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RESUMEN

La hidrélisis de ésteres es importante en la industria quimica, ya que es una
reaccion que se utliza en la produccion de jabones, saborizantes y fibras
sintéticas entre otros. Ademas, en la literatura hay muchos ejemplos que muestran
gue esta reaccion se puede llevar a cabo tanto en condiciones acidas o alcalinas,
pero estas condiciones producen desechos nocivos y corrosivos al medio
ambiente como lo son el HCl o NaOH.

Por otro lado, la quimica sustentable busca mejorar los métodos de sintesis para
hacerlos mas eficientes en términos econdémicos y también ecoldgicos.

En el presente trabajo, se logré desarrollar una metodologia para la hidrélisis de
ésteres bajo condiciones neutras de a-amino-metil ésteres N-Boc, N-Fmoc y N-Bn
protegidos, en un medio hidroalcohdlico 75:25 (H20:MeOH) a reflujo.

Por otro lado, en la estrategia para sintetizar péptidos en solucién, para la
elongacién de una cadena peptidica se requiere de una etapa donde se realiza
una reaccion de hidrdlisis, por lo que también en este proyecto se formé el
dipéptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe, seguido de la hidrélisis del éster en el mismo
sistema de 75:25 (H20:MeOH) para probar dicha metodologia.

Finalmente, se utiliz6 el programa COSMO-RS para hacer célculos tedricos sobre
actividad y solubilidad del reactivo de partida (Fmoc-L-Phe-OMe), intermediario (L-
PheOMe) y del producto (L-Phe) de reaccién de la hidrélisis del Fmoc-L-PheOMe
en sistemas 75:25, 20:80 y 10:90 (H20:MeOH). En el sistema donde no hay
reaccion 75:25 (H20:MeOH), los resultados fueron una solubilidad baja y actividad
alta para la materia prima (debido a esto, no reaccioné en el sistema 75:25
H20:MeOH), pero al aumentar la proporcion del metanol, por ejemplo; en 20:80 y
10:90 (H20:MeOH) disminuyo la actividad y aumento la solubilidad, lo cual fué

favorable para la hidrdlisis del Fmoc-L-PheOMe.



ABREVIATURAS

a Alfa

B Beta

Y Gamma

Y Coeficiente de actividad
o Delta

O(ppm) Desplazamiento quimico
€ Constante dieléctrica

X Fraccion mol

bUs  Potencial quimico

UL Microlitros

p Densidad

o Densidad de carga

AA  Aminoacidos

Ala Alanina

Bn  Bencilo

Boc Di-tert-butil dicarbonato
°C  Grado Celsius

D Dextrogiro

Da Dalton

Cbz Benciloxicarbonilo
CCF Cromatografia en capa fina

COSMO-RS Modelo de apantallamiento tipo conductor para una solvatacion

realista



DES Disolventes eutécticos profundos

DFT Teoria del funcional de la densidad

E Factor ambiental

Emisit Energia de deformacion resultante

EPA  Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

a/g gramos por gramo

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion

hr Horas

IL Los liquidos i6nicos

Kw Constante del Producto de i6nico del agua
L Litro

L Levogiro

Me Metilo

MeOH Metanol

MHz  MegaHertz

mL Mililitros

MPa  Megapascal

NADES Solventes eutécticos profundos naturales
NEPA Ley Nacional de Politica Ambiental

PG Grupo protector

pH Potencial de hidrogeno

Phe Fenilalanina

ppm  Partes por millén



PTX Palitoxina

R Grupo alquilo

TLC Cromatografia en capa fina

UNESCO Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura

Val  Valina

WET Hidrdlisis en agua a temperaturas elevadas
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1. INTRODUCCION

Los métodos convencionales de hidrolisis de ésteres suelen implicar condiciones
drasticas como acidos y bases fuertes, ademas de otros reactivos toxicos (cloruro
de hidrogeno (HCI) gas, residuos basicos (NaOH, KOH) y didéxido de azufre
residual en caso de usar H2SOa4, etc.) lo que genera problemas ambientales y de
seguridad. La integracion de la quimica verde en el proceso de hidrélisis busca
abordar estos desafios, promoviendo la eficiencia y minimizando el impacto
ambiental.! Los investigadores estan estudiando catalizadores acidos menos
dafiinos y disolventes seguros para el medio ambiente (por ejemplo el agua,
etanol, etilenglicol, etc.) para realizar la hidrolisis de ésteres, buscando asi crear
un procedimiento mas limpio y seguro.

