaciones biocatalizadas compuestos dificiles de preparar
selectivamente por métodos quimicos tradicionales.
Ya se comenté que en bibliografia no se registran referencias sobre la existencia de
numerosos productos de acilacién de hidroxialcanotioles, por lo que la eventual
selectividad de estas acilaciones constituiria un procedimiento ttil para la preparacién de
moléculas no descriptas hasta el presente. Ademas, debido a que tampoco hay muchos
datos espectroscopicos sobre este tipo de compuestos, su caracterizacién espectroscopica
puede ser de interés.

En los capitulos siguientes se detallan y discuten los resultados obtenidos.
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2. Reseiia sobre las lipasas utilizadas en el presente trabajo

A lo largo del presente trabajo se describira el estudio de reacciones de transesterificacion
catalizadas por cuatro lipasas. Una proviene de un mamifero: lipasa pancredtica porcina
(PPL) y las otras tres, de origen microbiano: lipasa de Mucor miehei (LIP), Candida
cylindracea (CCL) y Candida antarctica (CAL).

La lipasa pancredtica, carboxilesterasa presente en el jugo pancredtico de los mamiferos,
promueve la conversién intraduodenal de los triglicéridos dietarios a B-monoglicéridos y
4cidos grasos libres. De todas las lipasas digestivas, la pancreatica es probablemente la mas
importante y ciertamente la mas conocida. Su proporcién, que no excede del 1 al 3% del
total de las proteinas del jugo pancreético en varias especies, estd compensada por el alto
valor de actividad molecular de la enzima: una molécula de lipasa pancreatica puede romper
hasta 4 10° uniones éster por minuto. Se trata de una enzima bastante inespecifica para las
posiciones de los triglicéridos, sus sustratos naturales, y que puede atacar numerosos tipos
de ésteres, incluyendo monoésteresl4.

La lipasa pancreética porcina posee un peso molecular de aproximadamente 50.000. La
molécula se compone de una cadepa tinica formada por cuatrocientos cuarenta y nueve
aminodacidos, entre los cuales hay sblo cuatro metioninas que originan cinco péptidos por
ruptura con bromuro de cianégeno. Por degradacion de Edman de dichos péptidos, De Caro
et al.13 determinaron en 1981 la secuencia completa de los aminoacidos de la lipasa, con lo
que la pancredtica porcina se constituy6 en la primera lipasa cuya estructura primaria fue
determinada.

Tanto la lipasa pancredtica porcina como la humana son glicoproteinas. Por aislamiento y
purificaciéon de la porcina se obtienen dos isolipasas LA y L que contienen fucosa,
galactosa, manosa y N-acetilglucosamina unida a la proteina mediante una unién

glucosamina-asparagina 14,
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Segin Sémériva y Desnuellel4, el mecanismo de accién de la lipasa pancredtica porcina
involucra una secuencia de tres etapas: adsorcion interfasial, activacion interfasial y la
catlisis propiamente dicha. La activacion interfasial puede resultar de un cambio
conformacional de la lipasa como consecuencia de su adsorcion en la interfase.

En la etapa catalitica hay participacion de una triada compuesta por serina, un residuo que
contiene un carboxilo (dcido aspartico o glutdmico) e histidinal4. Posteriormente se ha
encontrado que es posible la participacion de un residuo de lisina perteneciente a la region

cercana al sitio activol6.

La lipasa del hongo Mucor miehei es una proteina tipo o/, ya que posee regiones con hoja
B y regiones de a-hélices. Consta de una Unica cadena polipeptidica formada por doscientos
sesenta y nueve residuos. Su peso molecular es de 29.472 y los aminoacidos 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
lipasal7.

LipozymeR es el nombre con que Ia empresa Novo Nordisk de Dinamarca comercializa una
lipasa especifica para las posiciones 1 y 3 de los triacilglicéridos, derivada de una cepa
seleccionada del hongo. La enzima se encuentra inmovilizada sobre una resina aniénica y

usualmente, puede aplicarse en un rango de temperaturas de 40 a 70° 18,

La lipasa de la levadura Candida cylindracea pertenece a la familia de las proteinas o/f. Es
una enzima posicionalmente no especifica frente a los triglicéridos, compuesta por
quinientos treinta y cuatro aminoacidos y con un peso molecular de aproximadamente
60.000. Su triada catalitica consta de Ser 209, His 449 y Glu 341. Las estructuras cristalinas
revelan que la region del sitio activo muestra mayor caracter hidrofobico que ninguna otra
superficie de la molécula expuesta al solvente, con lo que se crea un drea amplia para la

interaccion con la interfase y los sustratos19.
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De la levadura Candida antarctica se han aislado dos diferentes lipasas, A y B. La A es mas
termoestable, posee un peso molecular de 45.000 y un punto isoeléctrico de 7,5. La B estd
formada por trescientos diecisiete aminoacidos, tiene un peso molecular de 33273 y un
punto isoeléctrico de 6,0; es una proteina globular tipo o/f de dimensiones aproximadas
30A x 40A x 50A. Su secuencia de aminoacidos no muestra homologia significativa con
respecto a secuencias de otras lipasas ( Figura 1.3 ). Esta lipasa B ha demostrado ser muy
estereoespecifica en sintesis organica. En los cristales ortorrémbicos de la enzima pudo
observarse la presencia de un canal estrecho y profundo que conduce al sitio activo; este
ultimo posee la triada catalitica Ser 105, His 224 y Asp 187. La forma del canal
probablemente da cuenta de la estereoespecificidad de la enzima20.

La lipasa B de Candida antarctica comercial de Novo Nordisk (llamada SP 435) es
obtenida mediante tecnologia de ADN recombinante. El codigo genético de la levadura se
transfiere de una cepa seleccionada de Candida antarctica al organismo huésped,
Aspergillus oryzae. La enzima resultante (SP 435), posicionalmente inespecifica para sus
sustratos naturales, es termoestable y particularmente apta para la sintesis de ésteres21.

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

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

Lipasa PM Triada 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 187
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FIGURA 1.3 - Secuencia de aminoacidos de la lipasa B de Candida antarctica

(CAL B, referencia 20)
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1. Estudio de la reaccién de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por
lipasa pancreitica porcina

La investigacion del comportamiento de hidroxialcanotioles frente a reacciones de acilacion
catalizadas por lipasas comenz con el estudio de la transesterificacion de 2-mercaptoetanol
(1, Esquema 2.1 ) con acetato de etilo en presencia de lipasa pancreatica porcina (PPL). Al
tratarse del primer sistema estudiado, se ensayaron diversas variaciones sobre las
condiciones experimentales de la reaccion, con la finalidad de optimizarla y determinar qué
influencia podian presentar dichas condiciones sobre el curso de la reaccién.

En primer lugar, la reaccion se llevé a cabo a 25° empleando una relacion acetato de
etilo/2-mercaptoetanol (agente acilante/sustrato) igual a 15, una relacion enzima/sustrato
jgual a 1,3 y agitacién magnética (para este sistema, condiciones estandar de reaccion)!.

Los sobrenadantes provenientes de las centrifugaciones de la mezcla de reacciéon a
veinticuatro y cuarenta y ocho horas se analizaron por cromatografia en capa delgada,
observindose en ambos casos 2-mercaptoetanol y otra mancha de mayor Rf que también
revelaba con el reactivo de Ellman. Luego de purificar la mezcla de reaccién a cuarenta y
ocho horas mediante cromatografia flash se aislé un liquido de olor desagradable con 76%
de rendimiento, cuyos espectros de masa y de resonancia magnética nuclear protoénica y de

carbono-13 permitieron identificarlo como acetato de 2-mercaptoetilo (2 ) :

CH,CO,Et
HS-(CH,),OH — HS-(CH,),"OCOCH;
PPL
1 2
ESQUEMA 2.1

Cuando la reaccion se monitoreé por cromatografia gaseosa, los sobrenadantes provenientes

de la centrifugacion de alicuotas colectadas a distintos tiempos dieron lugar a
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cromatogramas que presentaban siempre el mismo perfil. Se observaban la sefial
correspondiente al 2-mercaptoetanol y otra de menor tiempo de retencion, cuya intensidad
aumentaba a medida que transcurria la reaccion, que fue asignada al acetato de 2-
mercaptoetilo. También se detecté la presencia de acido 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 funcién
del tiempo.

En ausencia de enzima no se formé producto aun luego de ocho dias de reaccion.

A partir de esta primera reaccién, se decidi6 estudiar la influencia de los siguientes
parametros experimentales:

- temperatura,

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

- presencia de cosolvente;

- relacion enzima/sustrato (E/S),

- tipo de agitacion;

- tratamientos efectuados sobre la lipasa previamente al

desarrollo de la reacciéon

Al efectuar la reaccion a 45° pudo comprobarse que, si bien a tiempos cortos la
transesterificacion ocurrié mas ripidamente que a 25° a tiempos mayores el perfil de la
reaccion resulté similar al obtenido a menor temperatura ( Figura 2.1 ), manteniéndose el
comportamiento quimioespecifico hacia la formacién del derivado O-acetilado.

La relacién agente acilante/sustrato demostré temer una influencia notable sobre el
rendimiento de la reaccién, como puede apreciarse en la Tabla 2.1. No obstante, €l exceso

de acetato de etilo empleado no modifico el curso quimioespecifico de la reaccién y en todos
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los casos el tinico producto formado fue el de mono-O-acetilacidn.

TABLA 2.1 - Efecto de la relacién agente acilante/sustrato (A/S) sobre la reaccién de
2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL2 (Esquema 2.1)

A/S t (h) % 2b
15 48 77,2
192 80,2
10 48 59,1
240 78,5
1,5 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 relacién enzima/sustrato = 1,3
y mediante agitacion magnética.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.

En la transformacion estudiada, el acetato de etilo cumple una doble funcién: es el agente
acilante del nucledfilo y el solvente de la reaccién. La Tabla 2.2 detalla los resultados
observados al agregar distintos cosolventes al medio de reaccién. La piridina y el
acetonitrilo, solventes polares, no resultaron favorables para la actividad enzimaitica. Sin
embargo, el hexano, un solvente poco polar, con log P > 4 ( pagina 20 ), aunque no afect6 la
reaccion para una relacién acilante/sustrato igual a 5, fue desfavorable cuando la misma se
aumenté a 15. Si bien estos hechos indicarian que la influencia del cosolvente aumenta

cuando se encuentra en mayor concentracién, esto muestra que los solventes tipicamente
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lipofilicos, considerados con frecuencia adecuados como medio para transesterificaciones
catalizadas por lipasas ( pagina 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 reaccién de 2-mercaptoetanol con acetato
de etilo catalizada por PPL2 (Esquema 2.1)

A/S Cosolvente log P t(d) % 2b
15 e 0,68 2 77,2
hexano 3,50 2 444
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 85,3¢
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 relacién enzima/sustrato = 1,3
y agitacion magnética.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

c- La reaccion se efectud a 40°.

Se comprob6 también que la relacion enzima/sustrato influye sobre el rendimiento del

producto de transesterificacién, como lo muestran la Tabla 2.3 y la Figura 2.2.
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TABLA 2.3 - Efecto de la relacion enzima/sustrato (E/S) sobre la reaccin entre
2-mercaptoetanol y acetato de etilo catalizada por PPL2 (Esquema 2.1)

%2 para larelacion E/S indicada O

t (h)
035 0,60 1,0 1,3 1,8
2 2.9 5,6 6,9 10,1 17,3
4 6,1 10,2 13,2
24 19.4 44,1 54,8 71,7
48 43,5 59,3 69,2 77,2 83,6
168 67,1 74,7 76,3 79,6
192 79,4 80,2 86,4

a- Condiciones de reaccién: 25°, A/S =15, agitacién magnética.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.

FIGURA 2.2 - Influencia de la relacion enzima/sustrato (E/S) sobre la
transesterificacion 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 reaccion, el empleo de agitacion mecénica en
lugar de magnética no causé un efecto apreciable:

TABLA 2.4 - Efecto del tipo de agitacion sobre la reaccion entre 2-mercaptoetanol
con acetato de etilo catalizada por PPL (Esquema 2.1)

t (h) % 23
Agitacién magnéticab Agitacién mecanica®
24 54,8 53,3
48 77,2 78,5
192 80,2 82,7

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

También se llevaron a cabo las reacciones utilizando enzima sometida a algin 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
organico descriptas en bibliografia utilizan habitualmente la enzima cruda sin ningin

tratamiento previo.

El agregado de tamices moleculares 4A al medio de reaccion tampoco mejord los
resultados: cuando la transesterificacion se ensayé bajo condiciones estandar y en presencia
de los tamices moleculares, se obtuvo un 69 % de producto s6lo luego de siete dias de

reaccion.
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TABLA 2.5 - Efecto de tratamientos previos realizados a la enzima sobre la reaccion entre
2-mercaptoetanol y acetato de etilo catalizada por PPL2 (Esquema 2.1)

% de humedad % de humedad

Tratamiento de la enzima de la enzima % 2¢
antes del luego del
tratamientoP tratamiento®

sin tratamiento ——— 71,2

lavado con acetona 2,23 1,85 72,7
y luego secado al

vaciod

secado al vacio® 1,50 78,3

lLiofilizado 4,66 71,6

sonicado ———— 73,0

a- Condiciones de reaccion: 25°, A/S =15, E/S = 1,3, agitacion magnética, t =48 h.
b- Determinada mediante el método de Karl Fisher.

c- Determinados por cromatografia gaseosa.

d- Segin referencia 2 ; ver ademas Parte Experimental

¢- La lipasa se seco a 4° sobre P70s.

Resulta interesante destacar la buena estabilidad demostrada por la lipasa, que la califica
para ser reciclada. Luego de utilizarse durante cuarenta y un dias en seis reacciones
consecutivas con sustrato y acetato de etilo frescos, s6lo se manifesté una pérdida del 18%
en el rendimiento del acetato de 2-mercaptoetilo formado ( Tabla 2.6 ).

La temperatura tampoco afecté adversamente la actividad de la enzima, ya que la lipasa
recuperada luego de ocho dias de reaccion a 45° y utilizada para una nueva reaccion a 25°

originé resultados totalmente concordantes con los obtenidos con enzima fresca.

Es posible apreciar, a la luz de las condiciones experimentales ensayadas, que la acetilacion
de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL transcurre manteniendo un

comportamiento quimioespecifico hacia el O-acetato. La reacciéon 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 @

Nimero de reaccién %2b
consecutiva
1 79,5
2 69,2
3 68,4
4 73,1
5 76,1
6 62,0

a- Condiciones de reaccién: 25°, A/S=15,E/S=1,3,
agitacion 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 periodos de reaccién prolongados.

Segiun Bevinakatti y Banerjil, la transesterificacion de etanoles B-sustituidos (HO-CHj-
CH3-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 reaccién), los autores citados obtuvieron los correspondientes productos de
transesterificacién con 80-90% de rendimiento si X= -Cl, -OCH3 y -N(CH3)7 , mientras que
los rendimientos fueron inferiores al 40% para X = -Br, -OCHoCH,CH;CH3 y -
N(CH,CH3); .

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 f-sustituidos mediante minimizaciones de energia a través de calculos
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computacionales utilizando métodos semiempiricos, 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 sulfhidrilo no difiere demasiado del que genera un
atomo de bromo y sin embargo, el 2-bromoetanol no dio lugar a rendimientos altos en la

transesterificaciones estudiadas.

Be% Y

FIGURA 2.3 - Conformaciones de varios etanoles B-sustituidos obtenidas
mediante célculos semiempiricos para la minimizacion de la
energia 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 atomo de oxigeno para cada uno de los etanoles B-sustituidos de la Figura 2.3. Los
valores obtenidos fueron -0,313 para X = -SH, -OCH3 y -N(CH3)3 y -0,309 para X =-Cly
-Br. Como se puede observar, tampoco pudo encontrarse una correlacion satisfactoria para
explicar los resultados de Bevinakatti y Banerji. Los dos alcoholes que poseen valores de
densidad de carga sobre el &tomo de oxigeno que difieren del resto, el 2-bromoeta.nol yel 2-

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

Habiendo sido analizada la influencia de una serie de parametros experimentales sobre la
reaccion descripta por el Esquema 2.1, el estudio se dirigié luego a investigar el efecto de la
naturaleza del agente acilante.

Se llevo entonces a cabo la transesterificacion utilizando acetatos de resto alcéholico distinto

al etilo:

AcOR
HS-(CH,),OH ——  HS-(CH,),OAc + AcS(CH,),OAc
1 PPL 5 3

R= -C(CH,); ; CH=CH, ; C=CH,
CH,

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 biocatalitico.

El acetato de vinilo (R =-CH=CHj , Esquema 2.2 ) y el acetato de isopropenilo (R =
-CH=CH(CH3) , Esquema 2.2 ) son dos ésteres activados que actiian como agentes
acilantes irreversibles ( pagina 33 ).

A 25°, con el primero de los enolésteres mencionados se encontré la desaparicion completa
del 2-mercaptoetanol y la formacion del acetato de 2-mercaptoetilo. Sin embargo, ya a
tiempos cortos de reaccion, se advirtié que la lipasa se oscurecia progresivamente y que la

centrifugacion de alicuotas de reaccion resultaba dificultosa. Estos hechos podrian reflejar
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TABLA 2.7 - Reaccién de 2-mercaptoetanol con distintos acetatos en presencia
de PPL2 ( Esquema2.2)

R t (h) % 2b % 3b
- C(CH3)3 48 14,2 —
168 38,8 —
- CH=CH» 24 100,0 —
48 100,0 —
24¢ 79,5 4,6
48¢ 72,3 10,0
- CH=CH(CH3) 35 18,5 8,4
72 31,8

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

que el acetato de vinilo, con su mayor reactividad, afectaba a la enz:ima3, impidiendo su
reciclaje. Por otra parte, los cromatogramas gaseosos mostraban cantidades elevadas de
acido acético (superiores al doble de las de acetato de 2-mercaptoetilo) y no es posible
descartar que niveles altos de 4cido alteren la estabilidad de la lipasa3.

A 40° el comportamiento fue diferente: hubo una disminucién muy marcada de la actividad
hidrolitica y si bien el producto principal fue nuevamente el O-acetato, los cromatogramas
presentaban otra sefial. El tiempo de retencion de esta sefial coincidié con el de una muestra
de acetato de 2-tioacetoxietilo, AcS-(CH3)2-OAc ( 3 ), preparada en el laboratorio ( pagina
66 ). Estos resultados, que muestran pérdida de quimioespecificidad en la reaccion
estudiada, también se encontraron con acetato de isopropenilo, aunque en este ultimo caso

el grado de conversién de 2-mercaptoetanol fue muy pobre.
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Como en varias ocasiones la bibliografia registra el uso de anhidridos como agentes acilantes
irreversibles en reacciones biocatalizadas ( pagina 33 ), se prob6 también el empleo de
anhidrido acético.

Para que las conclusiones tengan validez cuando se ensaya el uso de un anhidrido en una
esterificacion biocatalizada, debe verificarse primero si hay reaccion espontanea en ausencia
de enzima. La reaccion entre 2-mercaptoetanol y un equivalente de anhidrido acético habia
sido descripta por Miles y Owen? en 1952. Mediante esta reaccion, los autores informaron
Ia obtencion del O-acetato con 71% de rendimiento.

Por lo tanto, en primer lugar se traté 2-mercaptoetanol con un equivalente de anhidrido
acético a 25° y luego, la reaccion se repitid en presencia de PPL. Ambas reacciones se

comparan en la Tabla 2.8.

TABLA 2.8 - Reaccién de 2-mercaptoetanol con anhidrido acético (Esquema 2.3)

AcyO
HS<(CH,), OH 7, HS(CHy,OAc + AcS{CH,»OAc
1 2 3
ESQUEMA 2.3
%23 % 33 %12

t (h) smPPL conPPLP sinPPL  conPPL sinPPL conPPL

2 433 30,1 2,1 5,6 54,6 64,3
24 80,8 42,8 6,4 279 12,8 29,3
48 78,5 43,9 6,2 23,4 15,3 32,7

a - Determinados por cromatografia gaseosa.
b - La reaccion se llevo a cabo con agitacion magnética y empleando E/S = 1,3.
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En ausencia de lipasa, la reacciéon no fue quimioespecifica sino quimioselectiva: a todos los
tiempos de reaccion se detecté la presencia del producto de diacetilacién, cuya existencia no
fue informada por Miles y Owen.

Es notable que esta quimioselectividad haya sido pobre cuando la reaccién se llevé a cabo
con PPL. A lo largo de esta reaccidn, las alicuotas se centrifugaron con dificultad. Ademas,
el hecho de que aun a siete dias de reacciéon haya quedado una cantidad apreciable de 2-
mercaptoetanol sin reaccionar, indicaria que parte del anhidrido reacciond con la lipasa. Se
sabe que la acetilacién de PPL con anhidrido acético afecta los grupos aminos de la enzima”
y consiguientemente, su actividad®.

Después de agitar una mezcla de PPL y anhidrido acético a 25° durante siete dias, la lipasa
se filtrd, se lavd y se usé para catalizar la transesterificacion entre 2-mercaptoetanol y
acetato de etilo en condiciones estindar. Aun luego de siete dias se recuper6 la mezcla
inicial de reaccion, notandose que la centrifugacion de las alicuotas a diversos tiempos se
tornaba dificultosa. Estos hechos sugieren que el anhidrido provoca una fuerte inactivacién
de la lipasa; si se toma también en cuenta la baja selectividad con que transcurre la reaccion,

el uso del anhidrido acético para esta acetilacion no resulta ser conveniente.

3. Extension del estudio de la reaccion biocatalizada de 2-mercaptoetanol con acetato

de etilo empleando LipogxmeR, lipasa de Candida cylindracea y lipasa de Candida
antarctica

Se extendid el estudio de la reaccién mencionada a la catalisis con LIP ( Tabla 2.9 ), CCL
( Tabla 2.10 ) y CAL ( Tabla 2.11 ). En todos los casos se obtuvo quimioespecificamente el
derivado O-acetilado:
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CH,CO,Et
HS-(CH,),,OH —» HS-(CH,),"0COCH,
LIP, CCL, CAL 5
ESQUEMA 2.4

En estos resultados, se destaca notablemente la eficiencia demostrada por CAL, que cataliza
la conversion cuantitativa de 2-mercaptoetanol en su O-acetato y en un tiempo de reaccién
muy corto. El agregado al sistema de reaccion de los cosolventes ensayados resulté
desfavorable.

De las cuatro lipasas descriptas, CCL present6 el menor poder catalitico bajo las condiciones
probadas. Para esta lipasa, la temperatura, el secado de la enzima y la agitacion magnética
no aportaron beneficios.

Por otra parte, con LIP se observé la mayor actividad hidrolitica de las cuatro enzimas
ensayadas.

TABLA 2.9 - Reaccion de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo en presencia
de LIP2 ( Esquema 2.4)

T (®) Agitacién t (h) %2Db
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 - Reaccion de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo
catalizada por CCL2 ( Esquema 2.4 )

T E/S Agitacion t (h) %2b
25 1,3¢ magnética 48 16,1
144 39,6
45 1,3¢ magnética 48 12,6
120 11,8
25 1,3d magnética 48 23,3
240 50,6
25 0,65d magnética 48 3,2
240 40,0
25 2,64 magnética 48 11,8
120 30,5
25 3,0d 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 cromatografia gaseosa.

¢- La enzima se secé sobre PpOj5 a 4° previamente a la reaccion.
d- Se utiliz6 enzima sin tratamiento previo.
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TABLA 2.11 - Reaccion de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo en presencia
de CAL2 (Esquema2.4)

Solvente log P ASS E/S t (h) %2b
— 15 1,3 1 100,0
— 15 3,8 1 100,0

6 100,0

e 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 -0,33 5 3,9 1 49,2
dioxano -1,10 5 3.9 1 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 Optimas para las otras lipasas, s0lo se detect6 0,1% del derivado
O-acetilado tras siete dias de reacciéon. En el caso de la segunda, luego de cinco dias de

reaccion se formoé el quimioisdémero habitual, pero en un 8,4%.

4. Alcohdlisis de acetato de 2-tioacetoxietilo en presencia de n-butanol y n-octanol
catalizada por lipasas

Como complemento de la acetilacion biocatalizada de 2-mercaptoetanol anteriormente

descripta, se estudio el comportamiento de acetato de 2-tioacetoxietilo, AcS-(CH7)-OAc
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( 3), en reacciones de alcohdlisis biocatalizadas, para lo cual primeramente se procedi6 a la
preparacion de dicho diéster.

En 1946 se publicé la obtencién de 3 mediante reaccién de 2-mercaptoetanol con cloruro de
acetilo en benceno durante una hora a reflujo’. Sin referir el niimero de equivalentes de
cloruro de acido empleados, el autor informé la preparacion del producto deseado con un
rendimiento casi igual al tedrico.

Cuando en nuestro laboratorio se reprodujo la técnica anterior, utilizando 2,5 equivalentes
de cloruro de acetilo, el analisis por cromatografia gaseosa de la mezcla de reaccién luego
de una hora de reflujo indicé la presencia de 3,3% de hidroxialcanotiol sin reaccionar, 65,5%
del diéster buscado y 31,2% de acetato de 2-mercaptoetilo.

Se repiti6 la reaccién aumentando el tiempo de reflujo a cinco horas. En este caso, el
cromatograma gaseoso presentd 98,0% de diéster y 2,0% del O-acetato.

En ambos casos ensayados, las mezclas finales de reaccion presentaban una coloracion
rosada intensa. La purificacién por cromatografia en columna de silicagel condujo a la
obtencién de acetato de 2-tioacetoxietilo ( 3 ) con un 82% de rendimiento como un liquido
incoloro que fue caracterizado espectroscOpicamente.

Se prob6 ademas la acetilaciéon empleando 2,5 equivalentes de anhidrido 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 transesterificacion de acetato de 2-tioacetoxietilo con n-

butanol y con n-octanol catalizadas por lipasas:
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ROH
AcS(CHy),OAc —> HS-(CHy,OAc + HS-(CH,),OH
3 Lpasa 2 1

R= 11'C4I'I9 ’ 'II'C3H17

ESQUEMA 2.5

se obtuvieron resultados que mostraron una fuerte dependencia con el tipo de lipasa
empleada. En ausencia de lipasa no ocurrié reaccién.

Al probar la alcohdlisis en presencia de LIP y de CCL se recuperd, en ambos casos y con
ambos alcoholes, la mezcla de partida aun después de tres dias de reaccion.

Para el caso de PPL, la alcohdlisis se probd con n-octanol. Cuando la reaccion alcanzé el
maximo de conversion (a las cuarenta y ocho horas), se encontré 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 reaccién catalizados por CAL fueron muy reactivos y dieron lugar a
comportamientos de interés, como puede observarse en la Tabla 2.12 y en las Figuras 2.4 y
25.

De los resultados obtenidos pueden extraerse varias conclusiones. Con un equivalente de
alcohol ( Tabla 2.12 ) se observé la conversiéon del diéster al O-acetato para ambos
alcoholes, sin produccién de 2-mercaptoetanol Si bien con el n-octanol la reaccion
transcurri6 cuantitativamente y con mayor rapidez, cualitativamente el comportamiento fue
el mismo en ambos casos.

Empleando dos equivalentes de nucleéfilo, cada alcohol se comporté 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 rapidamente. 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 - Alcobhdlisis de acetato de 2-tioacetoxietilo (3) con un equivalente
de alcohol en presencia de CAL2 ( Esquema2.5)

Alcohol t (h) %10
n-butanol 0,4 71,9
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 relacion diéster/alcohol = 1,6.
b- Determinados por cromatografia gaseosa

cantidades aproximadamente iguales del mismo y de 2-mercaptoetanol.

Con n-butanol ( Figura 2.5 ) se observa, ya desde tiempos de reaccion muy cortos y hasta en
presencia de cantidades apreciables del diéster, al 2-mercaptoetanol ademds de su derivado
O-acetilado ( 2 ). No obstante, a tiempos de reaccion elevados se obtiene una mezcla de O-
acetato y 2-mercaptoetanol de composicion bastante similar a la de la mezcla final de
reaccién con n-octanol

Las reacciones con dos equivalentes de ambos alcoholes presentan otra coincidencia
notable: la curva de 2-mercaptoetanol en funcién del tiempo pasa por un maximo y luego
decrece hasta hacerse aproximadamente constante. Estos datos sugieren que a partir de un

cierto tiempo comienza a producirse la reaccion inversa de la desacetilacion del O-acetato:

AcO-(CH,),CH,
HS+(CH,),-OH . HS-(CH,),"OAc
CAL
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por lo que en las reacciones estudiadas con exceso de ambos alcoholes, en principio ocurre
desacetilacion y luego, acetilacion, hasta llegar a un equilibrio.

Durante todas las reacciones de alcohdlisis de 2-mercaptoetanol y de acetato de 2-
tioacetoxietilo descriptas, nunca fue detectada la presencia de acetato de 2-hidroxitioetilo,
H3COS-(CHp)>-OH. Aunque en 1941 se describié su preparacion a partir de 6xido de
etileno y 4cido tiolacético8, este compuesto es inestable y se reordena a su quimioisémero,
el acetato de 2-mercaptoetilo ( 2 ), tanto en medio basico?>10 y 4cido?, como en medio
neutro mediante calentamiento$.

Al realizar espectros de resonancia magnética nuclear protdnica de filtrados de la mezcla de
reaccion de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo catalizada por PPL ( pagina 49 ),
obtenidos a distintos tiempos, y tiempos muy cortos, nunca se encontraron seiiales
correspondientes a acetato de 2-hidroxitioetilo. Estos resultados implican que aun utilizando
un método suave y directo de analisis de la mezcla (que evita procedimientos separativos,
cuyas condiciones podrian llegar a favorecer la isomerizacién, tales como cromatografia en
columna, cromatografia gaseosa) no se detectd la existencia del derivado S-acetilado. Si
durante el transcurso de las transformaciones biocatalizadas estudiadas dicho compuesto se
formara, su isomerizacién deberia ser tan rapida como para que no fuera posible detectar su
existencia con las condiciones de anilisis empleadas.

Mas recientemente, se informé la preparacion de productos de S-acilacién de 2-
mercaptoetanol a través de la reaccion de dicho hidroxialcanotiol con 4acidos grasos
(palmitico, estedrico) y diciclohexilcarbodiimidall. Cuando en nuestro caso se intent6
reproducir la técnica descripta, pero empleando 4cido acético, se obtuvo un liquido cuyo
espectro de resonancia magnética proténica no present6 ninguna seiial correspondiente al S-
acetato. En efecto, el cromatograma gaseoso de dicho liquido mostré una mezcla de O-
acetato y de diéster.