La reaccion de hidrdlisis, es de gran importancia cuando se sintetizan farmacos de
gran tamafio, ya que generalmente estdn protegidos por un grupo ester. Por
ejemplo, la palitoxina (PTX, Figura 1)una moléculade gran tamafioy
de complejidad notable, caracterizada por una extensa cadena alifatica principal
rica en grupos hidroxilo y con areas de insaturacion. Esta molécula es resistente al
calor y se mantiene estable en soluciones acuosas neutras por mucho tiempo; no
obstante, se descompone con rapidez en ambientes acidos o basicos, lo que
provoca que pierda su toxicidad (de provocar la muerte celular al impedir el
funcionamiento de la bomba de sodio-potasio en las células). Destaca la presencia
de 64 centros estereogénicos, esta caracteristica sumada a ocho
dobles enlaces que facilitan la isomeria cis/trans, sugiere que la PTX podria existir
en mas de 1021 formas estereoisoméricas distintas.? El aislamiento primario de la
PTX se llevé a cabo en Hawdi, extrayéndola del coral blando tropical Palythoa
sp., un miembro del grupo de los zoantidos.® En 1981, dos grupos de investigacion
revelaron de forma separada su singular arquitectura quimica, y en 1994

se concretd su sintesis total por primera vez.*



R'=NH,, R?=R°=R*=R’=R*=R’=R"=H

Figura 1. Estructura quimica de Palitoxina

1.1 Hidrdlisis de esteres en la industria

Actualmente, en los laboratorios se han desarrollado metodologias amigables al
medio ambiente (condiciones no drésticas), donde la reaccion de hidrdlisis de
esteres se lleva a cabo a temperatura del ambiente (por ejemplo, entre 20 °C y 37
°C), presion atmosférica de 1 atm, pH neutro, y el uso de &cidos y bases débiles,
lo cual protege la integridad del reactivo o del producto.

Sin embargo, en la industria quimica la reaccion de hidrolisis de esteres requiere
altas temperaturas y catalizadores inorganicos, lo que da como resultados pasos
adicionales no deseados para purificar el producto final. Asimismo, un alto
consumo de energia debido a los residuos quimicos de acidos o bases fuertes

(condiciones drasticas) que requieren neutralizacion, también hay limitaciones en
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cuanto al equilibrio; lo cual resulta en bajos rendimientos y requiere un esfuerzo
adicional para impulsar la reaccion, debido a esto la reaccién es notoriamente
lenta, y suele requerir de 1 a 4 horas para alcanzar el equilibrio. Dado que se trata
de una reaccion reversible, se obtiene una mezcla compleja de agua, alcohol sin
reaccionar, 4cido y éster.

Aun asi, con todo esto, la produccion de ésteres a nivel industrial suele ser
rentable, economico; debido al costo del catalizador, entre ellos acidos fuertes
como HCIl (H2S04, HCIOa4,etc.) o bases fuertes convencionales como NaOH o
KOH.

Los costos que a veces no se consideran, pero son relevantes, provienen de los
acidos corrosivos que deterioran las tuberias de la planta; esto requiere reparar o
reemplazar equipos especializados (acero inoxidable o aleaciones de niquel y
titanio). De igual manera, la separacion del éster final de las aguas residuales
contaminadas exige que consuma demasiada energia, por lo cual aumentan los
costos. Finalmente, el uso de grandes reactores de flujo continuo reduce

drasticamente el costo por la cantidad que genera de producto,



2. ANTECEDENTES

2.1. a-Aminoacidos y clasificacion

Los a-aminoé&cidos son los mondémeros que conforman a las proteinas. También,
son moléculas quirales y existen en dos configuraciones espaciales: el
enantiomero L (del latin levus: izquierdo) y el enantiomero D (del latin dexter,
derecho). Estos son imagenes especulares entre si, no superponibles y tienen
propiedades fisicas y quimicas idénticas, excepto la interaccibn con la luz
polarizada en un plano.® Asi, un isémero desviara el plano de polarizaciéon hacia la
derecha, mientras el otro lo hara en direccién contraria. No obstante, el prefijo D o
L que se usa para indicar la configuracion absoluta no esta directamente
relacionado con el prefijo (+) o (-), que se usa para indicar la rotacion 6ptica en la
misma molécula (Figura 2).

COOH COOH
HoN=——=H H==NH,
CH,4 CH,4

(L)-(=)-Alanina  (D)-(+)-Alanina

o =-85° |l =+85°

Figura 2. Enantiomeros de L- y D- Alanina.

Los seres vivos utilizan los a-aminoacidos L-(AA) (en su mayoria (S)-(AA)), donde
el grupo amino esta unido al carbono contiguo al grupo carboxilo, para construir
proteinas que cumplen diversas funciones biologicas. Hay cientos de cadenas
laterales (R) diferentes, pero solo 20 son las que conforman a las proteinas.®

Por el contrario, los D-AA se han considerado como no naturales, debido a que no

se encuentran en cantidades considerables en la naturaleza.



Los aminoacidos pueden clasificarse en: a) aminoacidos esenciales son aquellos
qgue el organismo requiere y que se obtienen a través de la alimentacion. Por otro
lado, los aminoacidos b) no esenciales son aquellos que el cuerpo puede

sintetizar y, por lo tanto, no es necesario obtenerlos mediante la ingesta de

alimentos, Figura 3.’

AMINOACIDOS

CLASIFICACION

ESENCIALES NO ESENCIALES
ISOLEUCINA ALANINA
LISINA ARGININA
LEUCINA ASPARAGINA
METIONINA CISTEINA
TREONINA, ACIDO ASPARTICO
FENILALANINA GLUTAMINA
TRIPTOFANO ACIDO GLUTAMICO
VALINA GLICINA
PROLINA
SERINA
TIROSINA

Figura 3. Clasificacion de aminoacidos en esenciales

y no esenciales.



2.1.1 Métodos para la preparacion de a-Aminoacidos

Existen diversas metodologias para la sintesis de a-aminoacidos, debido a que la
obtencion de estos compuestos puede requerir estrategias sintéticas especificas
en funcién de su estructura molecular y de los grupos funcionales presentes. Asi
mismo, es importante sefialar que, a menudo la sintesis resulta ser una opcion
mas practica para conseguir un aminoacido que su extraccion de fuentes

naturales.®

Método A) a-Aminoacidos mediante la aminacion de acidos a-halogenados.

Un a-cloro o a-bromo &cido, al reaccionar con amoniaco en alta concentracion, se
transforma en un a-aminoacido. El acido a-halogenado se puede obtener a través
de la reaccion de Hell-Volhard-Zelinsky que implica una modificaciébn quimica que
transforma un acido carboxilico de cadena alquilica en un compuesto alfa

halogenado. °

o) o) o

Brz/PBr3 2NH
\)k 3 o+ NHgBr
OH OH

Br NH2

Figura 4. Sintesis de alanina por aminacién de acidos a-halogenados

Este procedimiento resulta adecuado para la sintesis de glicina, alanina, serina,

treonina, valina y leucina (ver Figura 4).