Para las reacciones de alcohdlisis de acetato de 2-tioacetoxietilo con n-octanol catalizadas

por CAL, cabe preguntarse qué desacetilacion cataliza la lipasa en primer lugar: si la del
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tioacetilo, la del O-acetilo, 0 una combinacién de ambas posibilidades.
Para intentar obtener alguna informacién sobre cudl de las tres posibilidades expuestas es

la que tiene lugar, se decidié llevar a cabo la siguiente secuencia:

13
CH, COOEs 13 Ac,0O
HS(CH),OH ———» ' HS(CHy)yOCOCH, —2—
CAL Py
4
13 EC8H16OH ’ lequiv.
CH,COS+(CH,),0 COCH, L
5 mrhexano
CAL
ESQUEMA 2.6

Segiin el Esquema 2.6, primero se hizo reaccionar 2-mercaptoetanol con acetato de etilo-1-

13C mediante catalisis de CAL, bajo las condiciones expuestas en la Tabla 2.11 (en ausencia

de cosolvente). El O-acetato 4 producido se acetilé con anhidrido acético en piridina para

obtener el diéster 5.

Si en la transesterificacion de § con un equivalente de n-octanol catalizada por CAL la

desacetilacion que ocurre es la del S-acetato, finalizada la reaccién, el compuesto

enriquecido con 13C serd 4. Por su parte, si la lipasa cataliza la desacetilacién del O-

acetato, el S-acetato asi formado se isomerizaria al O-acetato siempre observado, siendo

ahora 6 el compuesto enriquecido en 13C:
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HS"(CH,),0 COCH, + CH,(CH,);OCOCH,

A 4
13 mrhexano
CH;COS{CH,), 0 COCH; + CHy(CH,;yOH ——

CAL B
5
13
l 6
HS(CH;}OCOCH,
2
ESQUEMA 2.7

Experimentalmente, al efectuar la transesterificacion biocatalizada del compuesto §, a los
diez minutos de reacciéon se obtuvo un cromatograma gaseoso que presenté 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 espectrometria de masa, pudo observarse que
en el espectro de masa del O-acetato el pico base correspondia al ion con m/z =44, y que la
relacion 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
relacién de intensidad anteriormente nombrada es igual a 0,09, podria postularse que el
proceso de desacetilacion 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 desacetilacién biocatalizada coincide con el que se esperaria
desde el punto de vista quimico, teniendo en cuenta que un grupo tioéster es mas inestable

que un grupo éster y por lo tanto, mis 14bill2,13,
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1. Acilacién de 2-mercaptoetanol mediante transesterificaciones catalizadas por

lipasas

En el capitulo anterior se describi6 la acetilacién biocatalizada de 2-mercaptoetanol,
observandose que la misma transcurria sistematicamente con un comportamiento
quimioespecifico. Resulta importante entonces poder extender la reaccién de acilacién por
medio de estas transesterificaciones, mis aiin considerando que las referencias existentes en
literatura sobre la preparacion de productos acilados de 2-mercaptoetanol son muy escasas.

Con esta finalidad, se estudi6 la transesterificacion de dicho hidroxialcanotiol con una serie

homéloga de ésteres etilicos:

CH;(CH,),CO,Et

7 b-g
HS-(CH,), OH —_ HS-(CH;)Z'OCO'(CHZ)n'CHg,

lipasa
b: n=1: ¢: n=2; 8§ n=1 11 n=6
d n=4; e: n=6; 9 n=2 12 n=8
f: n=8; g n=10 10 n=4 13 n=10

ESQUEMA 3.1

Todas las reacciones descriptas en el Esquema 3.1 ocurrieron en forma quimioespecifica, ya
que en cada caso el dnico producto encontrado fue el compuesto de O-acilaciéon. Este
comportamiento se observo en presencia de las tres enzimas ensayadas: PPL, LIP y CCL,
bajo todas las condiciones experimentales probadas y hasta a tiempos cortos de reaccién.
Los resultados obtenidos se detalian en las Tablas 3.1 a 3.3, donde los tiempos de reaccion
informados corresponden al mayor grado de conversion observado.
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TABLA 3.1 - Acilacion de 2-mercaptoetanol catalizada por PPL ( Esquema 3.1)

Agente

acilante t(d) Producto % Producto? ObservacionesP
7b 7 8 86,5
Tc 7 9 88,1
7d 7 10 89,9
7 87,3 A/S=5
Te 18 11 40,1 A/S =1,5, diisopropiléter
84.4 A/S=3
86,0
7f 15 12 72,1
Te 22 13 57,4
7 887 Se agregaron al sistema de

reaccion tamices moleculares 4A

a- Determinados por cromatografia gaseosa.

b- Las reacciones se efectuaron a 25°, tanto mediante agitacién magnética como
mecanica (200 rpm), con lipasa previamente secada sobre P2Og5 en vacio a 4°.
Se emplearon relaciones E/S = 1,3 y A/S = 15 salvo cuando se indica lo contrario.

TABLA 3.2 - Acilacién de 2-mercaptoetanol catalizada por LIP2 ( Esquema 3.1.)

Agente
acilante t (h) T(°) Producto % Productob
7b 120 32 8 742
Tc 48 31 9 84,4
5 31 95,9¢
7d 2 32 10 91,9
Te 24 32 11 95,5¢
196 31 72,4
71 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 - Acilacién de 2-mercaptoetanol catalizada por CCL2 ( Esquema 3.1 )

Agente
acilante t(d T Producto % Productob

7b 1 32 8 86,3
7e 2 32 9 95,7¢
2 31 82,0
7d 2 32 10 80,9
7e 8 31 11 64,2
71 1 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. ¢~ A/S=15

Con dodecanoato de etilo ( 7g , Esquema 3.1 ) sélo se verific reaccién con PPL, mientras
que con tetradodecanoato de etilo ( 7h, n = 12 ) no hubo reaccién con ninguna de las
lipasas, si bien con ambos ésteres las reacciones también se probaron a 60° durante diez dias
y empleando una relacion A/S igual a 15. Estos hechos estarian indicando que para el grupo
acilo existe una longitud mixima de cadena a partir de la cual las lipasas dejan de catalizar la

reaccion.

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 mayoria de los ésteres etilicos

probados, LIP fue el catalizador mas eficiente ( Figura 3.1).

Un aspecto en el que se observa un comportamiento diferente segun la lipasa utilizada es en

la velocidad de transesterificacion. En este sentido, LIP y CCL se comportaron mas
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eficientemente que PPL; en la Figura 3.2 la reaccién con butirato de etilo ilustra como los

tiempos de reaccién son mucho menores en presencia de LIP y CCL que de PPL.

También es notable como al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada del agente
acilante CCL aumenta su poder catalitico y opera en menor tiempo de reaccion (Figura 3.3),
aun utilizando una relacion E/S menor que la 6ptima para la transesterificacion con acetato
de etilo ( Tabla 2.1, Capitulo IT ).

Como en la obtencion de acetato de 2-mercaptoetilo mediante catélisis con LIP se encontré
que la reaccion se encontraba favorecida a 55° se decidi6 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 acilacion de 2-mercaptoetanol
catalizada por LIP2 ( Esquema 3.1 )

Agente Producto % Producto O

acilante 32° 50°
7b 8 71,9 80,1
Te 9 81,5 81,7
7d 10 91,0 81,6
Te 11 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
reaccion, y en el caso de los ésteres de mayor longitud de cadena se verifica una disminucién

del rendimiento de la transesterificacidén.
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Con las tres lipasas, la relaciéon A/S mostré tener efecto sobre los rendimientos, pero no
alteré la quimioespecificidad de las reacciones. De todos modos, una relaciéon A/S igual a 5
permiti6 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 relacion de 15 a 5 afectaba negativamente los rendimientos (Capitulo II ).

Para estudiar el efecto de la naturaleza del solvente sobre la actividad enzimatica, se eligi6 la
transesterificacion con hexanoato de etilo en presencia de PPL y se probaron solventes de

diferentes propiedades fisicoquimicas.

TABLA 3.5 - Efecto del solvente sobre la reaccion de 2-mercaptoetanol con
hexanoato de etilo ( 7d ) catalizada por PPL2 ( Esquema 3.1 )

Solvente log P € % 10
2dias 7 dias
--------- ---- - 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 agitacién magnética, con
lipasa previamente secada y empleando relaciones E/S = 1,3 y A/S =5.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.

Se aprecia que luego de siete dias de reaccion, 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 acentiia a los dos dias de reaccidn, 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 reaccion. Segln estos resultados, para el sistema
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compuesto por 2-mercaptoetanol, hexanoato de etilo y PPL el agregado de un solvente
mfluye mas sobre la velocidad de la reaccién que sobre el rendimiento final,

Es importante destacar que la correlacion entre la actividad enzimética y las propiedades de
los solventes que puede establecerse a partir de los resultados a dos dias de reaccién es
exactamente opuesta a la encontrada en numerosas referencias bibliogrificas donde se
describe a los solventes hidrofébicos como particularmente adecuados para estas reacciones
( pagina 20).

De los tres solventes probados, los mejores resultados fueron obtenidos con acetona, el de
mayor polaridad y constante dieléctrica, mientras que el hexano, el mas hidrofobico, origind
una actividad enzimatica pobre. Tampoco el hexano babia resultado adecuado en la
transesterificacion de 2-mercaptoetanol con acetato de etilo ( Tabla 2.2 ). Pareceria entonces
que el efecto del solvente sobre la actividad enzimitica depende fuertemente del sistema en
el que participa (sustrato, agente acilante, lipasa) y tratar de predecir su influencia en funcién
exclusiva de sus propiedades fisicoquimicas no siempre estd de acuerdo con los hechos

experimentales].

Con todos los ésteres ensayados, las tres enzimas generaron los correspondientes 4cidos
carboxilicos. Aun en los casos en los que no hubo transesterificacion (7g, 7h, Esquema 3.1),
se formaron cantidades importantes de acido dodecanoico y 4cido tetradodecanoico,
respectivamente. La mayor actividad hidrolitica fue observada para LIP y la menor, para
CCL. Con PPL se observé una mayor actividad hidrolitica a mayor longitud de cadena del

éster etilico.

Se intent6 también emplear PPL para la transesterificacion 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 relacién

A/S igual a 10 y tras diez dias de reaccion, se recuperé en los tres casos la mezcla micial del
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sustrato y el éster. PPL y LIP tampoco catalizaron la reaccién de 2-mercaptoetanol con
benzoato de etilo, tanto con una relacién A/S igual a 5 como igual a 15.

Salvo para el acetoacetato de etilo, con los restantes ésteres se advirti6 que la lipasa adquiria
progresivamente una coloracién amarillenta. Esta observacion y el hecho de que con este
grupo de ésteres las lipasas tampoco dieron lugar a actividad hidrolitica sugieren que estos

hipotéticos agentes acilantes promueven la inactivacion de las enzimas.

Como acaba de relatarse, las transesterificaciones biocatalizadas estudiadas en nuestro
laboratorio y descriptas por el Esquema 3.1 permiten obtener quimioespecificamente los
correspondientes productos de O-acilacion de 2-mercaptoetanol, moléculas que
estructuralmente son ésteres de 2-mercaptoetilo, HS-(CH»)2-OCOR ( 8-13).

La preparacion de los ésteres de 2-mercaptoetilo figura en la literatura en muy pocas
ocasiones. En el primer trabajo sobre este objetivo2 se informa la obtencién de los
compuestos 8-13 mediante la esterificacion de los correspondientes dcidos carboxilicos con
2-mercaptoetanol y icido p-toluensulfénico como catalizador, en condiciones de destilacion
azeotropica del agua formada. Utilizando este método se preparé6 dodecanoato de 2-
mercaptoetilo ( 13 ) con un rendimiento del 72 %. Posteriormente se publicé un estudio de
estas esterificaciones en el que se investigd con mayor detalle el uso de distintos
catalizadores3. En este caso, los autores encontraron que el empleo de 4cido p-
toluensulfénico conduce a una pérdida del hidroxialcanotiol de hasta un 40%, debido a la
formacién del polimero -(CH2-S),- que aparece junto con los productos deseados. La
utilizacion de numerosas sales de metales de transicion favorece la polimerizacién o no
cataliza la esterificacién; solamente el tricloruro de fésforo recién destilado y afiadido
paulatinamente a la mezcla de reaccién permite obtener, con valor preparativo, pentanoato

de 2-mercaptoetilo y dodecanoato de 2-mercaptoetilo, ambos libres de subproductos.
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La preparacion de propionato de 2-mercaptoetilo ( 8 ) se informé algunos afios después, por
medio de la esterificacion de acido propiénico con 2-mercaptoetanol?, pero estos autores
utilizan acido p-toluensulfénico como catalizador y omiten el rendimiento obtenido.

Frente a estos métodos, la transesterificacion de 2-mercaptoetanol con ésteres etilicos
catalizada por lipasas constituye un procedimiento simple para la obtencion quimioespecifica
de ésteres de 2-mercaptoetilo con rendimientos muy satisfactorios. La reaccion transcurre a
temperatura ambiente, sin necesidad de recurrir a agentes acilantes activados ni solvente
adicional. Las propiedades espectroscopicas de estos compuestos, que en su mayoria no
habian sido descriptas hasta el presente, se detallan en el Capitulo VIII.

Los ésteres de 2-mercaptoetilo ban encontrado dos aplicaciones principales. Se ban
empleado como agentes de transferencia de cadena en la polimerizaciéon radicalaria de
mondmeros vinilicos, donde regulan eficazmente el peso molecular del polimero en
cantidades inferiores al 1% 3,56, Por otra parte, los productos de condensacion de
compuestos organoestinnicos con ésteres de 2-mercaptoetilo presentan excelentes
propiedades para conferir estabilidad térmica a polimeros vinilicos, en particular, al cloruro
de polivinilo2’7’8.

2. Acilacion de otros a,o-hidroxialcanotioles catalizada por lipasas

Las transesterificaciones biocatalizadas anteriormente descriptas tenian como centro a 2-
mercaptoetanol. El estudio de estas reacciones continué luego con otros sustratos

pertenecientes a la misma familia de moléculas:
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CH3(CH2)n'C02Et
7 a-e
HS'(CHz)m'OH —_— HS'(CHz)m'OCO(CHz)nCH:,
lipasa
14 m=3 a: n=0 18 m=3, n=0 22 m=4,n=0
15 m=4 ¢: n=2 19 m=3,n=2 23 m=4, n=4
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
ESQUEMA 3.2

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 -
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 12-mercapto- 1-dodecanol result6 ser insoluble en butirato de etilo. Se intenté entonces
llevar a cabo la reaccién agregando la lipasa sobre la suspension formada. La pasta
resultante se trat6 segun las condiciones experimentales de la Tabla 3.9 y demostré ser un
sistema de reaccion adecuado.

Tal como se evidencidé con 2-mercaptoetanol, se advierte que PPL cataliza estas
transesterificaciones a menor velocidad que las otras enzimas.

Una diferencia en la reactividad de estos o,w-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 transesterificacion. En efecto, 3-mercapto-1-
propanol y 4-mercapto-1-butanol no reaccionaron con decanoato de etilo ni con
dodecanoato de etilo luego de ocho dias a 37° con PPL, LIP y CCL, mientras que con 12-

mercapto-1-dodecanol no hubo reaccién a partir de hexanoato de etilo. En todos estos casos

28 m=12,n=0
29 m=12,n=2



TABLA 3.6 - Acilacién de 3-mercapto-1-propanol (14) catalizada
por lipasas? (Esquema 3.2)
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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

Te 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

Te 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 relaci6n
E/S=1,1 para PPL, LIP y CAL y 3,3 para CCL.
Se utiliz6 una relacion A/S = 15 para acetato de etilo (7a) y 5 para los
restantes acilantes.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.
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TABLA 3.7 - Acilacién de 4-mercapto-1-butanol ( 15 ) catalizada

por lipasas2 ( Esquema 3.2 )
Agente

acilante t (b) Enzima  Producto % Productod

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

Te 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
relaciéon E/S = 0,94 para PPL y LIP y 2,8 para CCL. Se utiliz6 una
relacion A/S = 15 para acetato de etilo ( 7a ) y 5 para los restantes ésteres.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

TABLA 3.8 - Acilacion de 8-mercapto-1-octanol ( 16 ) catalizada por
lipasas? ( Esquema 3.2)

Agente

acilante t (h) Enzima Producto % Productob

Ta 168 PPL 25 94,2

168 LIP 25 93,6

168 CCL 25 90,6

7d 192 PPL 26 94,9

192 LIP 26 99,2

192 CCL 26 95,8

Te 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 (1a) y 5 para los restantes ésteres.
b- Determinados por cromatografia gaseosa.
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TABLA 3.9 - Acilacion de 12-mercapto-1-dodecanol ( 16 ) catalizada
por lipasasd ( Esquema 3.2 )

Agente
acilante t (h) T () Enzima Producto % Productob

7ac 168 30 PPL 28 53,8
168 30 LIP 28 78,9

168 30 CCL 28 91,8

7ed 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 yLIPy 1,4 para CCL.
b- Determinados por cromatografia gaseosa. c- A/S=15 d- A/S=5

las enzimas presentaron actividad hidrolitica sobre los correspondientes ésteres. Pareceria
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 indicarian que la capacidad de las lipasas ensayadas para actuar
sobre un sustrato perteneciente a la familia de los a,w-hidroxialcanotioles estudiados se
limita a partir de una cierta longitud de cadena hidrocarbonada.

Por lo demids, 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 varia el

agente acilante, o cuando se fija el acilante y se varia el hidroxialcanotiol

De los productos de las transesterificaciones que figuran en el Esquema 3.2 la bibliografia
registra solamente la existencia y preparacion 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 obtencion de diez compuestos cuya
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existencia no ha sido descripta en literatura. Estas moléculas, que son homélogas de los
ésteres de 2-mercaptoetilo, también podrian resultar adecuadas como aditivos de polimeros,
tanto para su preparacién como para su conservacion. Por otra parte, se ha informado que
tioles naturales y sintéticos de diversas estructuras ejercen proteccion sobre los efectos
causados por la radiacién y sobre el DNA%:10 y sobre los daiios provocados por la radiacion
solar sobre la piel humana, hecho que ha llevado a emplear compuestos con un grupo
sulfhidrilo libre en preparaciones cosméticas! 1. También se ha descripto el uso de tioles en
la radioterapia del cancerl2 y para prevenir procesos de carcinogénesis}3.

La produccion de 18 y de 22 mediante catdlisis enzimatica también mejora las preparaciones
previas que se encuentran en bibliografia. El acetato de 3-mercaptopropilo ( 18 ) fue
preparado por Harding y Owen!4 mediante la siguiente secuencia que llevaron a cabo con
un rendimiento total del 44%:

2~ OH Ac_SH» OH > r\/OAc
ascaridol SAc 100° SH

18

Estos mismos autores obtuvieron acetato de 4-mercaptobutilo ( 22 ) con un rendimiento de

s6lo 24%, a través de esta serie de reacciones:

CH,COBr ___OAc  AcSH OAc  NaOH

@ . il PN -
Br SAc
Ac,O
PPN /7 e~ OAS
SH (0,94 moles) SH

22
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En otras dos ocasiones1;16 este compuesto se preparé a través de una reacciéon de

sustitucion nucleofilica:
PPN _>MSH PN
Cl SH
22
M=Na : 51%
M=K 55%

pero el sulfuro del producto deseado, que aparece como subproducto, hace que la reaccién
sea limitada desde el punto de vista sintético (pagina 138).

Esto muestra que, como ya se indico, las preparaciones de 18 y 22 por el procedimiento aqui
presentado resultaron altamente eficientes y simples comparadas con las descriptas en
bibliografia.

3. Discusién del comportamiento quimioespecifico de las acilaciones biocatalizadas de

a,0-hidroxialcanotioles

Algunos ensayos permitieron comprobar que la naturaleza del grupo hidroxilo (primario o
secundario) y del grupo tiol en la molécula del sustrato afecta drasticamente la actividad
enzimatica.

Cuando dlI-1-mercapto-2-propanol, un isomero de posiciéon de 3-mercapto-1-propanol, se
hizo reaccionar con acetato de etilo en presencia de las cuatro lipasas, solo se observo

reaccion con LIP:
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OH AcOEt Ohe
_SH . A_SH
LIP ,
30°, 200 rpm 0

Nuevamente, la transesterificacién ocurri6 de modo quimioespecifico, ya que se formé
exclusivamente el acetato de 1-mercapto-2-propilo ( 30 ), pero con un rendimiento que sélo
alcanz6 al 13% luego de siete dias de reaccion. El hecho de que 30 purificado no haya
presentado actividad 6ptica excluye la posibilidad de un comportamiento enantioselectivo de
LIP. Al probar la transesterificaciéon con hexanoato de etilo durante un periodo de tiempo
similar, no se verificO reaccién. Por otra parte, dl-3-mercapto-2-butanol, isémero de
posicion de 4-mercapto-1-butanol en el que ambos grupos funcionales son secundarios, no
reacciond con ninguna de las cuatro enzimas ain luego de quince dias de reacciéon. Estos
resultados pueden explicarse considerando que en general, los alcoholes secundarios suelen
ser sustratos mas pobres que los primarios frente a transformaciones biocatalizadas (pagina
30).

Es notable que todas las acilaciones biocatalizadas de los hidroxialcanotioles hasta aqui
estudiados hayan transcurrido con la quimioespecificidad encontrada. Independientemente
del carécter primario o secundario del grupo hidroxilo, cuando la reaccién se produce lo
hace quimioespecificamente. Cabe aqui preguntarse si las migraciones de grupos acilo desde
el 4omo de azufre hacia el de oxigeno, que originan ésteres, mais estables
termodiniAmicamente que los tioésteres isOmeros, contribuyen a la formacién de los
productos de reaccién observados en todos los casos.

Para los a,w-hidroxialcanotioles con m = 4, 8 y 12 seria posible conjeturar que el
comportamiento observado se debe a la esterificacién directa del hidroxilo y no a un proceso
de isomerizacion de tioésteres eventualmente formados en una primera etapa. Se sabe que
para los tioésteres CH3COS(CH2)mOH la transferencia del acetilo desde el 4tomo de azufre
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hacia el de oxigeno ocurre solamente cuando m = 2 6 3, ya que valores mayores de m
implican la formacion de un anillo de mas de seis miembros durante la migracién, por lo que

la isomerizacién no se encuentra favorecidal7:

(CH))~. (CH)\
CH—c—s8" OH base / H2)f0
3 e — S\C
O HO~ CH,
m=2¢3 l

HS—(CHz)m— o— fl:_CH3

O

Podria pensarse entonces que si las lipasas catalizan la esterificacion directa del hidroxilo
para m =4, 8 y 12, lo mismo ocurriria en el caso d¢ m = 2 y 3, sin que los productos
encontrados provinieran de una isomerizacion. Esta hipotesis 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 ditioles de partida. Esto sugeriria que el grupo tiol en esta clase de
compuestos no reacciona en las transformaciones estudiadas. Ademas, si la acetilacion se
produjera inicialmente en el atomo de azufre y posteriormente existiese una migracion, es

dificil explicar la reactividad casi nula de d/-1-mercapto-2-propanol.

En la acilacion de aminoalcoholes catalizada por lipasas se han encontrado algunos
resultados utiles para analizar. Gotor y colaboradores describieron la reaccién de di-2-

amino-1-butanol con acetato de etilo en presencia de PPL18, con el resultado que se indica:
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AcOEt :
\)\/OH . ~A~-OH \)\/OAc
PPL
25, 20h 1 1

Aun cuando en esta reaccion la longitud del aminoalcohol y la posicion adyacente de ambos
grupos funcionales permiten un fenémeno de migracion no enzimitica del acetilo situado
sobre el atomo de oxigeno al de niuégen019’20 , la formacién del producto diacetilado
muestra que ambos grupos funcionales se hallan disponibles en el medio de reaccién. En las
transesterificaciones biocatalizadas de hidroxialcanotioles no se detectaron productos de
diacilacion, aunque siempre se trabajé con un gran exceso de agente acilante. Esto esta en
concordancia con la reaccién de desacetilacion de acetato de 2-tioacetoxietilo ensayada en el
Capitulo II, donde se probé que el tioacetilo se elimina totalmente. A lo largo de las
acilaciones biocatalizadas investigadas en este trabajo, tampoco se detectaron disulfuros,
productos de oxidacién que aparecen a menudo durante la operacién con tioles (pag. 140).
Klibanov y colaboradores probaron la butirilacion de 6-amino-1-hexanol, un sustrato cuya
longitud de cadena no bhace posible eventuales migraciones, mediante transesterificaciones
catalizadas por PPL y por lipasas de Aspergillus niger y Pseudomonas 5p19. Si bien estos
autores informaron la obtencién quimioselectiva del éster, observaron la presencia de la
amida aun a tiempos cortos de reacciéon. El resultado es exactamente opuesto al que se
verifica cuando la acilacién se lleva a cabo con cloruro de butirilo, y también fue hallado con
trans-4-amino- 1-ciclohexanol y otros aminoalcoholes de menor peso molecularl?. Estos
hechos experimentales revisten importancia porque ponen de manifiesto que la
quimioselectividad conferida a una reaccién por la catilisis enzimatica no necesariamente

concuerda con la que puede predecirse por métodos quimicos 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 fendmenos de isomerizacion.

En sintesis, la quimioespecificidad sistematica encontrada en toda la serie de los o,0-
hidroxialcanotioles probados, la falta de reactividad de los ditioles ensayados, la escasa
reactividad de 1-mercapto-2-propanol y la ausencia de productos de diacilacion y de
disulfuros en todas las reacciones efectuadas pueden apoyar la hipétesis de que el grupo tiol
de los hidroxialcanotioles investigados no se encontraria libre para reaccionar en el medio de
reaccion enzimitico. Consecuentemente, este hecho explicaria el curso quimioespecifico

observado durante las transesterificaciones de estos sustratos catalizadas por lipasas.
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1. Acilacién de 3-mercapto-1,2-propanodiol catalizada por lipasas

Los resultados hasta aqui presentados muestran principalmente el comportamiento de varios
hidroxialcanotioles bifuncionales en transesterificaciones catalizadas por lipasas!-3. Con el
objetivo de continuar el estudio de estas reacciones de acilacion se ensayaron otros
mercaptoalcoholes de mayor complejidad funcional.

Existen pocas referencias bibliograficas que describan la preparacion o existencia de
productos de monoacilacion de 3-mercapto-1,2-propanodiol ( 31 ), conocido cominmente
como 1-tioglicerol. En tres ocasiones#-6 se informo la esterificacién selectiva del grupo tiol
de esta molécula, pero la literatura no registra la preparacién de productos de 1-O-acilacién
de dicho compuesto.

En 1942 se detecté la presencia de 1-O-acetil-3-mercapto-1,2-propanodiol ( 32 ) en la
mezcla de productos obtenida al calentar glicidol (2,3-epoxi-1-propanol) con éacido
tiolacético4. Con excepcion de este trabajo, y a nuestro mejor saber, no se encuentran en
literatura otras referencias de la existencia de derivados 1-O-acilados de 3-mercapto-1,2-
propanodiol. Por lo tanto, la posibilidad que reacciones de transesterificacion catalizadas por
lipasas sobre dicha molécula transcurriesen siguiendo el curso selectivo encontrado con los
hidroxialcanotioles bifuncionales previamente estudiados ( Capitulos IT y III ) podria ofrecer
un método de preparacion en un solo paso de una familia de compuestos no descriptos hasta
el presente.

De este modo, se eligi6 a 1-tioglicerol como sustrato de las transesterificaciones que se

indican a continuacion:
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CH3(CH2)nC02Et
. 7 a-h
1-Tioghcerol _ Productos
Lipasa
a: n=0 b: n=1 ¢: n=2

d: n=4 f: n=8 g:n=10

ESQUEMA 4.1

El sustrato fue miscible en los agentes acilantes solamente para los casos 7a, 7b y 7¢, pero
con los restantes ésteres se observé que la fase sobrenadante de los correspondientes
sistemas de reaccién, originariamente bifasica, se volvia monofisica con el transcurso del

tiempo.

En la Tabla 4.1 se detallan los resultados obtenidos al estudiar la reacciéon descripta en el
Esquema 4.1 utilizando PPL como catalizador.

Si se excluye la reaccion con acetato de etilo ( 7a ), estos valores muestran que el poder
catalitico de PPL es bastante pobre frente a 1-tioglicerol bajo las condiciones experimentales
ensayadas. Es posible correlacionar estos resultados con la apariencia presentada por los
sistemas de reaccién: mientras que con acetato de etilo se observd una suspension de
aspecto habitual, con los demds ésteres la situacion fue diferente. Alrededor de dos horas
después de comenzada la reaccion, la lipasa comenzaba a aglutinarse y progresivamente, los
sistemas de reaccidn pasaban de una suspension a un sistema bifisico formado por una fase
liquida relativamente limpida y por la lipasa, fuertemente aglutinada y de consistencia muy
dura, que dificultaba su disgregacién. Considerando que con todos los otros sustratos
ensayados, entre ellos 3-mercapto-1-propanol ( 14 ), anilogo de 1-tioglicerol, PPL nunca
present0 este aspecto, cabe pensar que 1-tioglicerol pudo haber afectado la actividad de la

enzima.
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TABLA 4.1 - Reaccion de 1-tioglicerol con diversos ésteres etilicos catalizada
por PPL2 ( Esquema 4.1)

CH,(CH,), CO,Et
OH 7 a-h OCO(CH,), CH,
EOH — OH
SH PPL SH

32 n=0 35 n=4 38 n=12
33 n=1 36 n=8
34 n=2 37 n=10

Agente T(®) t(th) Producto % Productob

acilante
7a 25 360 32 80,2
b 28 360 33 7,3¢
Tc 30 360 34 6,2
7d 28 960 35 6,0
7f 28 360 36 0,0
Tg 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 cromatografia gaseosa.

¢~ Se detecté ademas el isomero 2-O-acilado, asignado por
cromatografia gaseosa / espectrometria de masa.

Cuando se agité a 180 rpm 1-tioglicerol con benzoato de etilo en presencia de PPL a 30°,

se recuper6 la mezcla inicial luego de siete dias de reaccion. La ausencia de 4cido benzoico,

hecho que muestra que tampoco hubo actividad hidrolitica, y la coloracién amarillenta de la

lipasa sugieren la inactivacion de la enzima, tal como se habia encontrado con 2-

mercaptoetanol. Pareceria que PPL no presenta afinidad por moléculas aromaticas, 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 al ensayar el empleo de LIP.

TABLA 4.2 - Reaccion de 1-tioglicerol con diversos ésteres etilicos catalizada

por LIP3
CH,(CH,), CO,Et
OH 7 a-h OCO(CH,), CH, OCO(CH,),CH,
EOH L_IP> OH + OCO(CH,)nCH,
SH SH SH
a: n=0 f: n=8 32 n=0 36 n=8 40 n=1
b: n=1 n=10 33 n=1 37 n=10 42 n=4
c:n=2 h:n=12 34 n=2 38 n=12
d: n=4 35 n=4
Agente T t (h) % Producto Relacién producto 1-O-
acilante 1-O-aciladob acilado/subproducto®
7a 25 216 74,0 —
7b 28 24 65,5 24:1
Tc 30 1 66,7 —_—
48 68,2 —
7d 28 1 56,7 —
48 70,5 99:1
71 28 1 95,1 -—
48 95,6 —
Tg 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 determiné por
cromatografia gaseosa / espectrometria de masa.  d- Se empled agitacion magnética.
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Puede apreciarse que a tiempos cortos, la reaccion transcurre quimio y
regioespecificamente, formindose los productos 1-O-acilados. Con el tiempo se observa,
empleando ciertos agentes acilantes, la aparicion de pequeiias 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 regioespecifico a uno regioselectivo.

Para el caso ensayado a 60°, la temperatura no perjudicé la especificidad pero tampoco
mejord el rendimiento.

En la Tabla 4.3 se detallan los resultados obtenidos con el empleo de CCL como catalizador.
Comparada con LIP, esta lipasa resulté menos efectiva, y en algunos casos demostré poca

selectividad.

La Tabla 4.4 muestra los resultados obtenidos con CAL. Aunque las reacciones ocurrieron
mas velozmente que con las otras enzimas, CAL fue la menos selectiva de las cuatro lipasas
ensayadas. Comparada con LIP, en general CAL no presentd un comportamiento mas
selectivo a tiempos cortos de reaccion.

Es interesante destacar que en la reaccién con acetato de etilo catalizada por esta ultima
enzima, los mejores resultados se obtuvieron utilizando a temperatura ambiente una relaciéon

enzima/sustrato menor que la habitual. A 70° la reaccion perdié 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 conversién
del sustrato, siendo LIP la que dio lugar a la mayor selectividad. Si bien la actividad de una
lipasa en medio orgénico puede ser muy diferente a la que exhibe en medio acuoso, LIP ha
sido descripta como especifica para la hidrolisis en las posiciones 1- y 3- de derivados
acilados de glicerolssg, mientras que CCL y CAL no presentan una especificidad
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TABLA 4.3 - Reacciones de 1-tioglicerol con diversos ésteres etilicos

catalizadas por CCL2
CH,(CH,), CO,Et

OH 7ab  —OCO(CH) CH, OH OCO(CH,),,CH,
EOH W OH + EOCO(CHZ),,CH, + [ —OCO(CH,)nCH;
SH SH SH SH

a: n=0 f: n=8 32 n=0 36 n=8 4 n=1 40 n=1
b: n=1 g: n=10 33 n=1 37 n=10 45 n=2 41 n=2
c:n=2 h:n=12 34 n=2 38 n=12

d: n=4 35 n=4

Agente T (°) t (h) % Producto  Relacién producto 1-O-

acilante 1-O-acilado®  acilado/subproducto(s)
7a 25 720 53,1 —
7b 30 2 13,1 2,6:1¢€
24 18,9 9:25:1d
T¢ 30 1 38,2 19:5:1°¢
7d 28 360 34,4 —
71 28 1 86,8 —
24 88,3 —
Tg 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 5 para los ésteres restantes. En las
reacciones con 7b, 7¢ y 7f se agrego6 hexano para formar un sistema agitable.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

c- Expresa la relacion entre 33 y 44 . La identidad de 44 se determin6
por CG/EM.

d- Expresa la relacion 33 : 44 : 40 . La identidad de 40 se determiné
por CG/EM.

e- Expresa la relacion 34 : 45 : 41 . La identidad de 45 y 41 se determiné
por CG/EM.
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TABLA 4.4 - Reacciones de 1-tioglicerol con diversos ésteres etilicos
catalizada por CAL2
CH,(CH,), COEt

OH 7ah OCO(CH,), CH, OH OCO(CH,), CH,
EOH CAL® OH + EOCO(CH;)DCHs + —OCO(CH,),CH,

SH SH SH SH
a:n=0 f: n=8 32 n=0 36 n=8 43 n=0 39 n=0
b: n=1 g: n=10 33 n=1 37 n=10 44 n=1 40 n=1
¢ 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

% Producto  Relacion producto 1-O-

Agente T () E/S t (h)

acilante 1-O-aciladob acilado/subproducto(s)
7a 27 0,93 1 82,0 —
192 82,0 9:1¢
70d 0,93 0,5 78,3 36:1¢
4 52,6 24:1:12¢
27 2,8 4 58,9 99:1¢
24 70,3 g:1¢
Tb 30 2,8 2 56,2 66:15:1F
24 47,8 35:1:1f
Te 30 2,8 3 46,3 33:1:18
7d 28 2,8 4 61,1 57:1:1h
71 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, emplcando una relacién A/S = 15
para 7a y 5 para los restantes ésteres. En las reacciones con 7b, 7¢, 7d y 7f se agregd

hexano para formar un sistema agitable.

b- Determinados por cromatografia gaseosa.

c- Expresa la relacion entre 32 y 43 . La identidad de 43 se determin6 por CG/EM.

d- Se empled agitacion magnética. e- Expresa la relacion 32 : 43 : 39 . La identidad de
39 se determin6 por CG/EM. f- Ideme para33:44 :40 . g- Idemepara34:45:41.
h- Idem e para 35 :46 : 42.

105



106  Capitulo IV

posicional marcadal0,11,

En numerosas ocasiones, los datos de las Tablas 4.1 a 4.4 muestran que el aumento del
tiempo de reaccion afecta la regioespecificidad, pero no involucra la quimioespecificidad, tal
como se hallé con los a,@-hidroxialcanotioles estudiados ( Capitulos Il y IT ). A diferencia
de los resultados hallados con dichos compuestos bifuncionales, parece que para el 1-
tioglicerol el tamafio del grupo acilo influye sobre la selectividad, ya que con acilos de
tamaiio intermedio se observaron los resultados menos selectivos. Otra diferencia importante
con los a,w-hidroxialcanotioles la constituye el hecho de que con 1-tioglicerol no se
encontr6 un tamafio limite del grupo acilo a partir del cual deja de haber reaccion.

Si se compara la reactividad en las transesterificaciones catalizadas por lipasas de los tres
sustratos de tres dtomos de carbono investigados en este trabajo3, 1-tioglicerol, 3-mercapto-
1-propanol y 1-mercapto-2-propanol, los tres presentan en comnin la quimioespecificidad
observada en todos los casos. 1-Mercapto-2-propanol, el unico que no posee hidroxilo
primario, fue escasamente reactivo. En general, 3-mercapto-1-propanol dio lugar a mejores
rendimientos de reaccion que 1-tioglicerol. Podria conjeturarse que este ultimo, cuya
estructura, comparada con la de 3-mercapto-1-propanol, contiene ademas un hidroxilo sobre
un carbono quiral, resulta menos favorable que el a,»-hidroxialcanotiol 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-1-propanol no fue esterificado por grupos acilo de tamafio de
cadena mayor que el octanoilo, mientras que 1-tioglicerol admiti0 agentes acilantes de
mayor tamafio de cadena carbonada. Seria factible suponer que la mayor tolerancia del 1-
tioglicerol se debe a que los sustratos naturales de las lipasas son el glicerol, molécula
estructuralmente similar al 1-tioglicerol y los &cidos 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 acilacion parcial del glicerol, los mono y diglicéridos, sufren
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FIGURA 4.1 - Conformaciones de 3-mercapto-1-propanol (izquierda) y 1-tioglicerol
(derecha) obtenidas mediante célculos semiempiricos para la
minimizacion de la energia molecular

con facilidad procesos de isomerizacion que ocurren a través de migraciones de grupos
acilo12,13, Estos procesos se ven favorecidos en presencia de acido, alcali, solventes
polares, temperatura y silicagel®>12,13,

En dichas isomerizaciones los grupos acilo tienden a migrar desde un hidroxilo secundario
hacia uno primario, posicion de menor impedimento estérico y mayor estabilidad
termodinémical3. Los acilos insaturados y de cadena corta migran con mayor facilidad13.
Con respecto a los derivados acilados de 1-tioglicerol, se sabe que el 3-S-acetil-3-mercapto-
1,2-propanodiol ( 47 ) isomeriza ficilmente al producto 1-O-acetilado ( 32 ), mientras que
los tiodiglicéridos de estructura general 48 son estables atin luego de seis meses a 42°, hecho
que indicaria que en las isomerizaciones el acilo situado sobre el atomo de azufre migra

tinicamente si en la molécula existe un hidroxilo primariol4:
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T
E O-C-CH,
OH — > HO{ — EOH
S-C-CH, 5/ \CHa
SH
o
47 32
OCOR!
EOH
SCORZ
48

A diferencia de la estabilidad que presentan en medio acuoso o bifésico, se ha encontrado
que los mono y diglicéridos son bastante estables en un medio de solvente organico con un
contenido de agua menor que el 2%13. No obstante, al estudiar las reacciones descriptas por
el Esquema 4.1 es importante disponer de una técnica de analisis cuyas condiciones no
favorezcan los procesos de isomerizacion.

La técnica de resonancia magnética nuclear de 1H es particularmente util para este
propdsito, ya que los espectros se obtienen mediante el anilisis directo de la muestra a
temperatura ambiente, condiciones que no promueven las migraciones. Ademés, es posible
observar sefiales que indican la presencia de distintos isémeros de monoacilacién14:16, 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 transesterificacion 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 determiné registrando los espectros

de RMN-1H de alicuotas de reaccion, eliminando la lipasa previamente por filtracién.
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4,05 - 4,20
&’ 4,95 - 5,15
CH,-O-CO-CH,R ( CH,OH

(::H'OH > cll:H-o-COCHZR
CH,SH CH,-SH
2,0 R=-H (32)
2,30 - 2,35 R=alquibo (33-38) (43-46)
(l':Hz'OH
CH-OH
(IL‘HZ‘S'CO'CH2R 2,35 R=-H (47)

30-33 \/ U 2,6 R=alqubb

ESQUEMA 4.2 - Desplazamientos quimicos (8) aproximados (en ppm) de hidrégenos
de los tres productos de monoacilacién de 1-tioglicerol en los
espectros de RMN-1H 14,16

Los espectros resultantes mostraron, en todos los casos, seiiales entre 4,1 y 4,3 ppm
aproximadamente, asignables a hidrégenos de los respectivos productos de 1-O-acilacién

( Esquema 4.2 ), sin que se observaran sefiales correspondientes a los otros dos isémeros.
En cambio, cuando se analiz6 1a reaccion con acetato de etilo a 70° en presencia de CAL, las
sefiales del espectro indicaron una mezcla de productos formada por 1-O-acetil-3-mercapto-
1,2-propanodiol ( 32 ), 2-O-acetil-3-mercapto-1,2-propanodiol ( 43 ) y 1,2-di-O-acetil-3-
mercapto-1,2-propanodiol ( 39 ) ( Figura 4.2).

Anteriormente se ha mencionado que los compuestos de formula general 48 presentan buena
estabilidad a temperatura ambiente. Por lo tanto, la formacién de los compuestos 1,2-di-O-

acilados ( 39 - 42 ) podria explicarse suponiendo que la lipasa cataliza la acilacion directa del
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FIGURA 4.2 - Aspecto del espectro de RMN-1H a 200 MHz entre 3,00 y 5,50 ppmde
una alicuota a 4 horas de la reacciéon de 1-tioglicerol con acetato de etilo a
70° catalizada por CAL ( solvente : CDCl3)
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hidroxilo secundario de los productos 1-O-acilados y no la acilacion del grupo tiol. En este
ultimo caso se formarian los compuestos de formula general 48 , que no fueron encontrados.
Debido a que la eventual posterior migracién del acilo desde el 4tomo 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 indicaria que en el medio de
reaccion enzimatico, el grupo tiol no se encuentra disponible para su acilacion, tal como se
discuti6 con la serie de los a,o-hidroxialcanotioles estudiados ( Capitulo IIT ).

Debido a que los compuestos 2-O-acilados ( 43 - 46 ) no fueron encontrados luego de
purificar las mezclas de reaccién mediante cromatografia en columna, cabria suponer dos
posibilidades: si se formaron durante el transcurso de las transesterificaciones, se
isomerizaron al compuesto 1-O-acilado durante la cromatografia en columna; en caso de no
haberse formado a lo largo de las reacciones, se habrian originado en el cromatégrafo
gaseoso. En algunos casos, con el empleo de dimetilpolisiloxano como fase fija de las
cromatografias gaseosas (DB-5) se observé la formacion de los 2-O-acilésteres e inclusive,

de los 1-S-acil derivados, que nunca se aislaron al purificar las mezclas de reaccion.

En sintesis, las transesterificaciones biocatalizadas de 3-mercapto-1,2-propanodiol que se
acaban de describir permiten obtener selectivamente los mono-1-O-acil ésteres de dicha
molécula, cuya existencia no habia sido descripta hasta el presente. LIP resulta ser la enzima
mas conveniente desde el punto de vista preparativo.

Se ha descripto que el derivado de 1-tioglicerol sustituido con tres grupos oleilos es un
analogo de grasas de bajas calorias17. Los mono-1-O-acilésteres preparados en el presente
trabajo pueden servir para la preparacion de anilogos de azufre de triglicéridos con tres
sustituyentes distintos, compuestos que también podrian ser ensayados como anilogos de

grasas:
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Por otra parte, los derivados 1-O-acilados de 3-mercapto-1,2-propanodiol constituyen
analogos de azufre de monoglicéridos, sustancias ampliamente utilizadas para formar y
estabilizar emulsiones!8.

Finalmente, se estudi6 la transesterificacion del producto de peracetilacion de 1-tioglicerol

( 49 ) con exceso de n-octanol:

OCOCH,  CH,(CH,),0H

OCOCH, W Productos
SCOCH,
49
ESQUEMA 4.3

cuyos resultados se describen en la Tabla 4.5.

Sin entrar a considerar la contribucién de procesos de isomerizacion que pudiesen ocurrir
bajo las condiciones del analisis, estos datos muestran que cada lipasa se comport6 de un
modo muy diferente, como en €l caso de la alcohdlisis del acetato de 2-tioacetoxietilo ( 3,
Capitulo I ). PPL y LIP, que se habian mostrado inactivas frente a este ultimo sustrato,
catalizaron la alcoholisis en esta ocasion.

Esto concuerda con resultados descriptos en bibliografia: se ha visto que la naturaleza de los
productos de desacetilacion biocatalizada dependen fuertemente de la lipasa empleada.
Algunos ejemplos son las alcoholisis del octaacetato de la sacarosal® o de acetatos

esteroidales290.
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TABLA 4.5 - Alcoholisis de 49 con n-octanol catalizada por lipasas®

( Esquema 4.3 )
OAc  poctanol OAc OAc OH OH
EOAc L——> EOH + EOH + EOAc + EOH
SAc pasa 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 empled una relacion alcohol/éster = 7,5 y una E/S = 0,43.

b- Se indica la composicién de las mezclas de reaccion luego de 2
boras de iniciada la alcohdlisis. Los porcentajes se determinaron
por cromatografia gaseosa y la naturaleza de los productos por
cromatografia gaseosa/espectrometria de masa.

2. Discusién del comportamiento de dioles en reacciones de acilacién catalizadas por
lipasas

Las acilaciones catalizadas por PPL y LIP en medio organico de numerosos 1,n-dioles21-24,
moléculas que poseen un hidroxilo primario y otro secundario, entre los que se encuentran el
antibidtico cloranfenicol ( 51 , Tabla 4.6 ), conducen regioselectivamente a los €steres en el
hidroxilo primario. En la mayoria de las ocasiones se formaron pequeflas cantidades de

diésteres, pero no se obtuvieron los productos de monoacilacién 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 ademas se verifica en
presencia de lipasas de diverso origen.

Los a,o-dioles y de modo general, los dioles y polioles que poseen dos hidroxilos primarios
en la molécula, poseen un comportamiento menos sistemitico que los 1,n-dioles. De las
acilaciones descriptas para estos compuestos, algunas son regioespecificas, 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 a,o-dioles en este tipo de reacciones es la preparacion de poliésteres mediante
policondensaciones catalizadas por lipasas28,29, Estos resultados contrastan notablemente
con el comportamiento de los a,w-hidroxialcanotioles descripto en capitulos anteriores.
Existen en literatura algunos trabajos referidos a la acilacién biocatalizada de glicerol en
medio organico, un poliol con dos hidroxilos primarios que es estructuralmente anilogo al
1-tioglicerol. Por reaccion de glicerol con 4cido oleico (18:1 n-9) y con acido
eicosapentaenoico (20:5 n-3) Akoh et ai30 prepararon regioespecificamente los respectivos
1-mono-O-acilésteres, pero recientemente se describio la siguiente transesterificacion

catalizada por CAL31, que no transcurre selectivamente:

OH RCO,Et OCOR OCOR
EOH — OH + EOH
on  CAL37 OH OCOR

decalina
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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 justificaria que los poderes rotatorios especificos de
los 1-mono-O-acil derivados de 1-tioglicerol aislados hayan sido en todos los casos
inferiores a 0,1 en valor absoluto. El 1-tioglicerol sin reaccionar aisiado de cada mezcla de
reaccion tampoco originé valores de poder rotatorio especifico apreciables. Por lo tanto,
las transesterificaciones de 1-tioglicerol estudiadas no transcurrieron estereo-
selectivamente.

Estudiando la acilacién biocatalizada de 1,2-dioles racémicos, Theil et al 23 también
encontraron que la acilacién regioselectiva en el hidroxilo primario ocurria sin
enantioselectividad, pero hallaron que la acilaciéon susbsiguiente del producto de
monoacilacién, para dar los subproductos de diacilacién, transcurria con alta
enantioselectividad. En nuestro caso, cuando se aislé 1,2-di-O-propionil-3-mercapto-1,2-
propanodiol ( 40 ) se midi6 un [a]p = +0,8. Este valor podria llegar a interpretarse como
un indicio de enantioselectividad no nula considerando que los poderes rotatorios

especificos de diglicéridos quirales no suelen tener valores altos9.
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1. Acilacién biocatalizada de ditiotreitol y de ditioeritritol

El ditiotreitol ( DTT ; treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol ; 52 ) y el ditioeritritol ( DTE ;
eritro-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol ; 53 ):

OH OH OH OH
HS SH HS SH

52 (dl) 53

son moléculas diasteroisomeras que por su bajo potencial de 6xido-reduccion permiten
reducir cuantitativamente disulfuros a tioles!. Ademas, poseen poca tendencia a oxidarse
directamente por accion del aire. Por estas propiedades, ambos ditiotetritoles son empleados
cominmente en bioquimica para evitar la oxidacién de grupos tioles presentes en enzimas! o
para reducir enlaces disulfuro de cistinas en proteinas2,3.

Hasta el presente, la bibliografia no registra la existencia de productos de monoacilacién de
estos hidroxialcanotioles polifuncionales, hecho que impuls6é a estudiar sus reacciones de
transesterificacion catalizadas por lipasas.

En primer lugar, se estudiaron las reacciones de DTT y de DTE con acetato de etilo en

presencia de varias lipasas:

OH OH OH OCOCH,
HS SH . HS SH
Lipasa
52 (d) 54 (dl)
OH OH QH OCOCH,
CH,CO,Et
> HS H
HS SH Lipasa S
53 55 (dl)

ESQUEMA 5.1
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cuyos resultados se detallan en la Tabla S5.1.

TABLA 5.1 - Reaccionde DTT (52 ) yde DTE ( 53 ) con acetato
de etilo en presencia de lipasas?® ( Esquema 5.1)

Lipasa T () E/S Productos
th)® %54 tmP %55¢

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 51 49,9
a- Las reacciones se llevaron a cabo a 180 rpm y empleando una relacién
b- gésindit:; los tiempos a los que se observé la maxima conversién de
los sustratos.

c- Determinados por cromatografia gaseosa.

Estos resultados muestran que las acetilaciones biocatalizadas descriptas producen
quimioespecificamente los mono-O-acetatos de DTT y de DTE. De este modo, una vez mas
se repite el comportamiento selectivo encontrado con todos los hidroxialcanotioles
previamente ensayados. Los largos tiempos de reaccién requeridos tampoco afectaron el
curso regioespecifico de la acetilacion: como puede apreciarse, no hubo formacién de
productos di-O-acetilados, que habian sido detectados en algunas ocasiones durante las
acilaciones biocatalizadas de 1-tioglicerol ( Capitulo IV ).

Para cada lipasa, DTT generé mayores grados de conversion que DTE. A su vez, el poder

catalitico de las lipasas de Candida frente a ambos ditiotetritoles fue mayor que el de PPL y
LIP.
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Se decidi6 emplear CAL para continuar con el estudio de las transesterificaciones de estos

sustratos con otros agentes acilantes:

on CH;(CH,){COEt
OH C 7d: n=4 OH OCO(CH,)
z 7¢g:n=10 _>x CHanHJ
HS SH —’CAL HS SH
52 (dl) 56 (dl) n=4
57 (dl) n=10
(5.2.a)
CH,(CH,) CO,Et
OH OH 7d: n=4 QH OCO(CH,) CH,
7g: n=10 M :
HS SH CAL’ HS SH
53 58 (dl) n=4
59 (dl) n=10
(5.2.b)
ESQUEMA 5.2

Debido a que DTT y DTE son dos sdlidos que resultan insolubles en ésteres de mayor
tamafio de cadena que el acetato de etilo, las acilaciones de los ditiotetritoles se probaron
con distintos solventes . También se llevaron a cabo las transesterificaciones en ausencia de
solvente, de manera tal que los sistemas de reaccién consistian en suspensiones pastosas del
sustrato y la lipasa en el agente acilante, sometidas a agitacion mecénica.

Las Tablas 5.2 y 5.3 detallan los resultados obtenidos al ensayar las reacciones descriptas en
los Esquemas 5.2.a y 5.2.b, respectivamente.

Tal como se encontr6 en las reacciones de DTT y de DTE con acetato de etilo, las Tablas
5.2 y 5.3 permiten apreciar que estas transesterificaciones también transcurrieron quimio y
regioespecificamente. En efecto, en todos los casos se observé la formacion exclusiva de los

productos mono-O-acilados.
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TABLA 5.2 - Transesterificaciones de DTT ( 52 ) catalizadas por CAL23
(Esquema 5.2.a)

Agente Solvente T(® t(h) Producto % Producto®

acilante
7d — 30 48 56 53,9
55 23 56 60,3
dioxano 30 96 56 33,1
acetonitrilo 30 168 56 50,2
Tg — 33 144 57 53,4
55 48 57 62,5
dioxano 30 168 57 18,1
acetonitrilo 30 168 57 34,9

a- Las reacciones se llevaron a cabo a 200 rpm y empleando una relacién
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 CAL2
(Esquema 5.2.b)

Agente  Solvente T (°) t(h) Producto % Producto®

acilante
7d 55 23 58 36,8¢
dioxano 30 336 58 8,1
acetonitrilo 30 168 58 11,3
Te  — 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 relacién
E/S = 1,95. Salvo indicado lo contrario, se utilizaron relaciones A/S = 5.
b- Determinados por cromatografia gaseosa. c- Se emple6 una A/S = 7.5.
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Es interesante constatar las diferencias entre los resultados originados por los sistemas de
reaccion con solvente comparados con aquellos que no lo contenian. Los bajos resultados
hallados con dioxano y acetonitrilo concuerdan con los descriptos a menudo en bibliografia
al utilizar solventes polares en transformaciones biocatalizadas ( pagina 20 ), si bien ya se
discuti6é anteriormente que cada sistema formado por sustratos, lipasa y solvente presenta
caracteristicas particulares y no siempre los resultados pueden predecirse segin la polaridad
del solvente.

Las mezclas de reaccién formadas por una suspension pastosa del ditiotetritol y la lipasa en
el agente acilante resultaron mais satisfactorias, a pesar de su mayor heterogeneidad.
También en el capitulo III se vio que las transesterificaciones biocatalizadas de 12-mercapto-
1-dodecanol con butirato de etilo fueron satisfactorias aun cuando las mezclas de reaccion
no poseian solvente. Parece entonces que este tipo de sistema de reaccién puede resultar
adecuado; por otra parte, se ha comprobado que numerosas reacciones organicas clasicas

transcurren eficientemente en estado s6lido y en ausencia de solvente?.

Analizando globalmente las reacciones de DTT y de DTE con los tres ésteres probados
(7a,Esquema5.1;7dy7¢g,Esquema 5.2 ), surgen ademas otras conclusiones.

En todos los casos, DTT fue mas reactivo que DTE, comportamiento que indicaria que la
configuracién de 52 es méas favorable 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 3 ( Tabla 5.4 ), de
6-acilmonosacaridos® y de desoxiaziicares’ constituyen ejemplos de diastereoisémeros que
presentan distinta reactividad en acilaciones biocatalizadas.

Dejando aparte las diferencias estereoquimicas entre DTT y DTE, ambos hidroxialcanotioles
tienen en comin el hecho de que no fueron muy reactivos en las biotransformaciones
ensayadas. Una explicacién de esta reactividad limitada reside en que los alcoholes

secundarios son menos reactivos que los primarios en reacciones de acilacion catalizadas por
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TABLA 5.4 - Acetilaciones biocatalizadas de los ciclopentanodioles
diasteroisomeros 60 y 61 ( Referencia$ )

OH OH OAc
AcOCH=CH,
S +
0O Llpasa s o)
OH THF / NEt, OAc OAc
60 60a 60b
Lipasa t (b) % 60a % 60b
Amano PS 2 75 25
Lipozima 72 55 13
CAL (SP 382) 24 82 9
OH
AcOCH=CH,
.—'. 3 +
I‘masa T b
THF / NEt, OAc
61 6la 61b
Lipasa t (h) % 61a % 61b
Amano PS 8 <5 —
Lipozima 8 <5 —_

CAL(SP382) 168 56
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]ipasass'lo, una caracteristica que ya fue comentada anteriormente. La menor reactividad de
los alcoholes secundarios puede explicar por qué ni los tiempos largos de reaccion ni la
temperatura afectaron la regioespecificidad, a diferencia del comportamiento presentado por
1-tioglicerol, sustrato con un hidroxilo primario y otro secundario. Mientras que para el caso
del 1-tioglicerol el aumento de la temperatura disminuyé 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-1-butanol, otro sustrato de cuatro atomos de
carbono ( Capitulo ITI ), se aprecia que el a,o-hidroxialcanotiol, con su hidroxilo primario,
fue mas reactivo que los ditiotetritoles. Pero se recordard que 3-mercapto-2-butanol,
molécula que también posee cuatro atomos de carbono, y en la que el grupo hidroxiio y el
grupo tiol presentan respectivamente el mismo caracter secundario y primario que en DTT y
DTE, tuvo una reactividad nula ( pagina 92 ).

Las diferentes reactividades de DTT, DTE y 3-mercapto-2-butanol, a los que puede sumarse
1-mercapto-2-propanol ( piagina 91 ) sirven para ilustrar que el comportamiento de un
alcohol secundario en transesterificaciones catalizadas por lipasas depende mucho tanto la
estructura 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 sistematico>-7 y

la regioselectividad de sus reacciones contrasta con la de los 1,n-dioles ( Capitulo IV ).

2. Aproximacion al estudio del curso enantioselectivo de las acilaciones biocatalizadas

de ditiotreitol y de ditioeritritol

En la Introduccién ( Capitulo I ) se discutié a través de numerosos ejemplos el potencial de
las enzimas para llevar a cabo transformaciones estereoselectivas que permiten la resolucién

de moléculas quirales y la obtencién de productos con alta pureza quiral y diasteromérica.
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En las paginas anteriores se describié que las transesterificaciones biocatalizadas de DTT y
DTE ( Esquemas 5.1 y 5.2 ) ocurren quimio y regioespecificamente. Independientemente de
dichas propiedades, estas reacciones pueden haber transcurrido enantioselectivamente. Para
DTE, esta eventual enantioselectividad representaria un caso de sintesis quiral, ya que
constituiria la obtencién de una molécula de alta pureza quiral a partir de un compuesto
meso. En el caso de DTT, si las acilaciones fuesen enantioselectivas, se estaria ademas frente
a un método de resolucion de este ditiotetritol.

Por lo tanto, se decidi6 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 composicién porcentual de cada enantiémeroll; por
ejemplo, un compuesto formado por 90 % de un enantidomero y 10 % del otro, presenta un
ee del 80 %. De manera aniloga se define el exceso diasteromérico (ed).

Cuando se conoce el poder rotatorio especifico, [a]p , de un compuesto
enantioméricamente puro (100%), el exceso enantiomérico de una muestra de dicho

compuesto puede calcularse midiendo su rotacion éptica y a través de la siguiente expresion:

[@]D muestra
ee = Férmula 5.1

[a]lp

donde [a]D) muestra indica el poder rotatorio especifico de la muestra del compuesto cuyo
ee se desea conocer.

La reversibilidad de las acilaciones biocatalizadas tiene consecuencias muy importantes
sobre la estereoselectividad de estas reacciones!2. Se han desarrollado expresiones que

vinculan el grado de conversién con la pureza 6ptica de sustrato y producto ( los respectivos
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ee ) para acilaciones biocatalizadas en solvente orgénico llevadas a cabo bajo condiciones
irreversibles!3 y reversibles14. A partir de estas expresiones puede verse que cuando se deja
que las acilaciones lleguen al equilibrio, alcanzindose una situaciéon de reversibilidad,
disminuye el exceso enantiomérico del sustrato y del producto. En cambio, si estas
reacciones estan sujetas a control cinético, es decir, si transcurren irreversiblemente, tal
como sucede con el empleo de agentes acilantes activados ( pagina 32 ), la
estereoselectividad no se perjudical3.

Sin embargo, la reversibilidad de la reaccion afecta la estereoselectividad sélo cuando la
conversion 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 conversion no deben
sobrepasar el 40 %.

La correlacion entre la epantioselectividad y las propiedades fisicoquimicas del solvente
depende del sustrato. Tampoco puede establecerse una correlacion segura entre la
enantioselectividad y la longitud de la cadena carbonada del agente acilantel 7.