Método B) Sintesis de Strecker
Cuando un aldehido se trata con amoniaco concentrado y cianuro de hidrégeno, el
resultado es un a-aminonitrilo. Subsecuentemente, se realiza la hidrdlisis del grupo

nitrilo del a-aminonitrilo y este se transforma en un a-aminoacido.'® (ver Figura 5).



QCHO +NH; + HCN

“CN H
R ?_CEN

NH,

]

H

H', H,0 C—C—OH
— |

NH,

Figura 5. Sintesis de la L-Fenilalanina a partir del benzaldehido.

Método C) Sintesis a partir de ésteres malénicos

Este método proporciona una manera de producir a-aminoacidos. Se parte del

dietil-malonato y se hace reaccionar con el etanoato de sodio y un haluro de

alquilo. Subsecuentemente, se hidrolizan los esteres etilicos con NaOH y HCI, y el

diacido resultante reacciona con Brz en la posicion alfa dando como resultado un

bromo-diacido.!! Este Ultimo se descarboxila y reacciona con amoniaco para

producir el a-aminoacido correspondiente, los aminoacidos que se pueden

producir son: alanina metionina, isoleucina, leucina, prolina y fenilalanina como se

indica en la Figura 6.

EtONa HOLC COzH
EtO,C CO,Et EtO,C co,t 1) KOH
—_—
>< R-X 2) HCI J ’
H H R H
dietil malonato l
Br2
R CO,H NH; R CO,H A
- HO,C. CO.H
y -CO,
NH,
R=Me noE R Br

Figura 6. Sintesis de a-aminoacidos a partir de ésteres malénicos.



Método D) a-Aminoacidos através de la técnica de Gabriel

La sintesis de Gabriel produce a-aminoacidos empleando un haluro de alquilo y
un éster de N-ftalimidomalonato, considerando que la estructura del éster de N-
ftalimidomalonato se asemeja a la de un aminodcido sustituido con grupos
protectores, con el propésito de garantizar que el grupo amino y el acido

carboxilico no participen en reacciones acido-base innecesarias, Figura 7.

0

Me /
+
- N—CH
N ———
K _CH_ \
Br CO,Et CO,Et
(e}

Me

(0]
2 NaOH
CO,H CO,H CO,Na
| HCIl
+
CH -— H
- N M
H,N H_-Me
COH 2 Me \C/
o) CO,Na

Figura 7 .Sintesis Gabriel para a-Aminoécidos




Método E) Aminacion reductiva de a-cetoacidos.

La aminacion reductiva de un a-cetoacido con amoniaco y un agente reductor, es
un procedimiento para sintetizar a-aminoacidos.'! La alanina, a modo de ejemplo,
se elabora al tratar amoniaco con acido piravico en presencia de NaBHa4. La
reaccion ocurre a través de la creacion inicial de una imina intermediaria, que
después se reduce, Figura 8.
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Figura 8. Ejemplo de Aminacion reductiva de a-cetoacidos

Método F) Biosintesis de a-aminoacidos

Para producir aminodcidos, se utilizan varias rutas metabdlicas que permiten a las
células generar aminoacidos a partir de sustancias simples (por ejemplo, NH4*) y
también se obtienen de intermediarios de rutas metabdlicas clave, como el ciclo
del &cido citrico, la glucdlisis y la via de las pentosas fosfato.?

Por ejemplo, la serina se genera a partir del 3-fosfoglicerato a través de la
siguiente ruta metabdlica:

3-fosfoglicerato — fosfohidroxipiruvato — fosfoserina — serina.

Los aminoacidos que provienen del a-cetoglutarato (un intermediario en el ciclo del
acido citrico) incluyen el glutamato, glutamina, prolina y arginina. Para la
fabricacion de asparagina, metionina, treonina y lisina se usa la ruta del aspartato
que utiliza el acido L-aspartico como el punto de partida.'® El piruvato que es un
producto de la glucdlisis y parte del ciclo de Krebs, lleva a la creacién de alanina,
valina y leucina. También a partir de eritrosa-4-fosfato y fosfoenol-piruvato se
produce la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano,’> como se observa en el

Diagrama 1.
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Diagrama 1. Metabolismo general de a-aminoacidos .
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2.2 Quimica verde

Actualmente la sociedad se ocupa en reducir los efectos de la contaminacion
ambiental relacionada con los productos quimicos y sus procesos. Como
alternativas ambientales, los procesos de quimica verde eliminan gran parte de la
produccion de sustancias peligrosas y al mismo tiempo disminuyen la toxicidad a
la salud humana.

Asi, Anastas y Warner en 1988 definieron 12 principios de la quimica verde para el
desarrollo de procesos sustentables los cuales se han perfeccionado con la
finalidad de minimizar la generacion de desechos, prevenir la contaminacién del
medio ambiente y los riesgos a la salud.

A continuacién, se menciona cuéles son estos 12 principios.!*

1. Prevencion

Es mejor prevenir la formacion de residuos que tratar de limpiar tras su formacion.
2. Economia atémica

Los métodos sintéticos deben ser disefliados para conseguir la maxima
incorporacion en el producto final de todas las materias usadas en el proceso.

3. Sintesis menos peligrosa

Siempre que sea posible, se deben disefiar metodologias sintéticas para el uso y
la generacion de sustancias con escasa toxicidad humana y ambiental.

4. Generar productos eficaces, pero no téxicos

Los productos quimicos deberan ser disefiados de manera que mantengan la
eficacia y a la vez que reduzcan su toxicidad.

5. Reducir el uso de sustancias auxiliares

Las sustancias auxiliares (disolventes, agentes de separacion, etc.) deben resultar
innecesarias en lo posible, o al menos deben ser inocuas.

6. Disminuir el consumo energético

Las necesidades energéticas deben ser consideradas en relacibn con sus
impactos ambientales, economicos, y minimizados. Los métodos sintéticos deben

ser llevados a temperatura y presion ambiente.
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7. Utilizar materias primas renovables

Los reactivos utilizados deben proceder de fuentes renovables, en la medida en
gue sea econdmica y técnicamente factible.

8. Evitar derivados quimicos

La formacion innecesaria de derivados (bloqgueo de grupos, proteccion-
desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos-quimicos) debe ser
evitada en cuanto sea posible.

9. Potenciacion de los catalizadores

Debe emplearse catalizadores lo mas selectivos y reutilizables posibles.

10. Generar productos biodegradables

Los productos quimicos han de ser diseflados de manera que, al final de su
funcion, no persistan en el ambiente, sino que se fragmenten en productos de
degradacion inertes.

11. Desarrollar metodologias analiticas para la monitorizacién en tiempo real
Se deben desarrollar las metodologias analiticas que permitan el monitoreo en
tiempo real durante el proceso y el control previo a la formacion de sustancias
peligrosas.

12. Prevenir accidentes

Disefiar los procesos quimicos, utilizando métodos y sustancias que reduzcan los

accidentes (emisiones, explosiones, incendios, entre otros).

Debido a la importancia del cuidado del medio ambiente, en los ultimos afios
diferentes organizaciones y paises han convocado a mudltiples conferencias,
reuniones y eventos centrados en la quimica verde (Figura 9). En particular la
UNESCO (2013), lanzé el Programa de Desarrollo Sostenible “Life Proyect”, cuyo
objetivo es promover la investigacion mediante el financiamiento de jovenes
investigadores y proyectos innovadores que respeten los 12 principios basicos de

la quimica verde.'®
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Se aprobd la Ley La UNESCO lanza el
Nacional de Politica Programa de Desarrollo

Ambiental (NEPA).

Se define el concepto de

desarrollo sustentable Sostenible “Life Proyect”.
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D
1 T v

Nace la agencia de Agenda 2030 compuesta por

Definieron 12 principios

Proteccion del medio o 17 Objetivos de Desarrollo
Ambiente de EE.UU. de la quimica verde Sostenible.
(EPA). Anastas y Warner.