Las transesterificaciones catalizadas por CAL descriptas en los Esquemas 5.1 y 5.2 fueron
elegidas para estudiar su curso enantioselectivo. Motiv) esta eleccion la numerosa cantidad
de trabajos existentes en literatura donde se hace mencién de las propiedades altamente
enantioselectivas de la lipasa B de Candida antarctical8 (Novozym 435TM)_ Entre estos
trabajos cabe mencionar a los de Hult y colaboradores!9-21 y a los de Gotor y
colaboradores22-24,

Dado que el DTT es un compuesto para el que se conoce el poder rotatorio especifico
( [a]p ) de sus epantiémeros, Ia enantioselectividad de las transesterificaciones ensayadas se
evalué midiendo la rotacién 6ptica del ditiotetritol que quedaba sin reaccionar cuando se

interrumpieron las reacciones. Este momento fue elegido a grados de conversion adecuados
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y previamente a la medicién 6ptica, la mezcla del producto de acilacién y el DTT se
separaron mediante cromatografia en columna. La Tabla 5.5 presenta los resultados

obtenidos.

TABLA 5.5 - Rotacién 6ptica del sustrato y los productos provenientes de
transesterificaciones de DTT ( 52 ) catalizadas por CAL

CH;(CH){CO,E!
OH OH 7a: n=0 7d:n=4 OH _OCO(CHZ)nCHs
C 7¢g:n=10 :
—
HS SH CAL HS SH
52 (dl) $4 (di) n=0

57 (dl) n=10
56 (dl)yn=4

Agente t(h)3 [a]pDTIT b ee (%) Producto (%)d [alp productob

acilante ©) ©
—ommm - -16+1 100 — —
Ta 3 -29 18+1 54 (31,8) 5,6
7d 1,5 41 262 56 (34,1) 0,5
7g 2 0 0 57 (27,1) <0,1

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 S para
los restantes acilantes.

b- Los poderes rotatorios se midieron con soluciones de concentracion igual a
2 g del compuesto en 100 mL de cloroformo.

c- Calculado segin Férmula 5.1.

d- Los rendimientos se determinaron sobre producto aislado.

Los bajos valores de exceso enantiomérico logrados para el hidroxialcanotiol reflejan que
estas transesterificaciones no resultaron itiles para la resolucion de esta molécula. Es de
esperar entonces que la formacion de los productos de acilacién 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
enantioselectivo fue muy pobre, el signo del [a]p del DTT recuperado en cada caso permite
afirmar que mientras que con acetato de etilo la lipasa fue mais discriminativa hacia un

enantiémero, con hexanoato de etilo seleccion6 més el otro enantiémero.

Para estudiar la enantioselectividad de las transesterificaciones de DTE, se recurrié a otro
procedimiento, porque se partia de un compuesto Opticamente inactivo y tampoco se
disponia de valores de [a]p de los compuestos 55, 58 y 59 ( Esquema 5.1y 5.2.b):

QH OCO(CH,)CH,

HS SH
55 (dl) n=0
58 (dl) n=4
59 (dl) n=10

ya que éstos no han sido descriptos hasta el presente trabajo.

Procediendo de modo anilogo 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 reaccion que no
superaron las tres horas, las respectivas mezclas de reaccién se purificaron por
cromatografia en columna y se midieron los poderes rotatorios de 55, 58 y §9 . El mayor
valor de [a ]p en valor absoluto correspondi6 al compuesto 55, que aislado con un 14,2%
de rendimiento luego de tres horas de reaccién, dio un [a]p = -1,2 , por lo que se decidié

determinar el grado de pureza quiral de este compuesto.
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Para esto, se pensd 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 enantiémeros del acido [a-

metoxi-a-(trifluorometil)}fenilacético:

OCH,

|
O-Le

CO,H

conocido cominmente como é4cido de Mosher. Cuando el alcohol de partida no es
enantioméricamente puro, la reaccion origina dos ésteres diasteroisdmeros que pueden ser
diferenciados por resonancia magnética nuclear23,

En la literatura, la preparacion de ésteres de Mosher aparece con frecuencia como un
método adecuado para la determinacién del exceso enantiomérico de alcoholes provenientes

de transformaciones biocatalizadas26-29, hecho que motivl ensayar la siguiente reaccion:

R—C—Cl
QH OCOCH, g RCOQ OCOCH,  RCOQ OCOCH,
HS SH — S st T m—~ “—sH
ccl,, Py
55 (dl) 62 63
Ph
ESQUEMA 5.3

Luego de veintiin horas a 27°, el anilisis por cromatografia gaseosa de una alicuota de
reaccion revelé la desaparicion de 55 y mostr6 la presencia de dos compuestos que

representaban el 88 % y cuyos tiempos de retencién eran muy cercanos. Estos compuestos,
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analizados por cromatografia gaseosa/espectrometria de masa, originaron dos espectros de
masa casi idénticos, hecho que hizo pensar en su naturaleza diasteroisémera.

Se ha descripto que a 400 MHz se puede lograr una resolucion de 0,02 ppm entre las
seiales de los hidrogenos de los metilos de acetatos diastereoisomeros2’ ; a 500 MHz es
posible alcanzar una resolucién de hasta 0,001 ppm. El espectro de resonancia magnética
nuclear de H1 a 500 MHz del liquido aislado tras finalizar la reaccién presentaba, en la zona
correspondiente a los hidrégenos de los grupos acetilo, dos sefiales muy intensas (singuletes)
a 2,1958 y 2,2047 ppm. Por lo anterior, tanto los resultados hallados por cromatografia
gaseosa como por resonancia magnética nuclear de H! a 500 MHz indican que S5 no es
Opticamente puro. La existencia de un multiplete a 1,38-1,54 ppm y de otro a 2,60-2,86 ppm
indic6 que en los ésteres de Mosher diasteroisdmeros los grupos sulfhidrilo se encuentran
sin esterificar, mientras que se observé un multiplete adicional entre 5,10 y 5,23, zona de los
protones metinicos, ~-CH-. Estos datos permitieron postular las estructuras 62 y 63 para los
productos principales de la reaccion descripta en el Esquema 5.3. En base a la integracion de
62 y 63 en el cromatograma gaseoso, puede calcularse para 55 un ee del 67%.

Comparado con 54 , preparado bajo condiciones anilogas a 55 , este ultimo compuesto
posee mayor pureza quiral ( 67 % frente a 18 % ). Podria pensarse entonces que para la
acetilacion de DTT y de DTE con acetato de etilo en presencia de CAL, la lipasa es algo
mas enantioselectiva frente a la configuracion eritro. No obstante, cabe mencionar que un
valor de ee igual al 67 % sOlo puede interpretarse como un grado de enantioselectividad
pobre.

Hasta el presente, no es factible predecir si una acilacion catalizada por lipasa transcurrird
estereoselectivamente, porque como ya se dijo, la naturaleza del sustrato, del agente acilante
y las condiciones de reaccion afectan complejamente a esta propiedad. Por ejemplo, asi
como para CAL se ha encontrado excelente estereoselectividad, también se han descripto

resultados muy pobres30.
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Preparacién de a,o-hidroxialcanotioles bifuncionales

Durante el desarrollo del presente trabajo se ha investigado el comportamiento de

diversos a,o-hidroxialcanotioles bifuncionales:

HS-(CHy)p,-OH

frente a reacciones de transesterificacion catalizadas por lipasas.

Salvo en el caso de 2-mercaptoetanol ( 1 ), los restantes a,w-hidroxialcanotioles estudiados
no son compuestos asequibles comercialmente, por lo que debié llevarse a cabo su
preparacion.

En literatura se ha descripto la existencia de distintos hidroxialcanotioles, entre los cuales los
mas frecuentes son los 2-hidroxialcanotioles y ciertos analogos azufrados de monosacaridos
en los que un atomo de oxigeno, ya sea acetdlico o no, esta reemplazado por un azufrel.

La bisqueda bibliogrifica de los métodos descriptos hasta el presente para obtener
hidroxialcanotioles revel6 una serie de preparaciones bastante poco satisfactorias desde el

punto de vista preparativo.
La sintesis de los hidroxialcanotioles bifuncionales de férmula 64 :

RRy C—(CHR,)g C—RyR
SH OH
64

donde R, Ry, Ry, R3 y R4 son hidrégeno, restos alquilicos, aliciclicos o arilicos involucra
métodos preparativos diferentes dependiendo de si m es igual o distinto de 0.
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1) 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 obtencion mas
adecuado parte del epéxido correspondiente2. La apertura del anillo oxiranico se ha llevado
a cabo con sulfuro de hidrégeno en medio alcalino3, reaccién que va acompafiada por la
formacién de cantidades significativas del sulfuro correspondiente:

e = - (U0

OH OH

44% 53%

También se ha descripto la apertura del epéxido por reaccién con tiourea ( 6S ) y catalisis
dcida; se forma asi una sal de B-hidroxiisotiouronio intermediaria que por hidrélisis en medio
alcalino conduce al 2-hidroxialcanotiol”:

X S
- S hCOy
/& * X, PhCOH YNHZPCOz
NH
65
lNaOH
OH

A s
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2) m=0

En este caso, los grupos funcionales no estan en carbonos adyacentes y estos compuestos
pueden ser obtenidos por métodos adecuados para la sintesis 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 acidos mercaptocarboxilicos con hidruro de aluminio y litio.
King y Rathore® mencionan la preparacion de 3-mercapto-1-propanol ( 14 ) y de alcohol o-
mercaptobencilico por reduccion de los correspondientes acidos carboxilicos con hidruro de
aluminio y litio, asi como también de alcohol o-(mercaptometil)bencilico por reducciéon de
anhidrido tioftalico con el mismo hidruro. No obstante, en ninguno de estos casos informan
el rendimiento con el que transcurren estas preparaciones, las cuales no habian sido
descriptas hasta ese momento.

Robinson et al7 describen la reduccién de acido tiolactico (acido 2-mercaptopropionico) con
hidruro de aluminio y litio para obtener 2-mercapto-1-propanol con un 39% de rendimiento.
La preparacion de tioles que en la molécula poseen otro grupo funcional ha sido descripta
con mayor frecuencia mediante métodos generales de obtencion de tioles. En este caso, los
compuestos de partida contienen, ademas del otro grupo funcional, uno que es precursor del
tiol.

Los halogenuros de alquilo son reactivos especialmente versatiles para la sintesis de tioles8,
ya que reaccionan con una amplia variedad de compuestos que contienen azufre, para dar
especies intermediarias que posteriormente liberan el tiol En particular, la reacciéon de los
halogenuros de alquilo con tiourea? ( Esquema 6.1 ) produce, a través de una sustitucién
nucleofilica, una sal de S—(hidroxialquil)isotiouronio, que no necesita ser aislada y que en

una reaccion subsiguiente se hidroliza liberando el tiol:
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+
R-X + ?RQH 2 —_— R—&C\/ NHZ x —> RSH
\_/ NH2 NH2

ESQUEMA 6.1

Este método, ampliamente utilizado para preparacion de mercaptanos, es experimentalmente
simple, no da lugar a la formacion de sulfuros y transcurre con rendimientos variados.

La obtencion de tioles a través de la reaccion con tiourea ha sido efectuada partiendo de
numerosos halogenuros de alquilo de diversa naturaleza: saturados10, insaturadosl!, 4cidos
haloa.lquilcarbom’.licosu, halohidrinas, etc. En este ltimo caso los productos obtenidos son
mercaptoalcoholes, y los asi preparados descriptos en bibliografia se obtuvieron con
rendimientos que oscilan entre el 10 y el 60 %13-15,

Si se tiene en cuenta que la formacién de la sal de S-alquilisotiouronio involucra una
sustitucion nucleofilica, el tiempo de reaccién entre el halogenuro y la tiourea varia
considerablemente con el tipo de haldgeno presente en el halurol0. Los bromuros suelen
requerir alrededor de tres o cuatro horaslo,lz,w, mientras que los cloruros reaccionan
entre dieciséis y veinticuatro horas aproﬁmadamente7’14.

El procedimiento mas comin para liberar el tiol es la hidrélisis alcalina de la sal con
hidréxido de sodio’»10,12,14,16_ in embargo, en este medio se ve favorecida la oxidacién
de los tioles a disulfuros por accién del aire debido a que, en presencia de oxigeno, se
producen radicales tioles a partir de los tiolatos formados en el medio basicol7, De hecho,
algunos autores han detectado la formacién de disulfuro durante preparaciones de tioles
llevadas a cabo en medio alcalino, ya sea empleando la reaccién con tioureal8 u otros
métodos!9.

Si en la férmula 64 ( pagina 137 ) todos los grupos R son hidrogenos, las moléculas en
cuestion son a,o-hidroxialcanotioles de cadena lineal no sustituidos, HS-(CH3)y-OH,
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algunos de los cuales se obtuvieron a lo largo de este trabajo y cuyas preparaciones se

discuten a continuacion.

Preparacién de 3-mercapto-1-propanol

Una busqueda en literatura de los métodos existentes hasta el momento para obtener 3-
mercapto-1-propanol ( 14 ) revela una serie de preparaciones que en general transcurren con
rendimientos poco satisfactorios.

La reaccién de 3-cloro-1-propanol20 con sulfuro 4cido de sodio da lugar a la formacion de
3-mercapto-1-propanol con un 17% de rendimiento.

Por reaccion de la misma halohidrina con tiourea en etanol a reflujo, seguida de hidrdlisis
con hidroxido de sodio se obtuvo 3-mercapto-1-propanol con 43% de rendimiento,
acompaiiado de cantidades sustanciales del disulfuro!8.

Empleando la misma reaccion, pero tratando el 3-bromo-1-propanol con tiourea a reflujo y
luego hidrdlisis basica, el rendimiento fue del 28%16,

Se ha descripto la reaccién de alcohol alilico con sulfuro de hidrégeno como método de
preparacién, irradiando con una limpara de mercurio a 25° 21 o con catalizador de cobalto
a presi6n22- En sendas preparaciones se forman el tioéter y el disulfuro, respectivamente.
También se ha informado 1a obtencion mediante reaccién de 3-bromo-1-propanol con
t-C172H»5SNa seguida de reaccioén con acido fosférico 50% a 175° 23,

Partiendo de alcohol alilico se desarroli6 la siguiente preparacion, en la que los autores no

indican rendimiento24 :
~_CH AcSH , OAc NaOH HS __._OH
Bz,0, SAc

14
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Utilizando ascaridol en vez de peréxido de benzoilo, Harding y Owen25 refirieron la
secuencia anterior con un rendimiento global del 29 % .

Robinson et a7 han informado la preparacién de 3-mercapto-1-propanol por reaccion de 3-
cloro-1-propanol con etilxantato de sodio (NaSCO,Et) seguida de reduccién con hidruro de
aluminio y litio del xantato intermediario formado. Se obtuvo el producto con un 35 % de
rendimiento.

Como ya se menciond, King y Rathore6 redujeron 4cido 3-mercaptopropiénico con hidruro
de aluminio y litio, aunque no informaron ni condiciones de reaccién ni rendimiento.

Si bien es posible reducir acidos carboxilicos con hidruro de aluminio y 1itio26:27, esta
reaccion es menos satisfactoria que la reduccion del correspondiente éster o cloruro de acido
y da lugar, en muchos casos, a bajos rendimientos de reaccién. En particular, la reduccion
con hidruro de aluminio y litio del &cido tiolidctico (4cido 2-mercaptopropiénico), un
isomero de posicion del dcido 3-mercaptopropidnico ( 66 ), cuya reduccién se efectué en
nuestro laboratorio ( pagina 143 ), condujo a obtener 2-mercapto-1-propanol con un
rendimiento del 39%.

Msas recientemente28 se ha informado la obtencién de 3-mercapto-1-propanol a través de
sulfoboracion del oxetano con sulfuro de bis (1,5-ciclooctano-diborilo) (sulfuro de 9-BBN)
y posterior reaccion 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 obtencion, a partir de 9-BBN y azufre elemental29, lleva el rendimiento global de la
preparacion al 69%.

El tratamiento de 4cidos carboxilicos con hidruro de bis (2-metoxietoxi) aluminio y sodio
(SMEAH) ha sido descripto como un procedimiento conveniente para la reduccion de estos
compuestos30:31 y permite obtener los alcoholes primarios correspondientes con buenos
rendimientos31.

Debido a esto, inicialmente, en nuestro laboratorio se intenté preparar 3-mercapto-1-

propanol por reduccién del acido 3-mercaptopropionico ( 66 ) en un solo paso.
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Con este fin, se tratdé una solucién de acido 3-mercaptopropionico en tolueno a reflujo con
SMEAH. El anilisis por cromatografia gaseosa y posterior cromatografia gaseosa/
espectrometria de masa del liquido proveniente de la reducciéon mostré una mezcla de acido
sin reaccionar, B-tiopropiolactona y 3-mercapto-1-propanol

También se ensay6 la reduccion del dcido 3-mercaptopropiénico con borohidruro de sodio-
4cido sulfiirico en tetrahidrofurano32 a temperatura ambiente. En este caso la reaccién
ensayada tampoco fue til desde el punto de vista sintético, ya que el cromatograma gaseoso
del liquido aislado de la reaccion mostré acido sin reducir y 3-mercapto-1-propanol en

proporcion minoritaria.

La preparacion de 3-mercapto-1-propanol se efectué entonces segin el siguiente esquema:

EtOH LiAIH,
pTsOH o THF

66 67

14

La obtencién del 3-mercaptopropionato de etilo ( 67 ) se llev6 a cabo por calentamiento del
acido 3-mercapto-propionico con exceso de etanol en presencia de acido p-toluensulfénico,
reproduciendo asi las condiciones experimentales de una técnica reciente33. En esta
referencia los autores describen la preparacion del éster etilico del Aacido 2-
mercaptopropionico, bajo las condiciones mencionadas, con un dudoso rendimiento del
98%, ya que no desplazan del sistema de reaccion el agua formada. En efecto, el 3-
mercaptopropionato de etilo asi preparado en nuestro laboratorio fue obtenido con 45 % de
rendimiento, por lo que se llevé a cabo nuevamente la preparacion en condiciones anilogas,
acompaiiadas de destilacion azeotrépica durante el reflujo. De este modo pudo elevarse el
rendimiento al 77 %, similar al informado en una preparacion de 3-mercaptopropionato de

etilo con condiciones experimentales semejantes a las empleadas en nuestro caso34,
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Por reduccion de 3-mercaptopropionato de etilo con hidruro de alumimio y litio en
tetrahidrofurano a temperatura ambiente se aislo 3-mercapto-1-propanol con 84% de
rendimiento.

De este modo se obtuvo el hidroxialcanotiol deseado con un rendimiento global del 65%.

Preparacién de 4-mercapto-1-butanol

La obtencién de 4-mercapto-1-butanol ( 15 ) estaba descripta en bibliografia, mediante
procedimientos que conducian al producto deseado con muy bajos rendimientos.

Harding y Owen2> prepararon 4-mercapto-1-butanol mediante la siguiente secuencia,
mencionada en la pagina 90 al discutir la preparacion de acetato de 4-mercaptobutilo ( 22 ):

COBr Ac AcSH
o TR ok AL ok NeoH
Br SAc
68 69
SH
15

La reaccién descripta por Cloke y Pilgrim35 entre tetrahidrofurano y bromuro de acetilo
daba lugar a una mezcla de productos cuya composicion no fue estimada y que Harding y
Owen no separaron, utilizando acetato de 4-bromobutilo ( 68 ) impuro para continuar con la
secuencia. Por lo tanto, si bien no es posible precisar el rendimiento global con que
obtuvieron 4-mercapto-1-butanol, basindose en los rendimientos que los autores informan
para el pasaje de 68 a 69 y de 69 a 4-mercapto-1-butanol, puede afirmarse que debi6 ser
bastante menor al 52 %.

A partir de acetato de 4-clorobutilo, Szarvasi3® obtuvo el hidroxialcanotiol con un

rendimiento global del 20%, segin la siguiente secuencia:
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NN OAc _»NaSH Y OAc KOH NN OH

69 15

Cuando el mismo autor intenté obtener 4-mercapto-1-butanol por reaccion de 4-cloro-1-
butanol con sulfuro de sodio en etanol a reflujo, el producto se formé6 con s6lo un 24% de
rendimiento debido a la ciclacion de la halohidrina durante la reaccién.

En el resto de las preparaciones publicadas hasta el presente, la obtencion del
hidroxialcanotiol buscado se logra a través de la reaccion de una molécula precursora con
tiourea y posterior hidrélisis de la sal de S-alquilisotiouronio formada.

Doi et al37 refirieron la obtencién de 4-mercapto-1-butanol a partir de 4-cloro-1-butanol,
basdandose en la técnica descripta para la preparacion de 1,2-etanoditiol via la sal de S-
alquilisotiouronio del l,2-dibromoetano33. 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-1-butanol, se ha informado la preparacion de 4-
mercapto-1-butanol con 43% de rendimiento’, segin las condiciones descriptas por
Goethals et al13.

King et all4 describieron la obtencién de 4-mercapto-butanol con un rendimiento del 65%,
via la sal de S-alquilisotiouronio del acetato de 4-clorobutilo. Este rendimiento es discutible,
ya que los autores citan la reaccion de tetrahidrofurano con cloruro de acetilo para formar el
acetato de 4-clorobutilo35, reaccién que conduce a una mezcla de productos en la que el
cloroacetato en cuestién est4 en un 76%. King et al no consideran este hecho, con lo que en
el mejor de los casos, el rendimiento global de su preparacion de 4-mercapto-1-butanol seria

del 49%.
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Por otra parte, la sulfoboracién de tetrahidrofurano seguida de tratamiento con
acetilacetona28 condujo a la obtencién de 4-mercapto-1-butanol con un 63 % de
rendimiento.

Considerando estos antecedentes, en nuestro laboratorio, 1a preparacion de 4-mercapto-1-

butanol se orient6 hacia la reduccion de la y-tiobutirolactona ( y-TBL , 70 ) con hidruro de

aluminio y litio en tetrahidrofurano:
0]
il>s —»le NN SH
THF HO
70 15

Se probaron distintas condiciones experimentales que se detallan en la Tabla 6.1.

TABLA 6.1 - Reduccién de y-tiobutirolactona con hidruro de aluminio y litio en

tetrahidrofurano
Temperatura Tiempo de reaccion Relacién Productos obtenidos

) {0 LiAlHg4/y-TBL

25 72 5,0 acido 4-mercaptobutirico

65 1,5 7,9 4-mercapto-1-butanol

65 5,5 5,0 4-mercapto-1-butanol

65 1,5 2,0 4-mercapto-1-butanol y
4-hidroxi-1-butildisulfuro

65 5,0 2,5 4-mercapto-1-butanol y

4-hidroxi- 1-butildisulfuro
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Por reaccion a 25° durante tres dias se obtuvo un liquido que al analizarse por cromatografia
gaseosa presento la tiolactona de partida y otro componente minoritario de elevado tiempo
de retencion. Este compuesto pudo ser aislado por cromatografia flash y en base a sus
propiedades espectroscopicas se identificé como 4cido 4-mercaptobutirico.

Cuando la reduccion se llevo 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 espectroscépicas coincidieron con las descriptas para
el 4-mercapto-l-butanol7’14. El hidroxialcanotiol buscado fue obtenido con un 76% de
rendimiento, lo que significé una mejora con respecto a los métodos existentes en literatura
anteriormente discutidos. Ademas, hasta el presente, y a nuestro mejor saber, no ha sido
informada ninguna reduccion de una tiolactona.

La variacion de la relacién hidruro de aluminio y litio / y-tiobutirolactona empleada mostré
tener influencia sobre la reaccion estudiada, hecho que puede observarse en la Tabla 6.1. En
efecto, si 1a relacion hidruro de aluminio y litio / y-tiolactona disminuia a 2,0-2,5 , por
reaccion a reflujo tanto una hora y media como durante cinco horas, se aislaba una mezcla
que analizada por cromatografia gaseosa no indicaba la existencia de y-tiobutirolactona. El
espectro de resonancia magnética nuclear proténica de esta mezcla mostré un triplete
centrado en & = 2,66 ppm, con una J = 7 Hz, sefial debida a los dos hidrégenos adyacentes al
enlace disulfuro, -CH>-S-S- y que resulta de utilidad diagndstica para detectar la presencia
de disulfuro en estas mezclas de reaccion. ( Figura 6.1 ). El analisis por cromatografia
gaseosa/ espectrometria de masa de dicha mezcla present6 una sefial correspondiente al 4-
mercapto-1-butanol y otra en cuyo espectro de masa el ion molecular aparecio a m/z =210,
que fue asignado al 4-hidroxi-1-butildisulfuro (71) :

HO-(CHp)4-S-S-(CHy)4-OH
71
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1

A

2.70 2.60 2.50 2.40
PPM

FIGURA 6.1 - Fragmento del espectro de resonancia magnética nuclear protonica de la
mezcla proveniente de la reduccién de y-tiobutirolactona con hidruro de
aluminio y litio en tetrahidrofurano a reflujo, emplcando una relacion
LiAlH4/y-TBL =2,0-2,5
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Preparacion de 8-mercapto-1-octanol y de 12-mercapto-1-dodecanol

Cuando se emprendi6 la obtencién de los productos indicados, la literatura registraba
solamente un trabajo sobre la obtencion de 8-mercapto-1-octanol ( 16 ) y 12-mercapto-1-
dodecanol ( 17 )13. En dicho trabajo se informaba la preparacién de varios a,o-
hidroxialcanotioles HO-(CH3)p,-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 hidréxido de sodio, a reflujo:

S

| .
AMFH w1 E@JOH R ”caj)H
Br ‘m2 HN S m-2 SH ‘m2

m =6-12, 14, 16

Los autores mencionan que los rendimientos de estas preparaciones fueron bajos, oscilando
entre el 10 y 30%. Ademas, sblo se refieren de modo global a todos los compuestos
formados, no dando ningun tipo de dato particular acerca de los compuestos de nuestro
interés (m=8,12).

En nuestro caso, ambos compuestos fueron obtenidos por reaccion del correspondiente w-
bromo-1-alcohol con tiourea para dar una sal de S-(@-hidroxi-1-alquil) isotiouronio, la cual,
por posterior ruptura en un medio adecuado, gener¢ el tiol

Por tratamiento de 8-bromo-1-octanol primero con tiourea en etanol a reflujo y luego por
calentamiento con hidréxido de sodio acuoso, se obtuvo con 67 % de rendimiento un
liquido puro por cromatografia gaseosa, que desarrollé coloracion intensa con el reactivo de

Ellman y que fue identificado espectroscépicamente como 8-mercapto-1-octanol.
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Cuando se hizo reaccionar 12-bromo-1-dodecanol con tiourea en etanol a reflujo y
posteriormente se hidroliz6 calentando con hidréxido de sodio acuoso, se aislé6 un producto
cuyo cromatograma gaseoso presentd dos sefiales en relacion 1:1 aproximadamente. En el
espectro de resonancia magnética nuclear protnica de esta mezcla se observaron, entre
otras, una sefial entre 2,47 y 2,58 ppm , asignable a los hidrogenos del carbono adyacente al
grupo tiol, -CH9SH , y un triplete centrado en 2,68 ppm ( J = 8 Hz ) debido a los
hidrégenos del carbono unido al enlace disulfuro, -CH2-S-S-. En efecto, el anilisis por
cromatografia gaseosa/espectrometria de masa permitio asignar los dos componentes de la
mezcla al 12-mercapto-1-dodecanol y al 12-hidroxi-1-dodecildisulfuro, HO-(CH7)12-S-S-
(CH2)12-OH (72).

Ya se comentd que si bien el procedimiento mas habitual para la ruptura de las sales de S-
alquil-isotiouronio es la hidrélisis alcalina, es sabido que este medio favorece la oxidacién de
los tioles a disulfuros, especialmente para los mercaptanos de mayor peso molecular?. En
bibliografia existen algunos ejemplos en los que se ha ensayado con mejores resultados otros
procedimientos para la hidrélisis de la sal Se ha descripto que no hubo formacién de
disulfuro cuando se refluj6 la sal en una solucion del alcali desgasificada y en atmédsfera de
nitr6geno3? ; por otra parte, la hidrélisis en bicarbonato de sodio con calentamiento40 o en
etanol a reflujo4! condujo a la obtencién de los tioles sin produccion de disulfuro. Cabe
sefialar que todos estos ejemplos se limitan a muy pocos compuestos que ademis son
bastante especificos estructuralmente.

En este trabajo, y con el objeto de ensayar distintas condiciones de ruptura del bromuro de
S-(12-hidroxi-1-dodecil)isotiouronio tendientes a evitar la formacion 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 hidrélisis con hidréxido de sodio acuoso desgasificado a reflujo en
atmosfera de nitrogeno, el producto resultante presenté disulfuro en proporciéon similar al

tiol
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TABLA 6.2 - Ruptura del bromuro de S-(12-hidroxi-1-dodecil)-isotiouronio

Reactivo Solvente Temperatura (°) Tiempo (h) Productos obtenidos

NaOH etanol-agua 78 3 tiol + disulfuro
NaOH agua? 78 3 tiol + disulfuro
NaHCO3 agua 25 16 no se observo reaccion
NaBH4 metanol 25 18 tiol + disulfuro
Zn acido acético 25 20 tiol

a- Desgasificada y en atmosfera de nitrégeno.

En el caso de usar bicarbonato de sodio para la ruptura, se¢ recuperé 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 reduccion, se decidi6 probar si alguno de los reactivos que reducen el
enlace disulfuro a tiol 42, y que evitarian la oxidacién de este ultimo, son capaces de
escindir la sal en cuestibn. No existe en literatura ninguna ruptura de estos compuestos
llevada a cabo en presencia de un reactivo reductor.

Por reaccion del bromuro de S-(12-hidroxi-1-dodecil)isotiouronio con borohidruro de sodio
en metanol a temperatura ambiente, si bien hubo ruptura de la sal, no pudo evitarse la
formacion de disulfuro. Finalmente, al emplear como reductor cinc en 4cido acético, se logré
obtener 12-mercapto-1-dodecanol libre de disulfuro.

Debido a que ambos bromuros de S-(w-hidroxi-1-alquil)isotiouronio:
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+. -

NH, Br on
HN S m-2

73 m=8§8
74 m=12

no han sido descriptos hasta el momento, los mismos fueron aislados, purificados y
caracterizados espectroscopicamente ( ver Capitulo VIII ).
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Espectrometria de masa de sustratos y productos de acilaciones biocatalizadas
descriptas en este trabajo

Durante el desarrollo de esta investigacion, los sustratos empleados en las
transesterificaciones catalizadas por lipasas y los productos provenientes de las mismas se
caracterizaron mediante sus espectros de masa y de resonancia magnética nuclear delH y de
13C ( ver Parte Experimental, Capitulo VIII ).

Dado que un gran nimero 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 sistematico de sus espectros de
masa, obtenidos mediante ionizacién por impacto electrénico a 70 eV.

Con esta finalidad, las moléculas a analizar pueden agruparse en las siguientes familias:

1) hidroxialcanotioles bifuncionales;

2) ésteres de w-mercaptoalquilo;

3) derivados acilados de 1-tioglicerol;

4) derivados mono-O-acilados de ditiotreitol y de ditioeritritoL

Su comportamiento en espectrometria de masa se discutira a continuacion.
Hidroxialcanotioles bifuncionales

La bibliografia registra espectros de masa de compuestos de esta familial»2, pero sdlo se ha

propuesto un esquema de fragmentacién para el 2-mercaptoetanol3:
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+ - HSC . ' +
CH,=OH 4_2 [ HOCH,CH,SH ] I‘Dﬂ) CH=SH
m/z 31 (50%) MY, m/z 78 (35%) m/z 47 (88%)
l - I-BO
[GHST™

m/z 60 (100 %)

ESQUEMA 7.1 - Esquema de fragmentacién propuesto para el 2-mercaptoetanol
(Referencia 3)

Este espectro ha servido para ilustrar la influencia que poseen distintos grupos funcionales
sobre el esquema de fragmentacién!.3. Es sabido que los heteroatomos dirigen los procesos
de ruptura4 y para el caso de 2-mercaptoetanol, la localizacién de carga puede efectuarse
preferencialmente sobre el 4tomo de azufre, ya que sus electrones sin aparear poseen un
potencial de ionizacién considerablemente mas bajo que los del dtomo de oxigcno5. Esto
significa que el azufre, menos electronegativo que el oxigeno, estabiliza mejor una carga
positiva6, y asi se explica que los iones mds importantes del espectro de masa de 2-
mercaptoetanol surjan de estructuras donde la carga positiva reside sobre el atomo de
azufre. Con respecto al pico base del espectro, m/z = 60, aunque ha sido mencionado en
literatura3,6,7, siempre se lo represent6 como [CoHyS]*- , 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 fragmentacion para los a,o-
hidroxialcanotioles. En estos compuestos se observa que a medida que aumenta el peso
molecular, disminuye la importancia del dtomo de azufre para dirigir los procesos de
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} -(CH) OH )
[CHOT" HS [ ws(o) OHT™ (CH’_)HH_, CH~SH 2, (STt

miz=M* 34 MY m/z 47 m/z 45
;IB'/ . (CHy)_OH

m/z=M* 33

[(CH), SH]" m>x>2, m/z 61,75, 89

[(CH),OHT*

+-
[GHA] m>x>1 \\\ u

m/z 60, 74, 88 m/z 31, 45, 59, 73, 87
x=2 I [(CH); 1Y m/z 43

[ CHLCHCH, ]* m/z 41
ESQUEMA 7.2 - Esquema de fragmentacion propuesto para a,@-hidroxialcanotioles

fragmentacion. Hay varios indicios de este comportamiento. Uno de ellos lo constituye el
ion producido por ruptura a al sulfhidrilo, [CH2SH]* (I, m/z = 47 ), de interés diagnéstico
en tioles primarios, cuya intensidad decrece del compuesto 1 al compuesto 17. Las seiiales
originadas por pérdida de agua a partir del ion molecular, que forman una seriec homéloga a
m/z = 60, 74, 88 ..., que se discutirdA mas adelante, pasan de ser picos base en los
compuestos 1 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
seiiales de mayor importancia correspondieron a un ion de la serie de los alcoholes (m/z=87)
y al catién alilo (m/z = 41). Por lo tanto, en estas moléculas, cuando se fija la naturaleza de
los grupos funcionales y se varia la longitud de la cadena hidrocarbonada, la abundancia de
los iones no puede predecirse en funcién de la habilidad del heterodtomo para localizar una
carga positiva. Esta disminucion de la importancia del dtomo de azufre para dirigir las
rupturas concuerda con lo descripto en bibliografia para tioles monofuncionales de peso
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molecular elevado, compuestos en los que es raro que el pico base o las seiiales de
abundancia alta contengan azufre8.

La pérdida del sulfhidrilo (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 alcoholes8. Ademis, como se apreciara a lo largo de este capitulo, en los espectros de
masa de tioles suele ser significativa la presencia del ion a m/z =45 ( II ), 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 [CHCH,OH]*

(I, Esquema 7.2 ), aunque en los a,c-hidroxialcanotioles 1, 14 y 15, donde se manifiesta
mas la influencia del atomo de azufre en localizar la carga, podria suponerse que II
contribuye mas a la existencia del ion a m/z = 45 que III.

Si ahora se analizan los dos hidroxialcanotioles bifuncionales restantes ( 7S y 76 ), que
poseen en comin 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,o-hidroxialcanotioles dicho ion present6
abundancias inferiores al 30% y que en los espectros de masa de metilcarbimoles secundarios
la ruptura que conduce a [CH3CHOH]* es muy importante10, cabe pensar aqui que esta
altima especie es la que representa mayoritariamente al ion a m/z = 45 en ambos espectros:

H I+ - - H 1T
LSH CESH, [ CH,CHOH |* SHCESH ,j;/

75 m/z 45 (100 %) SH
76

ESQUEMA 7.3 - Esquema propuesto para la formacién de los picos base de los
compuestos 7S y 76
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Segun las rupturas del Esquema 7.3, en 75 y 76 el dtomo de oxigeno posee una influencia
mucho mayor que el de azufre sobre los procesos de fragmentacion. Al comparar los pares
de isdmeros de posicion 14, 75 y 15, 76 , el oxigeno parece tener predominio sobre el azufre

para dirigir las rupturas si forma parte de un hidroxilo secundario, aun cuando la molécula

posea un grupo tiol.
Esteres de o-mercaptoalquilo

Estas moléculas bifuncionales poseen un grupo éster y un sulfhidrilo. La longitud del a,o-

hidroxialcanotiol precursor dio lugar a cinco series de compuestos:
R-COO-(CH3);p-SH m=2,3,4,8,12

de las que se obtuvieron los espectros de masa ( Tablas 7.2 2 7.6 ).

En todas estas series se observaron los iones de la serie [(CH7)SH] (m/z = 47, 61, 75, 89)
con intensidades muy variables. La sefial a m/z= 61 se destacé en los ésteres de 2-
mercaptoetilo, serie dentro de la cual constituy6 una de las sefiales mis importantes de los
espectros. En caso de que este ion proviniera de tioles primarios lineales, se han propuesto

dos estructuras posiblesl!:

S
[CHCHSH]®  y/o /X

En los espectros de masa de tioles, el ion a m/z = 89:

¥
H
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suele presentarse con un valor de abundancia variable:12, siempre menor que la del
fragmento I ( Esquema 7.2 ), pero de cualquier forma atribuible a la estabilidad especial de
un sulfuro ciclico de cinco miembros?. A juzgar por los resultados obtenidos con tioles
primarios, la formacién de un ion sulfuro de seis miembros (m/z 103) est4 menos favorecida
que la correspondiente al fragmento de cinco miembros; asi, en nuestro caso, en los
espectros de los ésteres de 8-mercaptooctilo y 12-mercaptododecilo, el ion a m/z 103 fue
practicamente despreciable.

En el espectro del compuesto 2, el miembro mas sencillo de esta familia, hay dos estructuras
posibles para el ion a m/z = 60, pico base del espectro:

A
—+ A
CH,~CH CH—~C_
SH OH
77 78

Ambas pueden generarse mediante un reordenamiento de Mc Lafferty dirigido por el 4tomo
de oxigeno, que transcurre dando lugar a un 4cido carboxilico y un alqueno. En los
espectros de masa de ésteres, el alqueno suele ser el que retiene la cargal3; en nuestro caso,
ademas, el alqueno formado contiene un dtomo de azufre, hechos que apoyan la suposicién
de que el ion a m/z = 60 esté compuesto principalmente por 77 y no por 78. Mis aun, el
acido acético ( 78 ) es un ion que en general aparece en los espectros de masa de ésteres con
una abundancia muy distante de Ia observada para el ion a m/z = 60 en todos los ésteres de
2-mercaptoetilo]3- Con Ia excepcion de los ésteres de 2-mercaptoetilo, en las demas series
las sefiales debidas a los 4cidos carboxilicos tuvieron intensidades muy bajas.

En el espectro del compuesto 2, también se advierte que hay dos posibles estructuras que
justifican la sefial a m/z=61:
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+
OH
[ CHCHSH]" cm—cf
OH
v
v

Para el compuesto 4 las estructuras anteriores deben aparecer, respectivamente, a m/z = 61
y 62:

+

13 __OH
+
[ CH,CH,SH] CH,—-C\/
OH
v
m/z 61 Vi
m/z 62

y como el ion a m/z = 62 sdlo tiene una abundancia del 7 %, podria suponerse que Ia
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 [CoH4S]™ , pico base
del espectro de 1 ( Tabla 7.1 ). En bibliograﬁa14 se encontrd la descomposicion térmica de
dos ésteres de 2-mercaptoetilo segin ia siguiente transformacion, en Ia que el sulfhidrilo
realiza un ataque nucleofilico intramolecular favorecido por el grupo funcional vecino, que

actia como grupo saliente:

O R
| ahimina \W
—C—OCHCH —_ S + CHCOH
| xileno 250° 32
SH
R=-H 79
R= -H 2
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El tamafio del anillo que se forma es muy importante para este tipo de fendmeno; los mas
favorables son los anillos de tres, cinco o seis miembros, en el orden citadol5:16, La
reaccion anterior coincide formalmente con el reordenamiento de Mc Lafferty y conduce a la
formacién de un episulfuro o tiirano; la estructura 79 es una de las propuestas para el ion a
m/z = 61 ( pagina 160 ). Por otra parte, Harding y Owenl” encontraron el tirano 79
durante la hidrélisis alcalina de 2. Cabria suponer entonces que 79 es otra estructura posible,
junto con 77 ( pagina 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 nimero de carbonos del grupo
acilo y analogamente, esto ocurrié con la sefial a m/z = 74 en los espectros de los ésteres de
3-mercaptopropilo ( pico base en la mayoria 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 sefiales analogas 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 sobrepasé el 10%.

En definitiva, se estd en presencia de tres iones que contienen azufre y cuya abundancia
destacada es relativamente independiente del tamafio de la molécula que los origina. Estos
hechos se pueden justificar postulando estructuras ciclicas para cada uno de los tres iones en

discusion:

v s L

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 sulfuros se caracterizan por ser aliin mdas estables que sus anilogos oxigenados, los
éteresl8. Por eliminacion de los correspondientes a,o-hidroxialcanotioles con
dietoxitrifenilfosforano, Robinson et all9 describieron la obtencién y caracterizacién de los
sulfuros 79, 80 y 81 como moléculas estables. Podria conjeturarse entonces que la estructura
79 es mas probable que 77 ( paginas 167 y 165 ) para describir el ion a m/z = 60 en los
espectros del compuesto 1 y de los ésteres de 2-mercaptoetilo.

Basindose en una sustitucion nucleofilica intramolecular, anteriormente discutida, el
Esquema 7.4 propone una ruta posible para la formacién de los iones a m/z = 60, 74 y 88 en
las series de ésteres de @-mercaptoalquilo, con m = 2, 3 y 4, respectivamente:

+.
0/ ’ o
Su |

I
(@)-C — S(@)-C__ + B
U i, R

: )

-+
A

S=(Apy

2
3
4

283
BBB

ESQUEMA 7.4 - Formacion de los iones 79, 80 y 81 mediante una sustitucion
nucleofilica intramolecular

Considerando que tal como se dijo con anterioridad, las reacciones de sustitucién
nucleofilica intramolecular se hallan mas favorecidas cuando se generan ciclos de tamaiio

pequeiio, 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

Lafferty con posterior ciclacion del o-mercapto-1-alqueno formado, proceso en que la carga

inicial reside sobre un atomo de oxigeno:

o
RN i LN\

CH,~(CH, );-C-0—CH, -CH — G (CH)-C +  CH=CH—(CH)SH

I
(CHZ)1;28H o 1
s7 @
_(CH2)m_1
79 m=2
80 m=3
81 m=4

ESQUEMA 7.5 - Formacion de los iones 79, 80 y 81 mediante un reordenamiento
de Mc Lafferty seguido de ciclacion intramolecular

La literatura registra la ciclacion de 5-mercapto-1-penteno, que ocurre mediante una adicion
intramolecular del tiol al alqueno; esta transformacion, seguin las condiciones, puede seguir
un mecanismo i6nico o radicalario20.

Es significativo el hecho de que en los espectros de tioles primarios monofuncionales las
sefiales a m/z = 60, 74 y 88 no aparezcam, 0 en caso positivo, que lo hagan con una
intensidad muy baja%:12. Esto sugiere que la ciclacién y pérdida de un hidrégeno a partir de
los iones originados por ruptura B,y y 8 al sulfhidrilo:
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[(CHZ)m—SH]+ - cu, 1+

no es un camino importante para la produccion de los iones 79, 80 y 81. En coherencia con
esta conjetura, los ésteres de 8-mercaptooctilo y de 12-mercaptododecilo, para los cuales la
formacion de especies ciclicas 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 comnin a los ésteres de -mercaptoalquilo estudiados, los
fragmentos de la series [CxHox+11", [CxHoxl™ ¥ [CyHox-11, asi como también los iones
acilo [RCO]™ forman parte de las sefiales mas destacadas de los espectros cuando los ésteres
tienen cadenas carbonadas largas (a partir de seis atomos de carbono), tanto en el resto
dcido como en el alcohdlico. El reordenamiento de Mc. Lafferty con transposicion doble de
hidrégeno, que conduce a 4cidos carboxilicos protonados, es otra ruptura destacada en estos
espectros y que se encuentra dirigida por el atomo de oxigeno.

Otra caracteristica observada al variar m es la disminucién de la pérdida del grupo
sulfhidrilo. En las series con m = 2 y m = 3 esta ruptura present intensidades en general
pequeiias, pero practicamente desaparecié cuando aument$ la longitud de la cadena del
hidroxialcanotiol.

El Esquema 7.9 presenta un camino general de fragmentacién de los ésteres de -

mercaptoetilo.
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+ H +
CH=SH —2 5, [CHS]

- RCO2 (CHZ)y
m/z 47 m/z 45
+o
P
CH, (CH,) CO (CH,) SH —> (), SH]" m>x>2
- O(CH) / m/z 61,75, 89
reordenamiento de \CI—I:,(CHz )nCOZH
CH.(CH.) co Mc Lafferty con
33 2n transposicion doble de H —+
e
S—(CH ) m/z 60, 74, 88
-CO +
I(I)H
(CH.).C —OH

H

[CHJ™, [GH, "

ESQUEMA 7.6 - Esquema general de fragmentacién de ésteres de @-mercaptoalquilo

Derivados acilados de 1-tioglicerol

En el Capitulo IV se describi6 que la transesterificacién biocatalizada de este
hidroxialcanotiol condujo mayoritariamente a los productos de acilacion en el hidroxilo
primario. Los espectros de masa de esta familia se encuentran recopilados en la Tabla 7.7.

Una primera observacion que puede hacerse sobre los compuestos de esta serie es que para
ninguno de ellos se detect6 el ion molecular. Esta diferencia con los ésteres de w-alquilo y

con los a,-hidroxialcanotioles puede atribuirse a la presencia de un hidroxilo secundario en
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todos los derivados 1-O-acilados de tioglicerol, que favorece un proceso de deshidratacion.
Efectivamente, los iones de mayor relaciéon m/z de todos los espectros de estas moléculas
correspondieron a la pérdida de dieciocho unidades de masa a partir del ion molecular. Estas
seiiales nunca sobrepasaron una abundancia del 5% y su intensidad fue casi constante a lo
largo de toda Ia familia.

Por ruptura a al sulfhidrilo aparecié el ion [CH)SH]™ a m/z = 47, con abundancias
moderadas y con Ia tendencia a decrecer en importancia al aumentar el tamafio del acilo
observada con los a,o-hidroxialcanotioles y con los ésteres de 2-mercaptoetilo. La sefial a
m/z = 45 también es indicio del grupo tiol.

En esta familia, la ruptura B al sulfhidrilo genera un ion a m/z = 77, pero con la excepcion
del compuesto 32 (57%), en los demas casos fue inferior al 5%. Esto marca una diferencia
con los espectros de masa de 1-O-monoglicéridos, en los que suele darse con mayor
importancia Ia pérdida de -CHyOCOR21.

La ruptura en v s6lo se apreci6é en los compuestos 36 y 37 (15% y 13% respectivamente).
En ningin caso se observé la pérdida del sulfhidrilo o de sulfuro de hidrégeno a partir del
ion molecular.

Para las series [CxHoxe1]t . [CxHoxd' . [CxHox-1]* y para los iones acilo se
encontraron tendencias similares a las de los ésteres de w-mercaptoalquilo; los iones acilo
fueron en la mayoria de las ocasiones las sefiales mas destacadas de los espectros.

Los iones a m/z = 90 y 72 requieren una especial atencion. Para la formacién de estas
sefiales pueden plantearse dos caminos posibles ( Esquema 7.7 ), andlogos a los propuestos
para explicar la formacion de los iones a m/z = 60, 74 y 88 en los espectros de ésteres de -
mercaptoalquilo (@ = 2,3, y 4) y que involucran una sustitucién nucleofilica intramolecular

( A, Esquema 7.7 ) o un reordenamiento de Mc Lafferty ( B ).

El camino descripto por A postula estructuras de sulfuros ciclicos de cuatro miembros para
los iones a m/z=90y 72 ( 82 y 83 ); como se recordard, el tietano ( 80 ) originaba el pico

base de los espectros de los ésteres de 3-mercaptopropilo en casi todos los casos.
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/_\ N HS
: Hzl—O—IC(CHz) nCHs § +  CHy(CHy, CO,
HC CH (o) l
OH +
+ A s— 1" -mo s
OCO(CH,)nCHT| \:I\ O L
OH B OH
SH 82 miz 90 83 mz 72
- 0 C +
l & MU ayap,c0m |
%0 —_ (I:—OH = CI>=0
CH,SH CH,SH CH,SH
m/z 90
o+
f~ & (T " CHy(CH),COH ﬁH
?H O —_— (I:
CH,SH CH,SH
m/z 72

ESQUEMA 7.7 - Esquemas de formacion posibles para los iones a m/z 90 y m/z 72 en
los espectros de masa de derivados 1-O-acilados de 1-tioglicerol

También pueden plantearse estas dos rutas de fragmentacion a los derivados 2-O-acilados de
1-tioglicerol ( Tabla 7.8 , Esquema 7.8 ), compuestos que se detectaron durante el anilisis
por cromatografia gaseosa/espectrometria de masa. Sin embargo, si se observa la Tabla 7.8,
se advierte la ausencia de los iones a m/z = 90 (aparecieron s6lo en algunos casos y con una
abundancia menor al 4%). Este hecho lleva a replantearse la validez de 1a ruta B en el
Esquema 7.8, ya que si ésta tuviese lugar, deberia formarse Ia sefial a m/z = 90 en el caso de
los derivados 2-O-acilados. Por lo tanto, habria que descartar dicho camino como fuente de

produccién de iones, pudiéndose suponer ademas que la ruta B no tiene demasiado peso en
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(X e

.. CHZ'—OH -OH
HS e
. Degoses
OCO(CH,),,CH, \_7©
+. A —_—
OH -H S
E(SfIO(CHz)nC;‘ B - CH,(CHZ)HCOZH &
83 m/z
Hb—FHOH cr i) Co ﬁHOH H<|:=1
- b) ° n —_—
l-nzo I T S ct
H,-CHSH O N CH,SH CH,
yil,(crl,)ncozﬂ m/z
+'
<[:1~120H_|
HC-H O cu " ﬁ:H
bYe! " CHy(CH,), COH I | CHSH
C—~0—C(CH,)pCH, — C
| | m/z 90
CH,SH CH,SH
m/z 72

ESQUEMA 7.8 - Esquemas de formacion del ion a m/z 72 y del hipotético ion a m/z 90 en
los espectros de masa de los derivados 2-O-acilados de 1-tioglicerol

la formacién del ion a m/z = 90 de los derivados 1-O-acilados.

La factibilidad de las sustituciones intramoleculares planteadas en los Esquemas 7.7 y 7.8
est4 avalada por algunos trabajos descriptos en literatura22,23, donde mediante reacciones
de desplazamiento intramolecular en moléculas polifuncionales, un grupo aciloxi o hidroxilo

es sustituido por un grupo tiol vecinal. Mas alla de estas racionalizaciones, la existencia del
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ion a m/z = 90 en los espectros de masa de estas dos familias isémeras es importante a nivel
diagnéstico, porque justamente la presencia o ausencia de esta sefial es la diferencia mas
sobresaliente que se encuentra entre los espectros de ambas familias.

La predominancia de la sustitucién intramolecular sobre el reordenamiento de Mc Lafferty,
reflejo de la importancia del atomo de azufre en dirigir las rupturas, también permite explicar
por qué el ion a m/z = 90 tampoco aparece en los espectros de los 1,2-di-O-acilderivados de
1-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 fragmentos especificos en los espectros de masa
de derivados 1,2-di-O-acilados de 1-tioglicerol*

OCO(CH,), CH,
OCO(CH,)nCH,
SH

39 n=0 41 n=2
40 n=1 42 n=4

Compuesto PM m/z (%)
47 45 72 RCO* RCOOHz %t [CyHax+1]" 2 [CxHay1]" 2
43 71 41
39 1921 (1) () (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 | (D (15) (21) 99(100) 117(10) 60) (37) 44

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fragmentos, mientras que las
abundancias respectivas se sefialan entre paréntesis.

a- La intensidad de estos iones se detall6 solo cuando la misma superd el 20% de
abundancia relativa.



178  Capitulo VII

Estos derivados diacilados tienen un grupo éster mas que los de las familias anteriores, y el
mayor peso de este grupo funcional con respecto al tiol podria traducirse en que la
abundancia del ion a m/z = 72 es menos importante que en las dos familias isdmeras.

En el Capitulo IV se mencioné que cuando las transesterificaciones biocatalizadas de 1-
tioglicerol se analizaron por cromatografia gaseosa empleando dimetilpolisiloxano como
fase fija, se observéd la aparicién de los mono-S-acilderivados. Bajo estas condiciones de
analisis, los cromatogramas gaseosos de numerosas mezclas de reaccién presentaron una
sefial mas que al ser analizadas con otras fases fijas (Carbowax, OV 225). La cromatografia
gaseosa acoplada a espectrometria de masa permiti asignar la identidad de estas nuevas
sefiales como los ésteres mono-S-acilados, compuestos en cuyos espectros de masa los
fragmentos de mayor relacién 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, asi como también la aparicion de un ion a m/z 74, de
intensidad muy baja, que puede racionalizarse mediante un reordenamiento de Mc Lafferty

( 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
abundante del ion a m/z 72, que indicaria un posible fenémeno de isomerizacion de estas
moléculas (cuya estabilidad ya fue discutida en el Capitulo IV) y que tendria lugar entre los

procesos de ionizacién y de deteccion.

Cry0H + CH,OH (]THZOH_‘ *
l - COSH |
HOICH{\;‘W CHB(—%-» HOC = ¢=o
CH;~S-C—(CH,) CH, CH, CH,
mz 74

ESQUEMA 7.9 - Camino propuesto para la formacion del ion a m/z 74 en los
espectros de masa de S-acilderivados de 1-tioglicerol
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TABLA 7.10 - Abundancias relativas de fragmentos especificos en los espectros de
masa de derivados S-acilados de 1-tioglicerol*

OH
OH
SCO(CH, ) H,
47 n=0 87 n=8
84 n=1 88 n=10
8 n=2 89 n=12
86 n=4
Compuesto m/z (%)
M*-18 RCO* 72 74 [CxHay+1]T @ 41
43 57 71
47 132 (2) 43(100) @17 )
84 146 (9) 57(100) (26) )] (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) ® 25) (20) (100)
89 300 (6) 211 (5) (19) (5) (81) (42) (28) (100)

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fragmentos, mientras que las

abundancias se sefialan entre paréntesis.
a- La intensidad de estos iones se detallé solo cuando 1a misma super6 el 20% de
abundancia relativa.

Después de haber analizado todos estos compuestos, puede plantearse también un esquema
de fragmentacion para el 1-tioglicerol:



180  Capitulo VII

0H~|+. ‘B0 CHOH
Con RO
SH
CH,SH
-H,0
+-
H o
(IJ—OH = ?=o
CH,SH CH,SH
m/z 90

(41%)

+ . . +-
[ o % H T ]

CH,—OH
BS | ’ _—
OH 0 mz 9
(41%
0o ]" o Y
“HCO *
= CK — H SI:I—I
| SH m/z 61 =
CH, 'éH (43%) m/z 72
mz 90 (6%)
(41%) HCO
+
CH,
m/z 57
(47%)
-——b CH2=§H
m'z 47
) (44%)
: CH,SH
+
CH,CO
mz 43
(100%)

ESQUEMA 7.10 - Esquema de fragmentacion propuesto para 1-tioglicerol



Mono-O-acilésteres de ditiotreitol (DTT) v de ditioeritritol (DTE

Los espectros de masa de estas dos familias se detallan en las Tablas 7.11 y 7.12.
Examinadas globalmente, ambas familias presentan una notable similitud y tal como ocurre
con otros diastereoisomeros, su diferenciaciéon no es posible mediante la espectrometria de
masa24,

Existen numerosas analogias entre los espectros de estas dos series y los de los derivados
acilados de 1-tioglicerol. En las familias derivadas de DTT y DTE no se detectaron los iones
moleculares ( la excepcion la constituye el espectro del compuesto 56, en el que su ion
molecular aparecié con una abundancia de sélo el 2% ), asi como tampoco se observaron las
pérdidas del sulfhidrilo y de sulfuro de hidrogeno; la pérdida de agua a partir del ion
molecular fue 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 p a
cada sulfhidrilo se pueden originar dos iones: uno a m/z 77 y otro a m/z = M*-77, ambos de
intensidad muy escasa, con la excepcién del compuesto 54, ( 19% para la sefial a m/z 77 ).
Ademss, los iones acilo y los de la serie [CxHoy+1]%, que fueron las sefiales mas
importantes de los espectros de estos diastereoisomeros, también fueron destacadas en el
caso de los derivados de 1-tioglicerol

Postulando nuevamente sustituciones intramoleculares donde el tiol actiia como nucledfilo,
es posible explicar la existencia de los iones a m/z = 136 y 118, sefiales que aparecen en los
espectros con abundancias bajas y variables ( Esquema 7.11).

La postulacion de la estructuras 90 y 91 para los iones a m/z = 136 y 118 supone que la
formacion de un sulfuro ciclico de cinco miembros, cuya estabilidad especial ya se coment6
con anterioridad, es favorable. Los compuestos 90 y 91 fueron obtenidos durante la reaccion
de DTT y de DTE con écido clorhidrico caliente23, si bien las condiciones de dicha reaccién

son muy distintas a las que operan en el espectrometro de masa.
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CHSH ] " OH (TOCO(CH,)CH, H
CHOCO(CH,), CH; T@. . OI:D +  CHy(CH,) COH
SH SH

CHOH SH

] l
- u |
S OH H
miz 18 { _|+, i
S S
7 @ m/z 136

90

ESQUEMA 7.11 - Esquema de formacion de los iones a m/z 136 y 118 en los
espectros de masa de derivados mono-O-acilados de ditiotreitol y
de ditioeritritol

No obstante, para el ion a m/z = 118 no puede descartarse la estructura isémera 92:

—s| *

(

que se formaria mediante un ataque nucleofilico que implica un tamafio de ciclo menor,
favorable para una sustitucion intramolecular.

En los espectros de las series de derivados de DTT y de DTE hay algunas diferencias con
los de las familias estudiadas hasta ahora. La intensidad de las sefiales 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 sulfuros ciclicos de los
derivados acilados de 1-tioglicerol y los ésteres de w-mercaptoalquilo. A juzgar por la
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mayor abundancia que presentan las sefiales [RCOOH]' en los diastereoisémeros
analizados, no deberia despreciarse que ocurriera el reordenamiento de Mc Lafferty, a partir

del cual, ademas, podria conjeturarse una estructura para el ion am/z 134:

PH(;fllHSH cesH |
+ - H | .
e ayapclom I cu  ZH
ag(a{,)noo—gﬂ (IZHOH lCHOH
H—COH CH,SH CH,SH
b m/z 136
CH,SH
\\B‘
i
T oyamycom 0P frasH
(CH)LC} -
CH{(CH) O CH —> ™ G
O H—COH COH c—o
| | |
CHSH CH,SH CH,SH
m/z 136
-2H
o
SS
m/z 134
%

ESQUEMA 7.12 - Mecanismos hipotéticos para la formacién 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 cabria esperar que en los espectros de

estos compuestos se observase su producto de deshidratacion :

VA
./

SS

sefial que no aparecidé en ninguno de los espectros. Parece entonces que no se forma la

especie 93, por lo que en el Esquema 7.12 habria que descartar el reordenamiento de Mc

Lafferty que involucra al hidrogeno Hy.

Puede proponerse el siguiente esquema de fragmentacion para DTT y DTE:

(ll‘HOH 'W

l CH;SH ino

(I.‘,HOH
-'CHOH
+
CH;~=SH
m/z 47

(34,32) \{2

+o
|CHZSH |CHZSH_\
. +-
- COCH,SH + 5 .
@ . TR0 (CHpsH M Sy
ICOH <|3=0 m/z 61 m/z 60
CH,SH CH,SH (25,22) (100,100)
mwz 136
(49,71)
+e
H SH—l S WJ"
-E&o
S S
m/z 136 m/z 118
(49,71) (28,37)

[CSH]
m/z 45
(31,34)

ESQUEMA 7.13 - Esquema de fragmentacién propuesto para ditiotreitol y ditioeritritoL

Los dos nimeros entre paréntesis indican la abundancia de los iones
detallados para el espectro de masa de DTT y DTE, respectivamente.
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Una conclusién comiin a la mayoria de los compuestos analizados es que estos tioles bi o
polifuncionales pueden fragmentarse dando lugar a sulfuros ciclicos. Los sulfuros son
moléculas de naturaleza quimica similar a los éteres pero de mayor estabilidad18 ; 1a
formacion de estas estructuras explica que en muchos casos, y hasta a peso molecular
elevado, en los espectros se observen sefiales importantes que contienen azufre, asignables a
dichos heterociclos. La presencia de estos sulfuros ciclicos contrasta con su ausencia o su
intensidad muy baja en los espectros de tioles monofuncionales2>.