Figura 9. Fechas importantes del desarrollo de la quimica verde.

2.3 Disolventes y la industria

Casi siempre el disolvente es el componente en mayor proporcion de una reaccion
y suele ser liquido en las condiciones en que se somete el proceso, los otros
constituyentes presentes en menor cantidad en una soluciéon son los solutos o
reactivos. El disolvente tiene funciones variadas, como la de ayudar a la
solubilidad de los reactivos y en ocasiones como reactivo de un proceso quimico.
Cuando se evita su uso, a este proceso se le conoce como "sin disolventes” o
“solvent free”. Sin embargo, el término no es preciso ya que en tales situaciones

no se requiere la adicién de otro liquido que actie como disolvente.

El factor ambiental E (relacion entre la masa de residuo y la masa de producto) se
ha implementado en distintos sectores de la industria y hay evidencia que la
cantidad de residuos generados en productos farmacéuticos es superior, en
comparacion a los residuos generados de productos quimicos finos o a gran
escala. Asimismo, la empresa GSK (GlaxoSmithKline) ha calculado que mas del
70% de los desechos vinculados con la fabricacion de medicamentos son

disolventes.16
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Esto se debe a que hay varios pasos en la fabricacion de un medicamento que
requieren disolventes, lo que ha despertado interés en los métodos sintéticos de

tipo One-Pot, mecanoquimicos, sonoquimicos, por irradiacion de microondas, etc.

También, la revista “Organic Process Research & Development” recomienda los
reemplazos de disolventes, para los disolventes indeseables de la guia de
seleccion de disolventes de Pfizer (Tabla 1). Por ejemplo, el diclorometano se
propone como un posible sustituto de disolventes clorados aun menos deseables
que el cloroformo.’

Si se disminuyera el uso de disolventes en el gasto de produccion de productos
quimicos, se lograria un precio econémico en farmacos, y con esto el progreso
sostenible en la industria. Sin embargo, el costo de incorporar nuevos procesos
todavia es un obstaculo para su adopcion por parte de las industrias

comerciales.18
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Tabla 1. Clasificacion de disolventes segun suimpacto al medio ambiente por

Preferido

Agua

Acetona

Metanol

Etanol

2-propanol

1-propanol

Acetato de etilo

1-Butanol

Pfizer.

Utilizable

Ciclohexano

Heptano

Tolueno

Acetonitrilo

THF

Iso-octano

Dimetilsulféxido

Acido acético
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Indeseable

Pentano

Hexano

Dietiléter

Diclorometano

Cloroformo

Piridina

Dioxano

Benceno



2.4 Disolventes neotéricos

Los disolventes alternativos o verdes, también llamados disolventes neotéricos,
son imprescindibles en la quimica verde. Algunos ejemplos de disolventes
alternativos son los liquidos idénicos (IL), siendo el agua también llamada “el
disolvente universal’, los disolventes eutécticos profundos (DES), los polimeros
liquidos, el diéxido de carbono supercritico (scCO3), fluidos expandidos por gases
(GXL) y los disolventes intercambiables (“switchable solvents”).’® Estos
disolventes presentan caracteristicas de relevancia en la proteccion
medioambiental, la posibilidad de reutilizacion, reciclado, baja o nula toxicidad.

A) Los liquidos ionicos (IL)
Estan compuestos por un catién organico que contiene un heteroatomo (N o P) y
un anién inorganico poliatdmico, con una temperatura de fusion por debajo del
punto de ebullicibn del agua (100 °C al nivel del mar), tienen entalpias altas de
vaporizacion (AHvap) 0 que los hace no volatiles, asi como, una alta estabilidad
quimica, térmica y conductividad.?°
El inconveniente de los (IL) es su produccion, donde se requiere el uso de fuentes
no renovables como gas natural y petréleo crudo. Ademas, de producir
intermedios toxicos y nocivos al ambiente.
Sin embargo, usando alternativas a los procesos convencionales de sintesis de los
(ILs), se han preparado liquidos i6nicos usando otros disolventes neotéricos, por
ejemplo, Zhou y colaboradores sintetizaron [C4Cilm] [BF4] a partir del cloruro de 1-
butil-3-metilimidazolio en CO2 supercritico, (Figura 10).2?