Finalmente, puede hacerse una observacion sobre las pérdidas de sulfthidrilo y de sulfuro de
hidrégeno. Exceptuando a los o,w-hidroxialcanotioles y a los ésteres de 2- y 3-
mercaptoalquilo, en los que observé la pérdida del sulfhidrilo en varios casos y con
intensidades muy moderadas, en los demads compuestos dicha pérdida fue nula. Esto
concordaria con el hecho de que es necesaria la presencia del tiol para generar los sulfuros
ciclicos. Por otra parte, en los casos en que se observé la pérdida del sulfhidrilo, ésta fue
considerablemente superior a 1a pérdida de sulfuro de hidrégeno (salvo el caso aislado del
compuesto 14 ). Cuando no se observé el ion a m/z = M*-33, tampoco aparecié el ion a m/z
= M*-34. Este comportamiento estaria de acuerdo con Djerassi26, para quien la ruptura del
sulfthidrilo en tioles es mis importante que 1a pérdida de sulfuro de hidrégeno, si bien Mc
Lafferty opina lo contrariol2.

Otros compuestos que contienen azufre

En el capitulo VI se describié que durante la preparaciéon de 4-mercapto-1-butanol y de 12-
mercapto-1-dodecanol se formaron, bajo ciertas condiciones, los respectivos disulfuros. Sus
espectros se hallan en la Tabla 7.13 y el esquema de fragmentacion, en el Esquema 7.14. No
existen datos en bibliografia sobre la espectrometria 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 especificos de

Compuesto PM

o,0'-ditiodialcoholes*

HO-(CHyp)py-S-S-(CHy)p-OH

m/z (%)

71 m=4
72 m=12

M*- [(CH2)xOHJ* @ [CyHyx41]* 2

[CxHax-1]" 2

73 87 43 57 4 55 69 83
71 200 | () (49) (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 seiialan entre paréntesis.
a- Se detalla la intensidad de estos iones sdlo cuando la misma superé el 20% de
abundancia relativa.

[ HO(CH,);S S{CH,OH]""

[CeHg, 1

—

[ HO(CH)J"

l-nzo

\ [Cx'Hb{.I]-’-

52x>1
m/z 31, 45, 59, 73, 87

ESQUEMA 7.14 - Esquema de fragmentacion de o,o'-ditiodialcoholes



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 observé a una relaciéon
m/z correspondiente al peso molecular de catién de la sal Ademais de las rupturas que
conducen a los iones de la serie [(CH2)xOH]", de la serie alquiica y de alquenos, se
destacan las fragmentaciones que originan tiourea y tiourea protonada, 1a iltima mediante un
reordenamiento de Mc Lafferty. Estas dos rupturas fueron las tinicas que aparecieron al

realizar el espectro proveniente de ionizacion por bombardeo con dtomos acelerados (FAB)

del compuesto 74 ( Figura 7.1).
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TABLA 7.14 - Abundancias relativas de fragmentos especificos en los espectros de

masa de sales de S-alquilisotiouronio

/S‘;(CHz)mOH

HN N-‘FH, Br

73 m=4

74 m=12

Compuesto PM m/z (%)
M* 76 77  [(CHpOHJ* 2 [CxHoxql* 2 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) (7)) (27) _ (88) (100) (96) (63)  (68)

* En tipo bastardilla se indican valores de m/z de los fragmentos, mientras que las
abundancias respectivas se sefialan entre paréntesis.
a- Se detalla la intensidad de estos iones s6lo cuando la misma superé el 20% de
abundancia relativa.
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+
S—(CH,) OH
, | s> [cH)oH* . , [CHCHCHT
NN m/z 31,45,59... T3x>l m/z 43
l ’I-bo
GH, 1" mz 41,5569
A~
\ 5 S
e | R —
+
O J o
m/z 77 -H

ESQUEMA 7.15 - Esquema de fragmentacién de sales de S-alquilsiotiouronio
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1. Generalidades

Los puntos de fusidén se determinaron en un aparato de Fisher-Johns o mediante el método
del capilar en un bafio de acido sulfirico y no fueron corregidos.

Las muestras para microanalisis (andlisis elemental) se secaron previamente a presion
reducida en presencia de pentéxido de fésforo como desecante.

Los poderes rotatorios se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 141 empleando una
ldmpara de sodio ( A = 589 nm ), en microceldas de 1 dm de longitud y a temperatura

ambiente, utilizando el solvente y la concentracion de muestra que se indican en cada caso.

Lipasas y reacciones catalizadas por lipasas

Las lipasas utilizadas fueron en todos los casos de origen comercial y las especificaciones de
cada batch empleado se detallan a continuacion:
Lipasa pancreatica porcina (PPL) (Tipo II, Sigma) Contiene amilasa y proteasa.
Actividad determinada incubando aceite de oliva a pH 7,7 durante 30 minutos (una unidad
hidroliza un microequivalente de dcido graso a partir de un triglicérido en una hora y a 37°):
unidades/mg de sdlido: 46 ;53 ; 43
unidades/mg de proteina: 220 ; 190 ; 135
Lipasa de Candida cylindracea (CCL) (Tipo VII, Sigma) Contiene lactosa.
Actividad determinada incubando aceite de oliva durante 30 minutos (una unidad hidroliza
un microequivalente de acido graso a partir de un triglicérido en una hora a pH 7,2 y a 37°):
unidades/mg de sdlido: 1010 ; 1010 ; 905 ; 860
unidades/mg de proteina: 7770 ; 7770 ; 4570 ; 2425
LipozymeR IM 20 (LIP) (Lipasa de Mucor miehei, Novo Nordisk)
La actividad se expresa en BIU (Batch Interesterification Units). 1 BIU corresponde a un

mol de 4cido palmitico incorporado en trioleina por minuto y bajo condiciones estandarl.
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BIU/g sélido: 25 ; 25
SP 435 L (CAL) (Lipasa de Candida antarctica, Novo Nordisk)

La actividad se expresa en PLU (unidades de propil laurato); la determinacion de actividad
se basa en un ensayo de esterificacion entre 1-propanol y dcido laurico realizado a 60°
durante 15 minutos2.

PLU/g sélido: 9500
Lipasa de Pseudomonas species (Tipo XIII, Sigma) Polvo liofilizado; contiene
seroalbimina bovina y sales.

Actividad (una unidad produce 1 micromol de glicerol por minuto a pH 7,0 y a 37°, en
presencia de seroalbimina bovina):

unidades/mg de s6lido: 28
unidades/mg de proteina: 53
Lipasa de Chromobacterium viscosum (Sigma) Polvo liofilizado.
Actividad (aceite de oliva, pH 7.2 , 37°C, 30 minutos):
unidades/mg de s6lido: 2100

unidades/mg de proteina: 3750

El tratamiento de PPL con ultrasonido (sonicacion) se efectué por medio de un sonicador
Cole-Parmer 8852.

Las muestras de PPL seca se obtuvieron secando la enzima en pistola de pentoxido de
fosforo a 4° hasta peso constante. También se utilizo PPL lavada con acetona y éter etilico a
-20° previo a su secado3.

Las muestras de PPL liofilizada se prepararon disolviendo la lipasa en agua destilada y
Hevando la solucion resultante a un aparato Virtis Freezemobile 3, que operé a presiones
menores que 100 miliTorr y con temperaturas del condensador menores a -50°. Concluida la

liofilizacion, las muestras se secaron en pistola de pentéxido de fosforo a 4°.
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La determinacién de humedad en muestras de PPL se realizo 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 INNOVAIM 4000 (New Brunswick) equipado
con control de temperatura y de velocidad.

Las centrifugaciones se efectuaron por medio de una centrifuga analitica Adams.

Métodos espectroscopicos

Los espectros de absorcion de radiacion infrarroja (IR) se determinaron con
espectrofotometros Perkin-Elmer 710-B y Nicolet Magna-IR 550 (FT/IR) en pelicula o
pastilla de bromuro de potasio.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN-1H) se realizaron a 100,1
MHz en un espectrOmetro Varian X1.-100-15 FT, a 200,1 MHz en un espectrémetro
Bruker AC-200 y a 500,1 MHz en un espectrometro Bruker AM-500. Los espectros de
resonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-13C) se obtuvieron a 25,2 MHz en un
Varian X1.-100-15 y a 50,2 MHz en un Bruker AC-200. A menos que se indique otro
solvente 0 mezclas de solventes, en todos los casos se utilizd cloroformo deuterado, en
tubos de 5 mm de didmetro.

Los desplazamientos quimicos para RMN-1H se expresan en todos los casos en la escala 3,
en partes por millon (ppm) respecto de la resonancia de tetrametilsilano, empleado como
referencia interna (0.00 ppm). Las sefiales 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 quimicos para RMN-13C se expresan en ppm utilizando como
referencia el pico central de la sefial correspondiente al cloroformo deuterado (77,0 ppm).
Las sefiales acompafiadas por los signos *, # , @ y ” pueden intercambiarse. Los valores de
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desplazamiento quimico se informan con dos cifras decimales solamente cuando el dato
numérico asi expresado sirve para interpretar la existencia de varias seiiales.

Los espectros de masa (EM) por introduccion directa se determinaron en los espectrometros
de masa Varian-MAT CH7-A, TRIO-2 VG Masslab y SHIMADZU QP-5000 y salvo
indicado lo contrario, fueron obtenidos mediante ionizacién por impacto electronico a 70
eV. Para los espectros de masa mediante ionizaciéon por bombardeo con iones de Cs (FAB)
se empled un espectrometro VG-ZAB BEQ.

Métodos cromatograficos

Las cromatografias analiticas en capa delgada se realizaron sobre silicagel como fase fija
(Silicagel 60 Fo54, Merck).

Los agentes de revelado utilizados fueron: vapores de iodo; acido sulfiirico-agua (1:1) y
posterior calentamiento en estufa; pulverizado con una solucién aceténica de reactivo de
Ellman.

Solucién reveladora de reactivo de Ellman?: Se mezclaron:

solucién 10-3M de reactivo de Ellman (acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)) en acetona,
buffer fosfato 0,1 M (pH = 8.0) y acetona en una relacion de volimenes 1:1:4 .

Para la deteccién cualitativa de tioles se mezclaron las tres soluciones anteriormente
mencionadas en vohimenes iguales. Con la mayoria de los tioles ensayados se observo una
coloracion 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 segin la
referencia’ utilizando también silicagel como fase fija (Silicagel H, malla 70-230, Merck).
Las cromatografias gas-liquido (CGL) fueron realizadas en los cromatégrafos Hewlett
Packard 5830 A y 5840 A, ambos equipados con detectores de ionizacion de llama (FID) y
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registradores Hewlett Packard En todos los casos se empled nitrogeno como gas portador.
En la Tabla 8.1 se detallan las caracteristicas de las columnas usadas.

TABLA 8.1 - Caracteristicas de las columnas para cromatografia gas-liquido empleadas

en el presente trabajo
Denominacién Tipo Longitud y Fase Malla  Concentracién  Temperatura
de la columna didmetro interno soporte fase liquida  méx. operacién
CARBOWAX capilar 50m ; 0.2 mm — —_— espesor del 220°C
20M film : 0.2 ym
DGS 12% empacada 1,8m ; 2mm  Chromosorb W- 80-100 12% 200°C
AW DMCS mesh
OV 225 empacada 1,8m ; 2mm  Chromosorb W- 60-80 3% 250°C
AW DMCS mesh

Las cromatografias gas-liquido combinadas con espectrometria de masa (CG-EM) se

efectuaron en un sistema compuesto por un cromatografo gaseoso Varian 1400 acoplado a

un espectrometro de masa Varian Mat CH7-A y en un equipo VG-TRIO-2/2000 acoplado a

un cromatdgrafo gaseoso Hewlett Packard 5890.

Métodos computacionales

Las conformaciones moleculares determinadas por medio célculos para la minimizacion de la

energia molecular fueron obtenidas aplicando el programa HYPERCHEM Release 3,

mediante el método semiempirico PM 3 y el algoritmo de Polak-Ribiere para la optimizacion

de la geometria.
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Solventes

Los solventes para cromatografia (en columna y en capa delgada) y para recristalizacién
fueron purificados por destilacion fraccionada. En los casos restantes, se utilizaron solventes
de pureza grado analitico.

Las mezclas de solventes estan expresadas en relaciones de volimenes (v/v).

Los extractos de solventes orgénicos fueron secados sobre sulfato de sodio anhidro y

evaporados a presion reducida, a temperaturas menores de 45°.

Preparacion de tetrahidrofurano anhidro: El solvente se paso a través de una columna de
alimina neutra y luego se reflujé sobre sodio en presencia de benzofenona, hasta observar

coloracion azul-violicea. Se destilé en el momento de utilizar.

Purificacion de reactivos

Los reactivos que se listan a continuaciéon fueron purificados por destilacién fraccionada a
presion atmosférica : n-butanol ; n-octanol ; acetato de terbutilo ; acetoacetato de etilo ;
bromoacetato de etilo. El acetato de isopropenilo y el acetato de vinilo se destilaron en

presencia de hidroquinona.

2. Preparacién de compuestos obtenidos sin catilisis enzimatica

Benzoato de etilo

Este compuesto se obtuvo adaptando dos técnicas para preparacion de ésteres descriptas

por VogelS.
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Sobre una solucién de piridina (23 ml, 0,26 moles) en etanol absoluto (34 ml, 0,58 moles) se
hizo gotear cloruro de benzoilo (30 mL, 0.26 moles) desde una ampolla compensadora .
Concluida la adicion, se refluj6 durante 2 horas y luego el sistema se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Se afiadié agua destilada, la fase orgéamica se lavdé con solucién
saturada de bicarbonato de sodio, con agua, y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. Tras
filtrar, el liquido se destild a presion atmosférica, obtemiéndose 17,16 g (45% de
rendimiento) de benzoato de etilo (P.Eb.: 208-212° C)

Acetato de 2-tioacetoxietilo (3 )

Meétodo A

Desde una ampolla compensadora, se dejé gotear lentamente cloruro de acetilo (9,0 ml, 128
mmoles) sobre una solucién de 2-mercaptoetanol (3,6 ml, 51 mmoles) en 10 ml de
benceno en bafio de hielo-agua. Finalizada la adicion, se retiré el bafio y se reflujé durante 5
horas. Tras ese tiempo, la mezcla de reaccion se llevé a temperatura ambiente y el benceno
se eliminé en evaporador rotatorio. Se obtuvo un liquido rosado que por cromatografia
gaseosa presentaba como subproducto 2% de acetato de 2-mercaptoetilo. La purificacion de
dicho liquido mediante cromatografia en columna de silicagel utilizando cloruro de metileno
como eluyente condujo al compuesto 3 (6,82 g, 82%), un liquido incoloro puro por

cromatografia gaseosa.

IR (film, cm1) : 1740y 1710 (C=0)
EM (m/z, %) : 162 M*+-,17), 86 (70) , 43 (100)
RMN-1H (100 MHz) §=1,96 (s, 3 H, -OCOCH3), 2,26 (s, 3 H, -SCOCH3), 3,04
(t, 2 H, J=7 Hz, -CH»-SCOCH3), 4,08 (t, 2 H, J = 7 Hz, -CH>-OCOCH3)
RMN-13C (50 MHz) & =20,6 (-OCOCH3), 27,7 (-CHoSH), 30,4 (-SCOCH3),
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62,6 (-CH»-0-) , 170,5 (-CO- O) , 194,6 (-CO-S-)

Meétodo B

A una solucién de 2,8 ml de 2-mercaptoetanol (40 mmoles) en piridina (7,1 ml, 88 mmoles)
mantenida a O° en un bafio de hielo-agua se agregaron 9,5 ml de anhidrido acético (101
mmoles). Luego de 20 minutos se retiré el bafio y la agitacion prosiguié a temperatura
ambiente durante 19 horas. Finalizada la reaccién, se agreg6 agua destilada helada, con lo
que se separaron dos fases. La organica se lavé con solucién saturada de bicarbonato de
sodio, luego con acido clorhidrico 2N, con agua destilada y finalmente se secé sobre sulfato
de sodio anhidro. Se obtuvieron 5,85 g (92%) de 3, puro por cromatografia gaseosa.

Esta misma técnica se emple6 para preparar acetato -1-13C de 2-tioacetoxietilo ( 5 ).

Se tomaron 83 mg de acetato-1-13C de 2-mercaptoetilo ( 4 , 0,69 mmoles), se afiadieron
0,03 ml de piridina y la solucién se hizo reaccionar con 0,1 ml de anhidrido acético (1,1
mmoles). Luego de 16 horas a 30° se comprobd por cromatografia gaseosa la desaparicion
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)
Acetato de (3-tioacetoxi-2-acetoxi)-1-propilo (49 )
1-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 soluci6n anterior, enfriada en un bailo

a 0° y agitada epérgicamente, se afiadieron lentamente 15 ml de cloruro de acetilo (16,5 g,

212 mmoles). Concluida la adicion se retir6 el bafio de hielo y la mezcla de reaccion se dej6
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agitando a temperatura ambiente durante 46 horas. Transcurrido este tiempo, se filtré el
cloruro de piridonio formado y la fase liquida organica se lavo con agua, solucién de
hidréxido de sodio al 5% y acido clorhidrico 5%. La fase orgénica resultante se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y el solvente se eliminé en evaporador rotatorio. Se obtuvo un
liquido amarillento que se purificé por cromatografia en columna de silicagel. La elucién con
acetato de etilo condujo a 6,99 g (96% de rendimiento) de 49, puro por cromatografia
gaseosa.

Utilizando anhidrido acético en vez de cloruro de acetilo, el rendimiento fue

considerablemente mas bajo.

IR (film, cm1) : 1740 y 1710 (C=0)
EM (m/z, %) : 132 (M*--60, 10), 73 (41), 43 (100)
RMN-1H (200 MHz) & =2,07 (s, 3H, -CHp-OCOCH3), 2,08 (s, 3H, -CH-OCOCH3),
2,35 (s, 3H, -CH,-SCOCH3), 3,07 (dd, 1H, J =7 Hz, -CH*H-SCO-), 3,27
(dd, 1H, J = 6 Hz, -CHH*-SCO-), 4,12 (dd, 1H, J=6 Hz, -CH*H-0CO-),
427 (dd, 1H, J = 5 Hz, -CHH *-0CO-), 5,11-5,16 (m, 1H, -CH-)
RMN-13C (50 MHz) & = 20,7 (-CHp-OCOCH3), 20,8 (-CH-OCOCH3), 29,2 (-CHpS-),
30,3 (-CH2-SCOCH3), 63,4 (-CH-0-), 69,8 (-CH-O-), 169,8
(-CH,-0CO-), 170,3 (-CH-OCO-), 194,1 (-CH5-SCO-)
La asignacion de las seiiales a 29,2, 30,3, 63,4 y 69,8 fue confirmada por
medio de un espectro de RMN-13C DEPT.

3-Mercaptopropionato de etilo ( 67 )
Acido 3-mercaptopropi6nico comercial (40,0 g, 377 mmoles) disuelto en 350 ml de etanol

absoluto que contenian 400 mg de acido p-toluensulfénico se reflujé durante quince horas.

Transcurrido este tiempo se agregaron 70 mL de etanol absoluto, se adapt al sistema un



204  Capitulo VI

equipo de destilacion fraccionada y se destilo hasta no observar mas pasaje de destilado.
Luego se elimino el exceso de etanol en evaporador rotatorio y el liquido remanente se lavé
con solucion saturada de bicarbonato de sodio acuoso. Se extrajo con cloruro de metileno y
la fase organica se secO sobre sulfato de sodio anhidro; tras eliminacion del solvente en
evaporador rotatorio se obtuvieron 39,23 g de 3-mercaptopropionato de etilo, puro por
cromatografia gaseosa (rendimiento: 77%).

IR (film, cm-1) : 2575 (SH), 1719 (C=0)

EM (m/z, %) : 134 M*-, 67), 101 (5), 89 (43), 88 (100), 87 (19), 61 (29), 60 (22)

RMN-1H (100 MHz) 8=1,26 (t, 3 H, J = 7THz, -CH3), 1,56-1,74 (m, 1 H, -SH), 2,50-
2,92 (m, 4 H, -CH-CH,SH), 4,20 (¢, 2 H, J =7 Hz, -OCH>-)

RMN-13C (50 MHz) &= 14,3 (-CH3), 19,8 (-CH>SH), 38,5 (-CH,CO-), 60,6
(-OCHy-), 171,4 (-CO-)

3-Mercapto-1-propanol (14)

3-Mercaptopropionato de etilo (1,13 g, 8,4 mmoles) disuelto en 10 mlL de tetrahidrofurano
anhidro se afiadié lentamente, mediante una ampolla compensadora, sobre una suspension 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 atmdsfera de nitrégeno seco. Concluida la adicién
del éster se continué la agitacién durante 18 horas a temperatura ambiente, siempre en
atmosfera de nitrogeno. Transcurrido ese tiempo el sistema de reaccién se enfrié a 0° y se
afiadié6 agua helada acidificada con acido sulfiirico 10 % hasta no observar mas floculacion.
Se filtrg, el filtrado se extrajo con acetato de etilo y el sélido se lavé con etanol. El analisis
por cromatografia gaseosa de ambos filtrados mostré una sefial 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 liquido residual
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obtenido se purificé por cromatografia flash utilizando como eluyente cloruro de metileno-
acetato de etilo 70:30. Se obtuvieron 0,610 g de 3-mercapto-1-propanol, puro por
cromatografia gaseosa (rendimiento: 84 %).

IR (film, cm™1) : 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-1H (CD30D + D,0, 200 MHz) § = 1,79-1,97 (m, 2H, -CH,CH»CH>-),
2,60 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH,SH), 3,68 (t, 2H, J= 6 Hz, -CH)OH)
RMN-13C (50 MHz)7 & =21,2 (C-2), 36,2 (C-3), 60,8 (C-1)

Reduccion de dcido 3-mercaptopropionico con SMEAH

Una solucién de acido 3-mercaptopropionico (0,282 g, 2,7 mmoles) en 3 mL de tolueno se
gotearon sobre 20 ml de una solucién 2,5 M de hidruro de bis (2-metoxietoxi) aluminio y
sodio (SMEAH) mantenida en bafio de hielo-agua. Todas las operaciones se realizaron bajo
pasaje de nitrégeno seco.

Finalizada la adicion del mercaptoacido, el sistema se calent6 a reflujo durante 4 horas.
Concluido el reflujo, 1a mezcla de reaccién se enfrié a 0° y se agreg6 agua helada acidificada
con acido sulfiirico 10 %, observandose la formacién de un precipitado abundante. Se filtrd,
se lavo con acetato de etilo y los filtrados unidos se secaron sobre sulfato de sodio. Tras
evaporar en evaporador rotatorio, se obtuvo un residuo liquido cuyo cromatograma gaseoso
mostré una mezcla que presentaba dcido 3-mercaptopropidnico, 3-mercapto-1-propanol y
otra seiial. Este componente pudo identificarse por cromatografia gaseosa/espectrometria 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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Reduccion de dcido 3-mercaptopropionico con borohidruro de sodio

Sobre una suspension de 9,35 g de borohidruro de sodio (245 mmoles) en 100 mL de
tetrahidrofurano mantenida a 0°, se agregaron 10,60 g de icido 3-mercaptopropiénico (100
mmoles). Desde una ampolla compensadora se agregé una solucién de 7 ml de acido
sulfirrico concentrado disuetto en 15 ml de éter etilico. Una vez finalizada la adicién del
reactivo, se agit6 a temperatura ambiente durante 24 horas. Se enfri6 el sistemna y se agregéd
acido clorhidrico 2N hasta no observar mas burbujeo. Se obtuvo un liquido homogéneo que
se extrajo con cloruro de metileno; la fase organica se sec6 y se evaporé en evaporador
rotatorio, originando un liquido que por cromatografia gaseosa present6 el reactivo de

partida y 3-mercapto-1-propanol sélo en proporcion minoritaria.

4-Mercapto-1-butanol (15)

Procedimiento general para la reduccion de y- tiobutirolactona

Sobre una suspension de hidruro de aluminio y litio (la relacion LAH / y-TBL se indica en la
Tabla 6.1) en tetrahidrofurano anhidro, colocada en bafio de hielo-agua, se afiadi6
lentamente y bajo atmésfera de nitrogeno seco, uma solucién de 996 mg de y-
tiobutirolactona (9,8 mmoles) en 10 ml de tetrahidrofurano anhidro. Finalizada la adicién de
la tiolactona la mezcla reaccion6 a la temperatura y el tiempo imndicados ( Tabla 6.1 ).
Transcurrido ese tiempo, se detuvo el calentamiento y el sistema se enfrié a 0°. Se agregé
agua helada acidificada con dcido sulfirico 2N hasta no observar mas floculacién. Se filtrd,
se lavé con etanol y el filtrado y los lavados se extrajeron con cloruro de metileno. La fase
organica se lavé con agua, se sec6 sobre sulfato de sodio y se evaporé en evaporador
rotatorio, obteniéndose en cada caso ( pigina 146 ) un liquido que fue analizado por

cromatografia gaseosa.
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El mejor rendimiento se logr6 utilizando 2,92 g del hidruro (relacion LAH/y-TBL = 7,9) en
70 ml de tetrahidrofurano. La reaccién tuvo lugar a reflujo durante noventa minutos. Se
aislaron 727 mg (rendimiento: 76%) de 4-mercapto-l-butanol, un liquido puro por

cromatografia gaseosa y que desarrollé coloracién con el reactivo de Ellman.

IR (film, cm1) : 3400 (OH), 2570 (SH)

EM (m/z, %) : 106 (M*-, 3), 88 (100), 73 (10), 60 (72), 47 (52), 45 (25), 43 (25)

RMN-1H (200 MHz) §=1,29 (t, 1 H, J = 8Hz, -SH), 1,59-1,83 (m, 4H,
HOCH,CH»CH»CH»-), 2,13 (s, 1H, -OH), 2,47-2,58 (m, 2 H, HSCH>-),
3,61 (t, 2 H, J = THz, -CH20H)

RMN 13C (50 MHz)7 &=24,4 (C-3), 30,2 (C4*), 31,3 (C-2%), 62,1 (C-1)

Cuando se utilizaron 1,85 g del hidruro (relacién LiAlH4/-TBL = 5.0) y la mezcla se
mantuvo durante 72 horas a 25° en el cromatograma gaseoso del liquido obtenido se
observd la tiolactona de partida y otro componente muy minoritario, que se separé de la
mezcla mediante cromatografia flash. Luego de elucion con cloruro de metileno se aislo el

componente minoritario, un liquido identificado como acido 4-mercaptobutirico:

EM (m/z,%): 1200Mt-, 36), 102 (98), 61 (92), 60 (99), 47 (91), 45 (60), 43 (82), 42 (100)
RMN-1H (100 MHz) 8= 1,36 (t, 1H, J = 8Hz, -SH), 1,72-1,87 (m, 2H, -CH,CO3H),
2,37 (m, 2H, -CHyCH)CHy-), 2,52 (t, 2H, J = 8Hz, -CH,SH)

Bromuro de S-(8-hidroxi-1-octil)-isotiouronio (73 )
A una solucién de 8-bromo-1-octanol (456 mg, 2,4 mmoles) en 5 mL de etanol se agregaron

198 mg de tiourea (2,6 mmoles). El sistema de reaccion se refluj6 durante 3 horas. Tras

evaporar el etanol en evaporador rotatorio se obtuvo un residuo sélido que se recristalizé de
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éter etilico-etanol, obteniéndose un sélido blanco de P.F. 64-66°, poco soluble en agua y
soluble en metanol y en etanol. (461 mg, 74%)
IR (KBr, cml) : 3354 (OH), 3160 (NH>), 2851 (H3N™1), 1655 (C=N)
EM (m/z, %): 205 (M-, 21), 77 (45), 76 (49), 69 (70), 55 (62), 43 (100), 41 (73)
RMN-1H (CD30D, 200 MHz) § = 1,37-1,77 (m, 16H), 2,20 (s, 1H, -OH),
3,15 (t, 2H, J = 8Hz, -CH>S-), 3,55 (t, 2H, J = 8Hz, -CH>OH)
RMN-13C (CD30D, 50 MHz) & = 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-1), 173,1 (C-9, HNCSN'H3)
Analisis elemental
Calculado para CgH»1BiN2OS : 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-octanol (16)

A una solucién de 8-bromo-1-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 reflujé durante 2 horas.
Luego se agregaron 400 mg de hidréxido de sodio (10 mmoles) en 4 ml de agua y se reflujé
2 horas mas. Concluido el reflujo, se llevé a temperatura ambiente, se enfri6 a 0° y se
acidific6 con 4cido clorhidrico 2N hasta pH 2. Se observé la formacion de una turbidez que
desapareci6 por agitacién. Se extrajo con cloruro de metileno, la fase orgénica se lavé con
agua y se seco sobre sulfato de sodio. Luego de eliminar el solvente en evaporador rotatorio
se obtuvieron 915 mg (rendimiento: 67%) de un liquido puro por cromatografia gaseosa y

que desarroll6 coloracion con el reactivo de Ellman.

IR (film, cm-1) : 3358 (OH), 2855 (S-CHy), 2556 (SH)
EM (m/z, %) : 144 (2), 101 (44), 87 (58), 61 (15), 47 (38), 41 (100)
RMN-1H (200 MHz) &=1,28-1,36 (m, 12H), 1,53-1,61 (m, 1H, -SH), 2,16 (s, 1H,-
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OH), 2,52 (c, 2H, J = 8Hz, -CHSH), 3,63 (t, J= THz, -CH,0H)
RMN-13C (50 MHz) §=24,4 (C-8), 25,5 (C-3), 28,3 (C-6), 29,1 (C4*), 29,5 (C-5%),
32,5 (C-2), 33,8 (C-7), 62,6 (C-1)

Bromuro de S-(12-hidroxi-1-dodecil)-isotiouronio (74 )

A 1,02 g de 12-bromo-1-dodecanol (3,9 mmol) en 12 mL de etanol se agregaron 340 mg de
tiourea (4,5 mmoles) y se reflujo durante 3 horas. Tras evaporar el etanol en evaporador
rotatorio se obtuvo un residuo sélido que se recristalizd de éter etilico-etanol, obteniéndose
un sélido blanco de p.f. 94,5-96,5°, poco soluble en agua y soluble en metanol y en etanol
(1,06 g, 80%).

IR (KBr,cm-1) : 3330 (OH), 3160y 3100 (NH,), 2810 (H3N'1), 1630 (C=N)

EM (w/z, %) : 261 (M*-catién, 2), 101 (71), 87 (81), 76 (52), 55 (100), 43 (68), 41 (88)

FAB-EM (m/z, %) : 261 (100), 77 (7)

RMN-1H (CD30D, 200 MHz) &= 1,32-1,79 (m, 20 H), 2,16 (s, 1H, -OH), 3,16

(t, 2H, J=8Hz, -CH»S-), 3,54 (t, 2H, J =8 Hz, -CHHOH)

RMN-13C (CD30D, 50 MHz) &= 26,9 (C-3), 29,4 (C-9%), 29,6 (C-10%), 30,46 (C-6y
7@), 30,55 (C-5y 8@), 30,61 (C4y 11#), 30,67 (C4y 11%#), 32.0(C-12),
33,6 (C-2), 63,0 (C-1), 173,2 (C-13, NH,CSNH31)

Anilisis elemental

Calculado para C13Ho9BrN2OS : C, 45,75 ; H, 8,50; N, 8,21 ; S, 9,38 ; Br, 23,46
Encontrado : C, 45,47 ; H, 8,84;N, 8,09;S, 9,00 ; Br, 23,85
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12-mercapto-1-dodecanol (17 )

Bromuro de S-(12-hidroxi-1-dodecil)-isotiouronio (748 mg, 2,2 mmoles) se disolvié en
acido acético por calentamiento en bafio de agua a 40-50°. La soluciéon se dejé llegar a
temperatura ambiente y entonces se afiadieron 1,11 g de cmc (17,1 mmoles) previamente
tratado con 4cido clorhidrico concentrado y lavado con agua y acetona. La suspension se
agit6 a temperatura ambiente durante 20 horas, luego de las cuales se filtré y se lavé con
metanol y acetona. El filtrado y los lavados unidos se neutralizaron con bicarbonato de sodio
(sdlido y soluci6n saturada). A pH 5-6 se observo la formacion de un precipitado abundante,
por lo que al alcanzar pH 7 se filtré y el filtrado se extrajo con acetato de etilo. El extracto
organico se lavd con agua, se secd sobre sulfato de sodio y luego de evaporar en evaporador
rotatorio se obtuvo un sélido que fue recristalizado de hexano. Se obtuvieron 235 mg
(rendimiento: 50%) de un producto blanco de p.f. 39-40°, puro por cromatografia gaseosa y

que desarrollé coloracion positiva con el reactivo de Ellman.

IR (KBr,cm'1) : 3370 (OH), 2850 (S-CHy), 2520 (SH)
EM (m/z%) : 218 M, 1), 101 (76), 87 (100), 61 (25), 41 (88), 43 (94), 41 (50)
RMN-1H (CDCl;3 + CD30D, 200 MHz) § = 1,29-1,34 (m, 20 H), 1,51-1,58
(m, 1H, -SH), 2,20 (s, 1H, -OH), 2,51 (t, 2H, J = 8Hz, -CHoSH), 3,57 (t, 2H,
J=8Hz, -CH,OH)
RMN-13C (CDCl5 + CD3CN, 200 MHz) &= 24,2 (C-12), 25,4 (C-3), 28,5 (C-10),
28,8 (C-4%), 29,1 (C-5y8%), 29,2 (C-6y 7*), 29,4 (C-9), 31,8 (C-2), 32,4
(C-11), 62,3 (C-1)
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Reduccion del bromuro de S-(12-hidroxi-1-dodecil)-isotiouronio con borohidruro de sodio

A 67 mg de la sal de S-alquilisotiouronio (0,20 mmoles) disueltos en 1 mL de metanol se
agregaron 40 mg de borohidruro de sodio (1,0 mmoles). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se enfri6 sobre hielo y se acidificé con dcido clorhidrico 5%. Se
extrajo con cloruro de metileno y acetato de etilo; las fases orginicas se juntaron y se
secaron sobre sulfato de sodio. Por evaporacién de los solventes se obtuvo un sélido
formado por 12-mercapto-1-dodecanol y 12-hidroxi-1-dodecildisulfuro ( 72 ; EM (m/z,%) :
434 (M*-, 35), 199 (67), 101 (23), 87 (41), 55 (100), 43 (61), 41 (72))

Reaccion de eritro-acetato de (1.4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo (55) con cloruro de (S)-

[a-metoxi-a-(trifluorometil) Jfenilacetilo

A una solucién de 34 mg de eritro-acetato de (1,4-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
afiadieron 140 mg de cloruro de (S)-MTPA. La mezcla reaccioné con agitacion a 27°
durante 21 horas. A este tiempo se tomé una alicuota, el s6lido presente en la misma se
separ6 por centrifugacion y el sobrenadante se analizO6 por cromatografia gaseosa,
verificindose la ausencia de 55. La mezcla de reaccion se transfiri6 a un bafio de hielo y se
volcé sobre agua alcalinizada con bicarbonato de sodio. Se formd un sistema aceitoso que
por agregado de cloruro de metileno formoé dos fases. La fase organica se lavé con 4cido
clorhidrico 2N, agua destilada y luego se secé sobre sulfato de sodio anhidro. Tras evaporar
el solvente a presion reducida se obtuvo un liquido que al ser analizado por cromatografia
gaseosa y espectroscopia de RMN-1H (500 MHZ) revel6 ser una mezcla (pagina 133).
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3. Preparacion de compuestos mediante catalisis enzimdtica

Procedimiento general para las reacciones de acilacion enzimdticas

El sustrato y el agente acilante se mezclaron en la relacién indicada para cada caso. Los
hidroxialcanotioles liquidos formaron soluciones con el agente acilante sin recurrir a un
solvente o cosolvente. Solamente se obtuvieron sistemas bifisicos en los casos de 1-
tioglicerol con ésteres etilicos de resto 4acido mayor que el butanoato. Los
hidroxialcanotioles s6lidos se disolvieron con el éster en un solvente miscible 0 se agregaron
directamente a este ultimo, formandose una mezcla pastosa. Cuando el sustrato (liquido o
solido) y el agente acilante no formaron una solucion, los sistemas heterogéneos resultantes
fueron reactivos frente a las lipasas empleadas, aun sin el agregado de un solvente.

A los sistemas anteriormente descriptos se afiadié la enzima En las preparaciones que se
describirdan a continuacién, el biocatalizador se empled sin ninglin tratamiento previo. La
cantidad de lipasa, el tipo de agitacion y la temperatura se indican en cada caso. El
transcurso de la reaccién se sigui6 por cromatografia gaseosa, para lo cual se tomaron
alicuotas de las que se elimin6 la lipasa por centrifugacion. Alcanzado el grado de
conversion, la enzima se filtré y se lavo con hexano o cloruro de metileno. En los casos en
que las mezclas de reaccion contenian 1-tioglicerol, ditiotreitol, ditioeritritol y 12-mercapto-
1-dodecanol, se efectud un lavado final de la enzima con pequeiias cantidades de metanol.

El filtrado se evapor6 a presi6én reducida y la mezcla resultante se purificé por medio de los
procedimientos cromatograficos que se detallan en cada técnica. Cuando los agentes
acilantes fueron acetato de etilo y propionato de etilo, el exceso de los mismos se eliminé a
presion reducida, mientras que los restantes ésteres etilicos se separaron
cromatograficamente, eluyendo con un solvente de menor polaridad que el empleado para
aislar los productos. La pureza de los productos aislados se confirmé por cromatografia

gaseosa.
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Acetato de 2-mercaptoetilo (2)

2-Mercaptoetanol (0,7 ml, 770 mg, 10 mmoles) reaccion6 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
agitacién magnética.

El producto crudo de reaccion se purifico mediante cromatografia flash. Por eluciéon con

cloruro de metileno se obtuvo el liquido 2 (910 mg , 76%).

IR (film, cm1) : 2570 (SH), 1735 (C=0)
EM (m/z, %) : 120 (M*, 1), 61 (32), 60 (99), 59 (44), 47 (13), 45 (38), 43 (100)
RMN-1H (100 MHz ) &= 1,36 (t, 1 H, =8 Hz, -SH), 1,92 (s, 3 H, -COCH3),
2,49-2,71 (m, 2 H, -OCH,CHoSH), 4,04 (t,2 H, J =7 Hz, -OCH-)
RMN-13C (25 MHz) 8=20,8 (CH3-), 23,2 (-CH,SH), 65,7 (-OCH,CH,SH),
170,4 (-CO-)

Acetato-1-13C de 2-mercaproetilo (4)
2-Mercaptoetanol (0,05 ml, 0,71 mmoles) reaccioné con 1,1 ml de acetato de etilo-1-13C

(11 mmoles) en presencia de 71 mg de CAL a 200 rpm durante 3 horas. Mediante un

procedimiento cromatografico similar al descripto para el compuesto 2 se obtuvieron 83 mg
del liquido 4 (97% de rendimiento)

EM (m/'z, %) : 121 M*, 3), 61 (87), 60 (37), 44 (100)
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Reaccion de acetato-1-13C- de 2-tiolacetoxietilo (5) con octanol catalizada por CAL

Una solucién 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 pagina 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 suspension resultante se agité a 130 rpm y 28°
durante 7 dias.

La purificacién por cromatografia flash (elucién con cloruro de metileno) rindi6 470 mg del
liquido 8 (71%).

IR (film, cm-1) : 2856 (S-CH5), 2570 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 134 (M™-, 14), 74 (66), 60 (99), 47 (100), 45 (100)

RMN-TH (200 MHz) & = 1,15 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,40-1,67 (¢, 1H, J=8 Hz,
-SH), 2,36 (¢, J = THz, 2H, -CHp-CO-), 2,64-2,86 (m, 2H, -CHSH),
4,20 (t, ] = 6Hz , -OCHp-)

RMN-13C (50 MHz ) &=8,9 (-CH3), 23,1 (-CH,SH) , 27,2 (-CHyCO-) , 65,4
(-OCHy-), 173,7 (-CO-)

Butirato de 2-mercaptoetilo (9 )

2-Mercaptoetanol (0,17 ml, 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 dias.
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El liquido resultante se purificé mediante cromatografia flash. Por elucién con hexano-
acetato de etilo 95:5) se obtuvieron 275 mg del liquido 9 ( 77 %).

IR (film, cm"1) : 2580 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, % ) : 148 M™-, 1), 60 (100), 71 (74), 43 (99)

RMN-1H (200 MHz) §=0,96 (1, 3H, J = 8Hz, -CH3), 1,49 (t, 1H, J=9 Hz, -SH),
1,61-1,72 (m, 2H, -CH3CHCHp-), 2,31 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH2CO-),
2,69-2,80 (m, 2H, -CH»SH), 4,20 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH>-)

RMN-13C (50 MHz) &= 13,5 (-CH3), 18,3 (-CH3CH>CH>-), 23,2 (-CH>SH) ,

35,9 (-CH,CH»CO-) , 65,4 (-OCH») , 173,2 (-CO-)

Hexanoato de 2-mercaptoetilo (10 )

2-Mercaptoetanol (0,17 ml, 2,4 mmoles) en 2,0 ml de hexanoato de etilo (12,1 mmoles)
reacciond en presencia de 245 mg de PPL a 25° durante 7 dias.
El crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna. La elucién con hexano-

cloruro de metileno 80:20 dio 354 mg del liquido 10 ( 84%).

IR (film, cm~1) : 2570 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 176 M™, 1), 99 (92), 61 (97), 43 (100), 41 (100)

RMN-1H (200 MHz) & =0,88 (t, 3H, J = 7Hz, -CH3), 1,25-1,32 (m, 6H), 1,44 (t, 1H,
J=9Hz, -SH), 2,34 (1, 2H, ] = 7 Hz, -CH,CO-), 2,67-2,80 (m, 2H,
-CHoSH), 4,18 (t, 2H, J =7 Hz, -OCHp-)

RMN-13C (50 MHz) &= 13,8 (-CH3), 22,3 (-CH,CH3), 23,2 (-CH,SH), 24,6
(-CO-CH»CH»-), 31,3 (-CO-(CH)»CHj3-), 34,1 (-CO-CHp-),
65,5 (-CH>0-), 173,6 (-CO-)
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Octanoato de 2-mercaptoetilo (11)

2-Mercaptoetanol (0,17 mL, 2,4 mmoles) en 2,4 ml de octanoato de etilo (12,2 mmoles) se
trat6 con 238 mg de LIP a 31° durante 8 dias.

El crudo resultante se purifico por cromatografia en columna (eluyente: hexano-cloruro de
metileno 80:20), obteniéndose 332 mg del liquido 11 (68 %).

IR (film, cm™1) : 2572 (SH), 1743 (C=0)
EM (m/z, %) : 204 (M-*-, 1), 145 (100), 127 (94), 61 (67), 57 (66)
RMN-1H (200 MHz) & = 0,86 (t, 3H, J=7 Hz, -CH3), 1,22-1,29 (m, 10 H,
-CHp(CHj)s-), 1,43 (t, 1H, J=9Hz, -SH), 2,33 (t,2H, J=7Hz
-CH,CO-), 2,67-2,79 (m, 2H, -CHoSH), 4,19 (t, 2H, J=7 Hz, -OCH»-)
RMN-13C (50 MHz) 8= 14,2 (-CH3), 22,4 (-CH,CH3), 23,2 (-CH,SH), 25,0
(-CO-CHyCHp-), 29,3 (-CO-(CH)2(CHp)-), 31,8 (-CH2CH,CHg),
34,2 (-CO-CHp-), 65,4 (-CHy0-), 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 durante 24 horas a 32° y 150 rpm.
El producto crudo resultante se purifico por cromatografia en columna (eluyente: hexano-

cloruro de metileno 80:20), obteniéndose 308 mg del liquido 12 (63%).

IR (film, cm"1) : 2570 (SH), 1744 (C=0)
EM (m/z, %) : 173 (61), 61 (86), 60 (100), 57 (79)
RMN-1H (200 MHz) 8=0,85 (t, 3H, J =7 Hz, -CH3), 1,21-1,30 (m, 14H,
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-CHy(CHp)7-), 1,45 (t, 1H, J=9 Hz, -SH), 2,33(t,2H, J=7Hz
-CH7CO-), 2,68-2,81 (m, 2H, -CH2SH), 4,20 (t, 2H, J =7 Hz, -OCH>-),
RMN-13C (50 MHz) &= 13,9 (-CH3), 22,4 (-CHyCH3), 23,2 (-CHoSH), 24,8
(-CO-CHCHy-), 29,0 (-CO-(CHz),C*Hy-), 29,1 (-CO-(CH2)3(C*Hp)y-),
29,3 (-CO-(CH,)5-CO-), 31,8 (-CH,CH,CH3), 34,1 (-CO-CH»-),
65,4 (-CH20-), 173,6 (-CO-)

Dodecanoato de 2-mercaptoetilo (13)

2-Mercaptoetanol (0,17 ml, 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 cromatografia en columna del liquido resultante (elucion con hexano-cloruro de metileno

80:20) rindié 319 mg del liquido 13 (51 %).

IR (film, cm~1) : 2575 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 200 (94), 71 (89), 61 (79), 60 (94), 57 (96), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) & =0,86 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,20-1,28 (m, 18H,
-CH(CH2)9-), 1,46 (t, 1H, J =8 Hz, -SH), 2,32 (t, 2H, J=7 Hz,
-CHyCO-), 2,69-2,81 (m, 2H, -CH>SH), 4,19 (t, 2H, J =7 Hz, -OCH»-)

RMN-13C (50 MHz) &= 14,1 (-CH3), 22,5 (-CHCH3), 23,2 (-CH,SH), 24,8
(-CO-CHpCHy-), 29,10 (-CO-(CH3)2-C*Hp-), 29,17
(-CO-(CH2)3-(C*H2)2-), 29,24 (-CO-(CHp)5-C*Hy-), 29,4
(-CO-(CHp)6-C*Hp-), 29,5 (-CO-(CH2)7-C*Hp-), 31,7 (-CHCH,CH3),
34,1 (-CO-CHy-), 65,4 (-CH0-), 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 mlL de acetato de etilo (30,7
mmoles) se agregaron 200 mg de PPL. La suspension se agité magnéticamente durante 24
horas a 28°.

Por cromatografia flash, utilizando hexano como eluyente, se obtuvieron 240 mg del liquido
18 (89%)

IR (film, cm-1) : 2572 (SH), 1745 (C=0)
EM (m/z , %) : 134 (M*, 10), 74 (100), 47 (58), 43 (88)
RMN-1H (200 MHz) 5= 1,40 (t, 1H, J = 8 Hz, -SH), 1,87-2,01 (m, 2H, -CH,CH,SH) ,
2,06 (s, 3H, -CH3), 2,55-2,67 (m, 2H, -CHpCH2SH), 4,18 (t, 2H, J =8 Hz,
-OCHp-)
RMN-13C (50 MHz) &=21,1 (-CH3), 29,7 (-CH,SH), 32,8 (-OCH,CH>-),
62,5 (-OCHy-), 171,1 (-CO-)

Butanoato de 3-mercaptopropilo ( 19)

3-Mercapto-1-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 cromatografia en columna (eluyente: hexano-acetato de etilo 90:10) se obtuvieron 139

mg del liquido 19 (86%).

IR (film, cm-1) : 2568 (SH), 1741 (C=0)

EM (m/z, %) : 162 (M*-, 1), 74 (100), 71 (65), 43 (59)

RMN-1H (200 MHz) &=0,95 (t, 3H, J = 8 Hz, -CH3), 1,45 (t, 1H, J = 9 Hz, -SH),
1,59-1,70 (m, 2H, CH3CH>CH>-), 1,90-2,05 (m, 2H, -CH,CH5SH),
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2,30 (t, 2H, J = 8 Hz, -CHCO-), 2,58-2,69 (m, 2H, -CH,SH), 4,10
(t, 2H, ] = 7 Hz, -OCHj-)
RMN-13C (50 MHz) § = 13,5 (-CH3), 18,4 (-CH,CH3), 29,4 (-CH,SH), 32,5
(-CH,CH,SH), 34,0 (-CO-CHy-), 62,3 (-OCHy-), 173,2 (-CO-)

Hexanoato de 3-mercaptopropilo ( 20 )

A 65 mg de 3-mercapto-1-propanol (0,71 mmoles) en 0,61 mL de hexanoato de etilo (3,6
mmoles) se agregaron 78 mg de LIP. La suspensiOn resultante se agité a 27° y 200 rpm
durante 24 horas.

La cromatografia en columna del crudo de reaccién condujo, mediante elucién con hexano-

cloruro de metileno 80:20, a 113 mg del liquido 20 (84%).

IR (film, cm'1) : 2570 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 190 (M*-, 10), 117 (83), 99 (100), 75 (88), 47 (77), 41 (94)

RMN-1H (200 MHz) §=0,87 (t, 3H, J=THz, -CH3), 1,24-1,31 (m, 6H, CH3(CH»)3-),
1,42 (1, 1H, J=8Hz, -SH), 1,88-2,00 (m, 2H, -CH,CH,SH), 2,34
(t, 2H, J = THz, -CH5CO-), 2,54-2,65 (m, 2H, -CH2SH), 4,11
(t, 2H, J = THz, -OCH»-)

RMN-13C (50 MHz) &= 13,7 (-CH3), 22,2 (-CHyCH3), 24,5 (-CO-CHoCH»-), 29,4
(-CH2SH), 31,1 (-CHpCH,CH3), 32,4 (-OCHCHj-), 34,2 (-CO-CH>-),
62,2 (-CH20-), 173,6 (-CO-)

Octanoato de 3-mercaptopropilo ( 21)

3-Mercapto-1-propanol (92 mg, 1,0 mmoles) y 0,95 ml de 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 cromatografia en columna del crudo de reaccion (elucién con hexano-cloruro de metileno

80:20) dio 192 mg del liquido 21 (88%).

IR (film, cm-1) : 2570 (SH), 1740 (C=0)

EM (w/z, %) : 218 (M1, 1), 127 (33), 74 (100), 57 (30)

RMN-1H (200 MHz) =0,85 (t, 3H, J =7 Hz, -CH3), 1,21-1,30 (m, 10 H,
-CHy(CH»)s-), 1,45 (t, 1H, J=9 Hz, -SH), 1,88-2,02
(m, 2H, -CHyCH,SH), 2,33 (t, 2H, J = 8 Hz, -CHCO-), 2,56-2,67
(m, 2H, -CHyCH,SH), 4,10 (t, 2H, J =8 Hz, -OCHj-)

RMN-13C (50 MHz) 8 =14,0 (-CH3), 22,3 (-CH5CH3), 24,9 (-CH>CH,CO-), 29,3
(CH3(CH2)2(C*Ha)-), 29,4 (-C*HySH), 31,6 (-CH,CHoCH3), 32,5
(-CH,CH,SH), 34,0 (-CH7CO-), 62,6 (-CHy0-), 173,7 (-CO-)

Acetato de 4-mercaptobutilo (22 )

4-Mercapto-1-butanol (269 mg, 2,5 mmoles) en 3,8 ml de acetato de etilo (38,9 mmoles) se
hicieron reaccionar en presencia de 255 mg.de PPL a 200 rpm y 30° durante 42 horas.

Por cromatografia flash utilizando hexano-acetato de etilo 80:20 como cluyente se aislaron
308 mg de 22 (82 %).

IR (film, cm’1) : 2574 (SH), 1735 (C=0)

EM (m/z %) : 88 (62), 60 (65), 47 (22), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) & =1,36 (t, 1H, J = 8 Hz, -SH), 1,64-1,79 (m, 4H,
-CH,CH,CH,SH), 2,05 (s, 3H, -CH3), 2,51-2,62 (m, 2H, -CH,SH), 4,08
(t, 2H, J =7 Hz, -OCHp-)

RMN-13C (50 MHz) & = 20,8 (-CH3), 24,1 (-CH,SH), 27,2 (-OCH,CHy-),
30,3 (-CH>CH»SH), 63,7 (-OCH>-), 170,9 (-CO-)
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Hexanoato de 4-mercaptobutilo ( 23 )

4-Mercapto-1-butanol (81 mg, 0,76 mmoles) en 0,62 ml. de hexanoato de etilo (3,7
mmoles) reaccioné con 200 mg de CCL a 30° y 190 rpm durante 7 dias.
La cromatografia en columna del crudo de reaccion (eluyente: hexano-cloruro de metileno

80:20) rindi6 94 mg del liquido 23 (61%).

IR (film, cm1) : 2575 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 117 (70), 99 (84), 88 (54), 47 (31), 43 (100), 41 (87)

RMN-1H (200 MHz) §=0,86 (t, 3H, J=THz, -CH3), 1,26-1,32 (m, 6H, CH3(CH>)3-),
1,38 (t, 1H, J=8 Hz, -SH), 1,67-1,80 (m, 4H, -CH>,CH,CH,SH), 2,36
(t, 2H, J = 8Hz, -CH,CO), 2,52-2,61 (m, 2H, -CH,>SH), 4,07
(t, 2H, J = THz, -OCH3-)

RMN-13C (50 MHz) & = 13,8 (-CH3), 22,3 (-CH5CH3), 24,2 (-C*HsSH), 24,6
(-COCH,C*Hy-), 26,9 (-OCH>CH»-), 30,4 (-CH2CH,SH), 31,4
(-CH,CH,CH3), 33,9 (-COCH»-), 64,1 (-OCHj3-), 173,5 (-CO-)

Octanoato de 4-mercaptobutilo (24)

A 57 mg de 4-mercapto-1-butanol (0,54 mmoles) y 0,52 mL de octanoato de etilo (2,7
mmoles) se agregaron 168 mg de CCL. La suspension resultante se agit6 durante 48 horas a
30°y 190 rpm.

Se aislaron 101 mg del liquido 24 (80%) luego de cromatografiar en columna el crudo de

reaccion (elucion con hexano-cloruro de metileno 80:20).

IR (film, cm-1) : 2570 (SH), 1745 (C=0)
EM (m/z, %) : 88 (44), 47 (57), 43 (74), 41 (100)
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RMN-1H (200 MHz) & = 0,84 (1, 3H, J=7Hz, -CHs), 1,21-1,30 (m, 10 H,
-CH5(CH»)s-), 1,41 (t,J=8 Hz, 1H, -SH), 1,65-1,79 (m, 4H,
-CH2CH,CH,SH), 2,32 (t, 2H, J = THz, -CHCO-), 2,49- 2,60 (m, 2H,
-CH,SH), 4,08 (t, 2H, J=7 Hz, -OCH»-)

RMN-13C (50 MH2) & = 13,9 (-CH3), 22,4 (-CH)CH3), 24,2 (-C*H,SH), 24,8
(-COCH,CHj»-), 26,9 (-OCH,CH»-), 29,3 (CH3(CH3)2(CH3)2-), 30,5
(-CH2CH,SH), 31,7 (CH3CH2CHy-), 34,1 (-COCH5-), 64,0 (-OCH3-),
173,5 (-CO-)

Acetato de 8-mercaptooctilo (25)

8-Mercapto-1-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 dias en presencia de 54 mg de LIP.

El compuesto 25 se aisl6 mediante cromatografia flash, eluyendo con hexano-acetato de
etilo 95:5 (56 mg, 85%).

IR (film, cm-l) : 2868 (S-CHj), 2572 (SH), 1749 (CO)

EM (m/z, %) : 55 (39), 47 (15), 43 (100), 41 (36)

RMN-1H (200 MHz) & = 1,23-1,40 (m, 8H), 1,52-1,70 (m, 5H), 2,02 (s, 3H, -CH3),

2,44-2,55 (¢, 2H, ] = 8 Hz, -CH,SH), 4,03 (t, 2H, J = 8 Hz, -OCH>-)

RMN-13C (50 MHz) § =20,9 (-CH3), 24,5 (-CH,SH), 25,8 (-OCH,CH,CH>-),
28,2 (-OCH,C*Hj-), 28,5 (-C*HyCH,CH,SH), 29,0
(-C*HCHH(CHy)3SH), 29,3 (-C¥HoCHH(CHp)3SH ), 33,9
(-CH,CH3SH), 64,5 (-OCH»-), 171,1 (-CO-)
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Hexanoato de 8-mercaptooctilo (26 )

8-Mercapto-1-octanol (0,35 mmoles) y 0,37 mL de hexanoato de etilo (2,2 mmoles) se
hicieron reaccionar 8 dias a 33° y 210 rpm en presencia de 32 mg de LIP.

Tras purificar por cromatografia en columna el producto crudo de reaccién (hexano-acetato
de etilo 90:10) se aislaron 82 mg del liquido 26 (91%).

IR (film, cm~1) : 2570 (SH), 1740 (C=0)

EM (m/z, %) : 260 (M*, 1), 117 (51), 99 (71), 47 (28), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) 5= 0,89 (t, 3H, J=7Hz, -CH3), 1,21-1,40 (m, 14H), 1,55-1,70
(m, SH), 2,28 (t, 2H, J=8Hz, -CH,CO-), 2,46-2,56 (m, 2H, -CH,SH), 4,10
(t, 2H, J= THz, -OCH»-)

RMN-13C (50 MHz) 5= 13,8 (-CH3), 22,2 (-CHyCH3), 24,5 (-C*HpSH), 24,6
(-CO-CHy-C*H»-), 25,8 (-OCHyCH,CH»-), 28,3 (-OCHoC#Hj-), 28,6
(-C*HyCH,CH,SH), 29,0 (-C@H,CH,(CHy)3SH), 29,5
(-CHyC@H,(CH5)3SH), 31,3 (-CH>CH,CH3), 33,9 (-CO-C'Hy-), 34,3
(-C"HyCH,SH), 64,2 (-OCHy-), 173,8 (-CO-)

Octanoato de 8-mercaptooctilo (27)

8-Mercapto-1-octanol (40 mg, 0,25 mmoles) y 0,27 mL de octanoato de etilo (1,4 mmoles)
se hicieron reaccionar durante 45 horas a 33° y 210 rpm en presencia de 23 mg de LIP.
La cromatografia en columna del crudo de reaccién (eluyente: hexano-acetato de etilo

90:10) permiti6 obtener 63 mg del liquido 27 (89%).

IR (film, 1) : 2868 (S-CHp), 2577 (SH), 1742 (CO)
EM (m/z, %) : 145 (45), 127 (59), 57 (72), 55(100), 47 (20), 43 (55), 41 (89)
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RMN-1H (200 MHz) &= 0,87 (t, 3H, J= 7 Hz, -CH3), 1,20-1,35 (m, 18H), 1,53-1,66
(m, 5H), 2,27 (t, 2H, J =7 Hz, -CH»CO-), 2,44-2,56 (m, 2H, -CH,SH),

4,08 (t, 2H, J = 7 Hz, -OCH>»-)

RMN-13C (50 MHz) &= 13,9 (-CH3), 22,5 (-CH>CH3), 24,5 (-CH,SH), 24,9
(-CH5(CH3)>CH3), 25,8 (-OCH,CH)CH>-), 28,3 (-OCH,C*Hy-), 28,6
(-C*H2CHCH,SH), 28,8 (-CH3CH2(CHy)z-), 29,0 (-C*H2CH(CHp)3SH),
29,6 (-CHoC*H,(CHp)3SH), 31,6 (-CH)CH,CHz), 33,9 (-COC@H,-),

34,3 (-C@H,CH,SH), 64,2 (-CH20-), 173,8 (-CO-)

Acetato de 12-mercaptododecilo (28 )

12-Mercapto-1-dodecanol (97 mg, 0,45 mmoles) se disolvié en 0,7 ml de acetato de etilo
(7,1 mmoles) por calentamiento a 40°. Se dejé llegar a temperatura ambiente y a la solucién
formada se le agregaron 44 mg de LIP. La reaccion se llevé a cabo a 30° y 170 rpm durante
7 dias.

El liquido 28 se aislé por mediante cromatografia flash, empleando como eluyente hexano-
acetato de etilo 98:2. (84 mg, 73 %).

IR (film, cm-1) : 2855 (S-CHy-), 2573 (SH), 1736 (CO)

EM (m/z, %) : 260 M+, 1), 61 (36), 55 (82), 47 (15), 43 (100), 41 (54)

RMN-1H (200 MHz, CDCl3) & = 1,24-1,43 (m, 16H), 1,54-1,65 (m, SH), 2,04

(s, 3H, -CH3), 2,47-2,58 (m, 2H, -CH,SH), 4,05 (t, J = 7 Hz, 2H, -OCH>-)

RMN-13C (50 MHz, CDCl3) 3 = 21,0 (-CH3), 24,6 (-CH2SH), 25,9 (-OCH,CH,CH>-),
28,3 (-OCHyC*Hp-), 28,6 (-C*HyCH,CHoSH), 29,0 (-O(CHp)3C*H)-,
-O(CH2)4C"Hy-), 29,2 (-O(CHp)s (C*Hp)3-), 29,5 (-CHp(CHa)3SH),
34,0 (-CH7CH,SH), 64,6 (-CH50-), 171,2 (-CO-)
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Butirato de 12-mercaptododecilo (29 )

A una suspensién de 49 mg de 12-mercapto-1-dodecanol (0,22 mmoles) en 0,15 ml (1,13
mmoles) de butirato de etilo se agregaron 25 mg de LIP. El sistema se agit6 a 210 rpmy 33°
durante 45 horas.