/ Y BF,

Figura 10. Estructura del tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio.



B) Los disolventes eutécticos profundos (DES)

Son compuestos que generalmente contienen aceptores de enlaces de hidrégeno
(HBA) y donantes de enlaces de hidrogeno (HBD), ejemplo el cloruro de colina y
urea (Figura 11).22 Paiva et al. los llama como "disolventes de proxima generacion
ya que son excelentes disolventes para procesos quimicos, como extracciones,
catdlisis, sintesis organica y electrodeposicion. 22 A los que se extraen de fuentes
renovables y son menos toxicos que los DES, se les nombra disolventes
eutécticos profundos naturales (NADES).

Los DES son disolventes verdes superiores a los liquidos i6nicos, que requieren
preparaciones prolongadas, sensibles al aire y en comparacion de los (NADES)

estos requieren purificacion adicional.

Figura 11. Estructura del disolvente eutéctico profundo ChCl/urea.

C) Polimeros liquidos (LP)

Los polimeros liquidos (LP) representan una categoria de disolventes no volatiles;
no obstante, a diferencia de los liquidos iénicos (LI) ofrecen la ventaja de no
contener metales ni halégenos, ser biodegradables (en algunos casos), exigir
procesos de sintesis menos complicados y ser menos dafinos para el medio
ambiente.

Algunos ejemplos son: el poli(dimetilsiloxano) (PDMS) y el poli(tetrahidrofurano)
(PTHF), estos tienen la ventaja de poseer volatilidad insignificante, con
aplicaciones comerciales como aditivos alimentarios y cuidado personal (Figura
12).

Los polimeros liquidos se han usado en la sintesis multicomponente de
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tiazoloquinolinas, donde se obtuvieron altos rendimientos (92 %) y tiempos de
reaccion cortos (2h) en un sistema compuesto por PEG-400 y agua al 10 % en
volumen, a diferencia de otros disolventes polares tanto proticos como aproéticos

que produjeron rendimientos muy inferiores.?*

HyC HsC CHs

. \ CHg
HEC“‘--_‘.'. ;'-‘/'CHa HOW %H
Si Si Si (@)
/ o o \CHG n

n

A) B)

Figura 12. Estructuras de A) poli (dimetilsiloxano) (PDMS) B) poli(tetrahidrofurano)
(PTHF).

D) Agua y mezclas bifasicas

El empleo de agua en sintesis organica se fundamenta en consideraciones
econOmicas, ambientales y de seguridad, destacandose por su particular
reactividad y selectividad que difieren de las observadas en reacciones realizadas
en entornos organicos.

Esto conlleva a la investigacién del mecanismo de reaccion que permite el uso del
agua en reacciones organicas. Por ejemplo, las reacciones en agua se clasifican
en “in water” y “on water” segun Butler y Coyle (Figura 13), esta se basa en la
solubilidad del sustrato y en qué fase se produce el estado de transicion “en el
agua”; es cuando la solubilidad de los sustratos supera a 0.01 mol L 1.?°> Las
condiciones “sobre agua” se aplican a los sustratos con una solubilidad menor a
10° mol L, se caracterizaron por “la aceleracién sustancial de la velocidad”
cuando los reactivos insolubles se agitan en suspensién acuosa, Sharpless
(2005). Por el contrario, Rideout y Breslow concluyeron que la rapida velocidad de
la reaccion de Diels-Alder entre el ciclopentadieno y la butenona en agua, se debia
al efecto hidrofébico, ya que la velocidad de reaccién en agua era 700 veces
mayor que en metanol y ain mayor en otros disolventes hidrofébicos.?® Por lo que
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descartaron que la polaridad del medio no era la razén principal.