El producto crudo de la mezcla de reaccion se sembré mediante pastilla en una columna de
silicagel; por elucién con hexano-acetato de etilo 95:5 se obtuvieron 53 mg del liquido 29
(82 %)

IR (film, cm"1) : 2862 (S-CHy), 2574 (SH), 1738 (C=0)

EM (m/z, %) : 288 (M™*-,2), 89 (72), 71 (100), 47 (18), 43 (94), 41 (82)

RMN-1H (200 MHz) & = 0,95 (t, 3H, J = 8 Hz, -CH3), 1,24-1,36 (m, 16H), 1,60-1,71
(m, 7H), 2,28 (t, 2H, J = 8 Hz, -CH,CO-), 2,52 (c, 2H, J =7 Hz, -CH,SH),

4,06 (t, 2H, J = THz, -OCHj-)

RMN-13C (50 MHz) & = 13,5 (-CH3), 18,4 (-CH,CH3), 24,6 (-CH,SH), 25,8
(-OCH3CH,CH»-), 28,2 (-OCH,C*Hy-), 28,6 (-C*Hy(CH3),SH), 28,9
(-O(CH2)3C*Hy- , -O(CH2)4C*Hy-), 29,2 (-O(CHp)s5(C*Hp)3-), 29,5
(-CH2(CH3)3SH), 34,0 (-CH,CH3SH), 36,0 (-COCHy-), 64,7 (-OCHp-),
173,3 (-CO-)

Acetato de 1-mercapto-2-propilo ( 30 )

1-Mercapto-2-propanol (0,3 ml, 314 mg, 3,4 mmoles) se disolvié en 5 ml (51 mmoles) de
acetato de etilo. Se agregaron 344 mg de LIP y el sistema formado se agit6é a 200 rpm y 30°
durante quince dias.

El compuesto 30, liquido, se aislé luego de una cromatografia flash, utilizando cloruro de

metileno como eluyente (50 mg , 11 %)
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EM (m/z, %) : 134 (M, 1), 74 (95), 47 (10), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz, CDCly) & =1,27 (d, J =7 Hz, 3H, -CHCH3), 1,40 (t, = 8 Hz,
1H, -SH), 2,03 (s, 3H, -COCH3), 2,65 (m, 2H, -CH,SH), 4,96-5,02
(m, 1H, -CH-)

Acetato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 32)

A una solucién de 0,86 mL de 1-tioglicerol (1,07 g , 9,9 mmoles) en 15 mL de acetato de
etilo (153 mmoles) se agregaron 1 g de PPL. La reaccién transcurrié a 150 rpm y 25°
durante 15 dias.

La cromatografia flash de la mezcla final de reaccion (elucién con hexano-acetato de etilo

1:1) condujo a 1,10 g de 32, un liquido aceitoso. (74%)

IR (film, cm1) : 3440 (OH), 2572 (SH), 1730 (CO)
EM (m/z, %): 132 (M™-18, 4), 90 (69), 77 (57), 47 (62), 43 (100)
RMN-1H (100 MHz) §=1,51(t, 1H, J=9 Hz, -SH), 2,08 (s, 3H, -COCH3), 2,60-2,73
(m, 2H, -CH5SH), 3,14 (s,, 1H, -OH), 3,79-3,93 (m, 1H, -CH-), 4,06-4,20
(m, 2H, -CH0CO-)
RMN-13C (50 MHz) & =20,6 (-CH3), 27,7 (-CH,SH), 66,1 (-CH,OCO-),
70,1 (-CHOH), 171,0 ((COCH3)
La asignacién de las sefiales a 66,1 y 70,1 ppm se confirmé por medio de un
espectro de RMN-13C-DEPT.
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Propionato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 33 )

1-Tioglicerol (0,58 ml, 6,7 mmoles) en 3,8 ml de propionato de etilo (32 mmoles) se agit6 a
32°y 200 rpm durante 2 horas en presencia de 1,96 g de CAL.

Concluida la reaccién, el producto crudo resultante se purificé por cromatografia en
columna. La elucién con hexano-acetato de etilo 85:15 dio lugar a 102 mg de un liquido que

fue identificado como propionato de (3-mercapto-2-propanoxi)-1-propilo ( 40 )

IR (film, cm~1) : 2881 (SCHy), 2572 (SH), 1749 (CO)

EM (w/z, %) : 57 (100), 41 (22)

RMN-1H (200 MHz) §=1,13 (t, 3H, J=8 Hz, -CHyOCO(CH),CH"3), 1,15
(t, 3H, J=8 Hz, -CHOCO(CH5)2CH*3), 1,46 (t, 1H, J=9 Hz, -SH),
2,33 (¢, 2H, J=8 Hz, -CHpOCOCH*2CH,CH3), 2,35 (c, 2H, J =8 Hz,
-CHOCOCH',CH,CH3), 2,69-2,77 (m, 2H, -CH,SH), 4,22 (dd, 1H,
J=6 Hz, -CH*HOCO-), 4,35 (d4, 1H, J=4 Hz, -CHH*0CO-),
5,02-5,13 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13C (50 MHz) & = 9,0 (CH3CH,COOCH>- y CH3CH,COOCH-), 27,4
(CH3C*HyCH,COOCH,- y CH3C*HpCHCOOCH-), 27,5 (-C*H,SH),
63,0 (-CH>0CO-), 72,1 (-CHOCO-), 173,6 (-CHOCO-), 173,9 (-CH»0OCO-)

Por elucién con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 543 mg (49%) de propionato de

(3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 33, liquido aceitoso)

IR (film, cm-1) : 3600 (OH), 2888 (S-CHp), 1749 (CO)

EM (m/z, %) : 146 (M*+--18, 4), 90 (34), 57 (100), 47 (30)

RMN-1H (200 MHz) §= 1,14 (t, 3H, J=7 Hz, CH3CH,CO-), 1,49 (t, 1H, J=9 Hz,
-SH), 2,34 (¢, 2H, J = 7 Hz, -CH3CH,CO-), 2,53 (s, 1H, -OH), 2,60-2,77
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(m, 2H, -CH>SH), 3,82-3,93 (m, 1H, -CHOH), 4,13 (d4, 1H, J; =5Hz
J5 =3 Hz, -CH*H'OCO-), 4,20 (dd, 1H, J| =3 Hz; J5 =5 Hz, -CHH*OCO-)
RMN-13C (50 MHz) 5= 8,9 (CH3CH,CO-), 27,3 (CH3CH,CO-), 28,1 (-CH,SH),
66,2 (-CH»OCO-), 70,4 (-CHOH), 174,5 (-COOCH>-)

Butirato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo (34 )

1-Tioglicerol (0,14 ml, 1,6 mmoles) y 1,1 ml de butirato de etilo (8,3 mmoles) se dejaron
reaccionar en presencia de 160 mg de LIP durante 20 horas a 150 rpm.
Por cromatografia en columna del crudo de reaccién (eluyente: hexano-acetato de etilo

80:20), se aislé un liquido aceitoso identificado como 34 (175 mg, 61 %)

IR (film, cm"1) : 3500 (OH), 2570 (SH), 1745 (C=0)

EM (m/z, %) : 160 (M*--18, 3), 90 (27), 71 (96), 72 (45), 47 (24), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) 8= 0,96 (t, 3H, J = 8 Hz, -CH3), 1,50 (t, 1H, J=9 Hz, -SH),
1,60-1,71 (m, 2H, CH3CH,CHp-), 2,29 (, 2H, J =8 Hz, -CH,CO-), 2,46
(s, 1H, -OH), 2,62-2,73 (m, 2H, -CH»SH), 3,79-3,91 (m, 1H, -CHOH), 4,12
(d4, 1H, J; =5Hz Jo =2 Hz, -CH*HOCO-), 4,19 (dd, 1H, J; =2 Hz
J» =5 Hz, -CHH *OCO-)

RMN-13C (50 MHz) 5= 13,4 (-CH3), 18,5 (-CH>CH3), 28,0 (-CH,SH), 36,1

(-COCH»-), 66,1 (-CH20-), 70,4 (-CHOH), 173,0 (-CO-)

Hexanoato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 35)

1-Tioglicerol (0,14 mlL 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 reaccién condujo, tras elucién con hexano-

acetato de etilo 1:1 a 219 mg de 35, un liquido aceitoso. (66 %)

IR (film, cm°1) : 3550 (OH), 2573 (SH), 1746 (C=0)

EM (m/z, %) : 188 (M+--18, 1), 99 (100), 90 (20), 72 (58), 43 (84)

RMN-1H (200 MHz) & = 0,87 (t, 3H, J=7 Hz, -CH3), 1,24-1,31 (m, 6H,
CH3-(CHp)3-), 1,50 (t, 1H, J=9 Hz, -SH), 2,14 (s, 1H, -OH), 2,33
(t, 2H, J = 7 Hz, -CH2CO-), 2,58-2,70 (m, 2H, -CHSH), 3,78-3,87
(m, 1H, -CHOH), 4,11 (dd, 1H, J; =5 Hz;J, =2 Hz, -CH*H'0CO-),
4,18 (dd, 1H, J; =2 Hz; J, =5 Hz, -CHH*0OCO-)

RMN-13C (50 MHz) & = 13,7 (-CH3), 22,1 (-CH,CH3), 24,4 (-CO-CH,CH)-), 27,9
(-CH,SH), 31,0 (-CO-(CHy);-CHp-), 34,0 (-CO-CHj-), 66,0 (-CH,OCO-),

70,3 (-CHOH), 173,8 (-CO-)

Decanoato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 36 )

1-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 reaccién (eluyente: hexano-acetato de etilo 1:1)

rindié 451 mg de 36 (87 %)

IR (film, cm!) : 3560 (OH), 2576 (SH), 1743 (C=0)

EM (m'z, %) : 244 (M*-18, 4), 155 (93), 90 (61), 72 (100), 47 (21), 43 (90)

RMN-1H (200 MHz) &= 0,87 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,20-1,28 (m, 14H,
CH3-(CH,)7-), 1,49 (t, 1H, J=9 Hz, -SH), 2,15 (t, 2H, J=7Hz,
-CH,CO-), 2,46 (s, 1H, -OH), 2,61-2,73 (m, 2H, -CH,SH), 3,80-3,93
(m, 1H, -CHOH), 4,12 (dd, 1H, J; =5 Hz; J, =3 Hz, -CH*HOCO-),
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4,19 (d4, 1H, J; =3 Hz J =5 Hz, -CHH*0CO-)

RMN-13C (50 MHz) & = 13,9 (-CH3), 22,5 (-CH7CH3), 24,8 (-CO-CH,CH)-), 28,0
(-CH,SH), 29,0 (-CO-(CHp)oC*Hy-), 29,1 (-CO-(CHp)3-(C*Hp)p-), 29,3
(-CO-(CHp)5-C*Hy-), 31,7 (-CH,CH,CH3), 34,2 (-CO-CHj-), 66,1
(-CH,0-), 70,4 (-CHOH), 173,9 (-CO-)

Dodecanoato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 37)

A 0,17 mL de 1-tioglicerol (2,0 mmoles) en 2,5 mL de dodecanoato de etilo (9,5 mmoles) se
agregaron 598 mg de CCL. La suspension resultante se agit6 a 30° durante 24 horas.
Con el producto evaporado resultante se prepar6 una pastilla que se sembré en una columna

de silicagel. Por elucién con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 446 mg de 37 (79%).

IR (film, cnr 1) : 3480 (OH), 2855 (S-CHy), 2578 (SH), 1742 (CO)

EM (m/z, %) : 272 (Mt--18, 4), 183 (78), 90 (52), 72 (93), 57 (86), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) &= 0,88 (t, 3H, J = 6 Hz, -CH3), 1,20-1,27 (m, 18H,
CH3-(CH)9-), 1,54 (t, 1H, J=9 Hz), 2,11 (s,, 1H, -OH), 2,35
(t, 2H, J=7Hz, -CHyCO-), 2,61-2,72 (m, 2H, -CH»SH), 3,75-3,86
(m, 1H, -CHOH), 4,11 (dd, 1H, J; =5Hz, Jp =2 Hz, -CH*H0CO-),
4,18 (dd, 1H, J; =2 Hz; J5 =5 Hz/-CHH*OCO-)

RMN-13C (50 MHzZ) & =14,0 (-CH3), 22,6 (-CHyCH3), 24,8 (-CO-CHyCH>-), 28,1
(-CHaSH), 29,0 (-CO-(CHp)2-C*Hy-), 29,16 (-CO-(CH2)3-(C*Hp)2-),
29,22 (-CO-(CH3)5-C*Hj-), 29,3 (-CO-(CHa)g-C*Hy-), 29,5
(-CO-(CH3)7-C*Hy-), 31,8 (-CHoCH,CH3), 34,1 (-CO-CHy-), 66,1
(-CH,0-), 70,4 (-CHOH), 173,9 (-CO-)
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Tetradecanoato de (3-mercapto-2-hidroxi)-1-propilo ( 38 )

1-Tioglicerol (0,17 ml, 2,0 mmoles) y 2,95 mL de tetradecanoato de etilo (10 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 evaporacion se prepar6 una pastilla que se sembré en una columna de
silicagel. Por elucién con hexano-acetato de etilo 1:1 se obtuvieron 410 mg (65%) de un

liquido aceitoso identificado como 38.

IR (film, cm1): 3500 (OH), 2571 (SH), 1742 (C=0)

EM (m/z, %) : 300 (M*--18, 5), 72 (69), 55 (67), 45 (62), 43 (87), 41 (100)

RMN-1H (200 MHz) & = 0,88 (t, 3H, J = 6 Hz, -CH3), 1,26-1,32 (m, 22 H,
CH3-(CH2)11-), 1,50 (t, 1H, J=9 Hz, -SH), 2,35 (t, 2H, =7 Hz,
-CH5CO-), 2,54 (s, 1H, -OH), 2,61-2,82 (m, 2H, -CH,SH), 3,84-3,90
(m, 1H, -CHOH), 4,14 (d4, 1H, Jj = 5 Hz J, =3 Hz, -CH*HOCO-),

4,21 (dd, 1H, Jj =3 Hz J» =5 Hz, -CHH*0CO-)

RMN-13C (50 MHz) 8 = 13,9 (-CH3), 22,5 (-CH,CH3), 24,7 (-CO-CHyCH>-), 28,0
(-CH,SH), 29,0 (-CO-(CH2)2-C*Hp-), 29,15 (-CO-(CH2)3-(C*Hp)2-),
29,22 (-CO-(CHp)5-(C*Hp)2-), 29,3 (-CO-(CH2)7-(C*Hy)2-), 29,5
(-CO-(CHy)9-C*H»-), 31,7 (-CH3CHoCH3), 34,0 (-CO-CH3-), 66,0
(-CH>0-), 70,4 (-CHOH), 173,8 (-CO-)

treo-Acetato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo (54 )

A una solucién 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 agit6 a 30° y 180 rpm durante
40 horas.
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Con el producto crudo de reaccién se preparé una pastilla que se sembré en una columna
cromatografica. La elucién con hexano-acetato de etilo 65:35 dio 108 mg de un aceite
identificado como 54 (44%).

IR (film, cm'1) : 3460 (OH), 2559 (SH), 1748 (CO)

EM (m/z, %) : 60 (25), 47 (63), 45 (50), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) &= 1,44-1,52 (m, 1H, -CH,SH" en C4), 1,55-1,62 (m, 1H,
-CHpSH" enC-1) 2,13 (s, 3H, -CH3), 2,58- 2,69 (m, 2H, -CH"SH en
C-4), 2,76-2,85 (m, 2H, -CH>*SH en C-1), 3,92- 4,02 (m + s,, 2H, -CHOH),
4,95-5,03 (m, 1H, -CHOCOCH3)

RMN-13C (50 MHz) &= 20,3 (-CH3), 24,5 (-CH2-CHOCO-), 28,2 (-CH-CHOH),
71,6 (-CHOH), 75,5 (-CHOCO-), 170,5 (-CO-)

Por posterior elucién con acetato de etilo-metanol 95:5 se recuperaron 112 mg de

ditiotreitol sin reaccionar.
treo-Hexanoato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo ( 56 )

Ditiotreitol (154 mg, 1,0 mmoles) y 1,3 ml de hexanoato de etilo (7,9 mmoles) reaccionaron
en presencia de 296 mg de CAL durante 23 horas a 210 rpm y 25°.

El producto crudo final de reaccion se sembr6 en una columna cromatografica mediante una
pastilla. Por elucién con hexano-acetato de etilo 70:30 se obtuvieron 108 mg de 56 como un
aceite (43 %).

IR (film, cm~1) : 3470 (OH), 2861 (SCHy), 2572 (SH), 1742 (CO)
EM (m/z, %) : 136 (32), 117 (26), 99 (100), 47 (24), 43 (87), 41 (33)
RMN-1H (200 MHz) 5= 0,88 (t, 3H, J=7 Hz, -CHj3), 1,25-1,32 (m, 6H,
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CH3(CHy)3-), 1,45-1,52 (m, 1H, -CH,SH* en C-4), 1,56-1,66 (m, 1H,
-CH,SH" en C-1), 2,35 (1, 2H, J = 8 Hz, -CH,CO-), 2,54-2,64 (m, 2H,
-CH*SH en C-4), 2,73-2,85 (m, 2H, -CHo"SH en C-1), 3,90-3,98 (m + s,,
2H, -CHOH), 4,93-5,01 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13C (50 MHz) &= 13,8 (-CH3), 22,2 (-CHyCHj3), 24,5 (-CO-CHoC*Hy-), 24,6
(-C*Hy-CHOCO-), 28,2 (-CH,-CHOH), 31,2 (-CH,CH,CH3), 34,2
(-CO-CH»-), 71,7 (-CHOH), 75,2 (-CHO-CO-), 173,3 (-CO-)

El ditiotreitol sin reaccionar se eluyé con acetato de etilo-metanol 95:5 (85 mg)
treo-Dodecanoato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-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 reaccién se armé una pastilla que se sembré en una columna
cromatografica. La elucion con hexano-acetato de etilo 75:25 dio 128 mg de un aceite
identificado como 57 (41%).

IR (film, cm1) : 3470 (OH), 2861 (S-CHy), 2565 (SH), 1742 (CO)

EM (/z, %) : 136 (14), 71 (31), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) & =0,87 (t, 3H, J =7 Hz, -CH3), 1,21-1,26 (m, 18H,
CH3-(CH»)g-), 1,46-1,53 (m, 1H, -CH)SH®* en C-4), 1,57-1,63 (m, 1H,
-CHoSH* en C-1), 2,32 (t, 2H, J = 7 Hz, -CH»CO-), 2,59-2,66 (m, 2H,
-CH,*SH en C-4), 2,75-2,83 (m, 2H, -CH»*SH en C-1), 3,96-4,07 (m +s,,
2H, -CHOH), 4,95-5,03 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13 C (50 MHz) &=14,0 (-CH3), 22,6 (-CH>CH3), 24,6 (-C*H>CHO-CO-), 24,9
(-CO-CH>CH»-), 24,9 (-CO-CHoCH>-), 28,1 (-CH»-CHOH), 29,07
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(-CO-(CHp)p-C"Hy-), 29,16 (-CO-(CH)3-(C"Hp)p-), 29,23 (-CO-(CHp)s-
C*Hp-), 29,4 (-CO-(CHp)6-C*Hy-), 29,5 (-CO-(CH)7-C*Hy-), 31,8
(-CH>CHCH3), 34,2 (-CO-CHp-), 71,8 (-CHOH), 75,3 (-CHOCO-),
173,2 (-CO-)

La elucién con acetato de etilo-metanol 95:5 permitié recuperar 169 mg de ditiotreitol sin

reaccionar.
eritro-Acetato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo (55 )

Ditioeritritol (154 mg, 1,0 mmoles) se disolvié mediante calentamiento en 1,5 ml de acetato
de etilo (15,3 mmoles). La solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron
303 mg de CAL. La mezcla se agité a 30° y 180 rpm durante 40 horas.

El crudo final de reaccién se cromatografié por columna, eluyendo con hexano-acetato de
etilo 65 : 35. Se obtuvieron 59 mg de un aceite identificado como 55 (30%)

IR (film, cm1) : 3470 (OH), 2566 (SH), 1743 (C=0)

EM (m/z, %) : 60 (18), 47 (14), 43 (100)

RMN-1H (200 MHz) = 1,38-1,46 (m, 1H, -CHoSH* en C-4), 1,49-1,57 (m, 1H,
-CH,SH" en C-1), 2,11 (s, 3H, -CH3), 2,67-2,75 (m, 2H, -CHp"SH en C-4),
2,82-2,91 (m, 2H, -CHy*SH en C-1), 3,81-3,92 (m + sy, 2H, -CHOH),
4,86-4,94 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13C (50 MHz) &= 20,9 (-CH3), 25,3 (-CH,-CHOCO-), 28,5 (-CH,CHOH),

71,1 (-CHOH), 75,0 (-CHOCO-), 170,3 (-CO-)
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eritro-Hexanoato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo ( 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 suspension resultante se agité a 55° y 210 rpm
durante 23 horas.

Con el producto crudo de reaccion se preparé una pastilla que se sembré en una columna
cromatografica. La elucion con hexano-acetato de etilo 75:25 permiti6 aislar 83 mg de 58
(aceite, 33 %)

IR (film, cm1) : 3500 (OH), 2570 (SH), 1744 (C=0)

EM (m/z, %) : 116 (100), 99 (70), 43 (29)

RMN-1H (200 MHz) & = 0,88 (t, 3H, J = 7 Hz, -CH3), 1,24-1,31 (m, 6H, CH3(CH2)3-),
1,39-1,47 (m, 1H, -CHpSH" en C-4), 1,50-1,58 (m, 1H, -CH,SH" en C-1),
2,34 (t, 2H, J=8 Hz, -CH,CO-), 2,69-2,76 (m, 2H, -CH*»SH en C-4),
2,83-2,96 (m, 2H, -CH"2SH en C-1), 3,83-3,91 (m + s5, 2H, -CHOH),
4,88-4,96 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13C (50 MHz) & = 13,9 (-CH3), 22,3 (-CH»CHj3), 24,5 (-CO-CHoCH»-), 25,4
(-CH,-CHOCO-), 28,5 (-CHy-CHOH), 31,4 (-CHoCHoCH3), 34,2
(-CO-CH»-), 71,2 (-CHOH), 75,2 (-CHO-CO-), 173,1 (-CO-)

eritro-Dodecanoato de (1,4-dimercapto-3-hidroxi)-2-butilo (59 )
A 154 mg de ditioeritritol (1,0 mmoles) en 1,4 ml de dodecanoato de etilo (5,3 mmoles) se

agregaron 298 mg de CAL. La suspension asi formada se agit6 a 55° y 200 rpm durante 24

horas.



236  Capitulo VIII

El producto crudo de reaccién se sembré en una columma cromatografica mediante una
pastilla. Por elucién con hexano-acetato de etilo 75:25 se obtuvieron 194 mg de 59 (aceite,
58 %)

IR (film, cm°1) : 3480 (OH), 2568 (SH), 1745 (-CO)

EM (m/z, %) : 118 (10), 43 (40), 41 (100)

RMN-1H (200 MHz) 5 =0,87 (t, 3H, J =7 Hz), 1,21-1,26 (m, 18H, -CH»(CH»)9-),

1,40-1,48 (m, 1H, -CH»SH* en C-4), 1,50-1,59 (m, 1H, -CH»SH"* en C-1),
2,32 (t, 2H, J = THz, -CHCO-), 2,68-2,74 (m, 2H, -Cﬂz*SH en C4),
2,82-2,95 (m, 2H, -CH>*SH en C-1), 3,84-3,95 (m + s4, 2H, -CHOH),
4,87-4,96 (m, 1H, -CHOCO-)

RMN-13C (50 MHz) & = 14,0 (-CH3), 22,7 (-CH)CH3), 24,8 (-CO-CH,CH»-), 25,3
(-CH,CHOCO-), 28,4 (-CH,CHOH), 29,0 (-CO-(CHZ)Z-Q*Hz-), 29,18
(-CO-(CH)3-(C*Hy)2-), 29,22 (-CO-(CHp)5-C"Hy-), 29,4
(-CO-(CHp)6-C"Hp-), 29,5 (-CO-(CHp)7-C"Hy-), 31,7 (-CHpCH,CH3-),
34,2 (-CO-CHj-), 71,1 (-CHOH), 75,1 (-CHOCO-), 173,1 (-CO-)
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El objetivo principal de este trabajo consistié en el estudio sistemitico de reacciones de
acilacién biocatalizadas, empleando como sustratos diversos hidroxialcanotioles bi- y
polifuncionales. Con esta finalidad se probaron transesterificaciones en presencia de lipasas
de distinto origen. Estas enzimas actian como catalizadores con comportamiento altamente
selectivo y eficiente aun en medio organico ( Capitulo I).

El primer sustrato ensayado fue 2-mercaptoetanol, que se hizo reaccionar con acetato de
etilo y lipasa pancredtica porcina ( PPL ) ( Capitulo II ). Esta primera reaccién transcurrié
quimioespecificamente, obteniéndose solamente el producto de O-acetilacion. Dicha
quimioespecificidad se mantuvo cuando la reaccién se repitié variando diversas condiciones
experimentales. En efecto, factores tales como el tiempo, la temperatura, la relacion
enzima/sustrato y la relacion agente acilante/sustrato no afectaron la quimioespecificidad,
pero permitieron optimizar la obtencion del acetato de 2-mercaptoetilo. La utilizacién de
otros posibles reactivos acetilantes no significo una mejora con respecto a dichas
condiciones optimizadas.

Con las otras enzimas ensayadas, lipasa de Mucor miehei ( LipozymeR, LIP ), lipasa de
Candida cylindracea ( CCL ) y lipasa de Candida antarctica ( CAL ), la reaccién de 2-
mercaptoetanol con acetato de etilo presenté el mismo curso quimioespecifico. En cambio,
la alcohdlisis biocatalizada del acetato de 2-tioacetoxietilo dependié de la lipasa utilizada y
de la relacion alcohol/diéster.

La transesterificacion de 2-mercaptoetanol catalizada por lipasas se extendié luego al
empleo de otros ésteres etilicos ( Capitulo Il ), 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 comun, se varié

la estructura del sustrato ensayado. Esta variacion fue importante no sélo desde el punto de
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vista de un mayor conocimiento de las acilaciones investigadas, sino también como eventual
método de obtencién de un grupo de ésteres no descriptos hasta el presente en literatura.

La serie de o,@-hidroxialcanotioles, HS-(CH)p,-OH (m = 3, 4, 8, 12), reaccioné con el
mismo comportamiento quimioespecifico que 2-mercaptoetanol Efectivamente, en
presencia de todas las lipasas empleadas, se obtuvieron exclusivamente los productos de
acilacién del hidroxilo. Sin embargo, el aumento del mimero de atomos de carbono del
hidroxialcanotiol limité la reaccién a grupos acilo de menor tamafio. Asi, mientras 2-
mercaptoetanol reacciondé con decanoato de etilo, 12-mercapto-1-dodecanol no dio ésteres
de cadena mas larga que el butirato.

También se encontré la misma quimioespecificidad en la transesterificacion biocatalizada de
algunos hidroxialcanotioles polifuncionales: 1-tioglicerol ( Capitulo IV ) y los ditiotetritoles
ditiotreitol y ditioeritritol ( Capitulo V ). Ante la presencia de un par de grupos hidroxilo en
las tres moléculas y de un par de grupos sulfhidrilo en los ditiotetritoles, las lipasas actuaron
regioselectivamente. Para ditiotreitol y ditioeritritol, las acilaciones ensayadas originaron los
productos O-acilados en forma regioespecifica bajo todas las condiciones de reaccion
probadas, mientras que 1- tioglicerol reacciond regioespecificamente o con distintos grados
de regioselectividad segim el tipo de lipasa utilizada. Por otra parte, estos tres sustratos
admitieron en sus transesterificaciones grupos acilo de mayor tamafio de cadena que los
correspondientes a,@-hidroxialcanotioles de tres y cuatro atomos de carbono.

Cuando 1-mercapto-2-propanol, molécula con un grupo hidroxilo secundario y un
sulfhidrilo primario, se hizo reaccionar con acetato de etilo sdlo en presencia de LIP hubo
producto (el O-acetato). 3-Mercapto-2-butanol, que posee sus dos grupos funcionales
secundarios, no reaccioné con ninguna 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 explicaria la menor reactividad
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de los ditiotetritoles, que poseen sus dos hidroxilos secundarios, comparados con 1-
tioglicerolL

A través de algunas determinaciones realizadas para estudiar las acilaciones de ditiotreitol y
ditioeritritol desde el punto de vista estereoselectivo, se comprobé que las mismas
transcurrieron con baja enantioselectividad.

A nivel experimental, las transesterificaciones descriptas se llevaron a cabo
satisfactoriamente utilizando al éster etilico tanto como reactivo y solvente. Es interesante
destacar que cuando el sustrato y el agente acilante formaban un sistema heterogéneo, estas
mezclas fueron reactivas bajo las condiciones ensayadas.

El analisis global de todos los hidroxialcanotioles estudiados en este trabajo revela un
comportamiento quimioespecifico sistematico. Cabe entonces conjeturar que esta propiedad
pueda ser extensible a otros miembros de esta familia de compuestos. De este modo, las
transesterificaciones catalizadas por lipasas podrian constituir un método de validez mas
amplio para la esterificacion selectiva de un hidroxilo en presencia de un tiol, transformacion
a menudo poco satisfactoria si se emplean reactivos de acilacién tradicionales. Ademas, los
ésteres asi formados podrian ofrecer utilidad como grupos protectores.

Dado que dentro de la serie de a,@-hidroxialcanotioles investigada sélo el 2-mercaptoetanol
es comercialmente accesible, los restantes compuestos estudiados fueron obtenidos en el
laboratorio. El Capitulo VI describe la preparacion de estos compuestos, que significé una
mejora con respecto a los métodos preparativos existentes en literatura, discutidos en esas
paginas. También se describe 1a obtencion de las sales de S-alquilisotiouronio 73 y 74, cuya
existencia no habia sido descripta hasta el presente.

Desde el punto de vista preparativo, las transesterificaciones biocatalizadas proveyeron un
método alternativo adecuado para obtener con mejor rendimiento nueve compuestos citados
en bibliografia y otros vemtitrés compuestos no registrados en literatura (ver Apéndice).
Entre los métodos espectroscopicos que se emplearon para la caracterizacion de sustratos y

productos, la espectroscopia de masa fue de particular interés, hecho que llevd a presentar y
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analizar los espectros de masa de cada familia de compuestos ( Capftulo VII ). Las técnicas
experimentales que condujeron a la obtencion de estas sustancias y sus propiedades
espectroscopicas se detallan en el Capitulo VIII.
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A continuacion se detallan las estructuras de las moléculas preparadas mediante

transesterificaciones biocatalizadas. Los nimeros de los compuestos no descriptos

literatura hasta el presente se indican subrayados y en bastardilla.
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