B) H
|
--H
H H/O \0
N o ~
0 wH
i
A +H B H_— (AB)
Mo M
H‘H/o\

Figura 13. Modelos posibles de reaccion (A) homogéneo (in water) o (B)

heterogéneo (on water).

2.5 Hidrolisis de ésteres

La quimica verde trata de modificar y mejorar las metodologias de sintesis
existentes para que sean tanto econémicas como ecoldgicas.

En la literatura se puede encontrar numerosos casos donde la hidrélisis de ésteres
tiene lugar solo en presencia de condiciones acidas o basicas (Figura 14), pero

esta metodologia conlleva a residuos corrosivos y peligrosos.

o]
I
CH,-0—C—R CHz—OH
I
CH—O—C—R’ + 3 NaOH —r + CH—OH
I
cHz_o_c_Rn CH2—0H
grasa o aceite  Hidroxido de sodio “Jabén Glicerina

Figura 14. Reaccion general de saponificacion

Por ejemplo, en 1966 Charles A. Kingsbury y colaboradores utilizaron
dimetilsulféxido (DMSO) como disolvente en un proceso de saponificacion, donde
se empled 0.5 mL de hidroxido de potasio (10 M) disuelto en agua como base. Se
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dieron cuenta de que algunos éteres se saponificaron a temperatura ambiente,
mientras que otros necesitaron calor, como un bafio de vapor a 100°C. Los
ésteres que tienen impedimento estérico, como el ftalato de dietilo y el sebacato
de di-2-etilhexilo, se hidrolizan en un bafio de vapor a 100°C en tan solo 5y 15
minutos, respectivamente (entradas 3 y 5) Tabla 2. La desventaja de la

metodologia es el uso de una cantidad de excesiva de NaOH.?¢

Tabla 2. Hidrdlisis de esteres dimetilsulfoxido (DMSO) como disolvente.

Entrada Ester Temperatura Tiempo % Rend.
°C (min)

1 p-Hidroxibenzoato 100 5 Cuantitativo
de etilo

2 Benzoato de fenilo 25 5 Cuantitativo

3 Ftalato de dietilo 100 5 Cuantitativo

4 Acetato de n-butilo 25 5 Cuantitativo

5 Sebacato de di-2- 100 15 Cuantitativo
etilhexilo

Actualmente se han desarrollado otras metodologias para la reaccion hidrolisis de

esteres, como se muestra a continuacion:
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E) Hidrolisis de ésteres en condiciones supercriticas

La utilizacion del agua como un medio de reacciébn en estado subcritico y
supercritico ofrece numerosas ventajas. El agua es asequible, segura para la
salud, no inflamable, no peligrosa, actia como disolvente y agente de reaccion;
ademas es amigable con el entorno.?’

La descomposicion del formiato de metilo y el formiato de etilo en condiciones
supercriticas, en el intervalo de 373 a 473 K y entre 15-35 MPa, resulté en una
conversion de éster superior al 90% para generar acido féormico y alcohol. A
temperaturas elevadas, el &cido formico se degrad6 a CO,, H, y H,0,

(Figura 15).%8 Los hallazgos mostraron que la descomposiciéon hidrotérmica de los
formiatos de alquilo se vio favorecida por el uso de acidos como el acido férmico,
el 4cido oxalico, el acido clorhidrico y el bicarbonato de sodio, mientras que en
presencia de bases el proceso se ralentiz6 de una forma distinta a la que ocurre
con agua normal. Finalmente, se llevaron a cabo andlisis de las muestras
gaseosas generadas tras la reaccion utilizando cromatografia de gases, y se

verificd que unos de productos fueron CO, y H,.

HCOOCH; H,0
© » HCOOH —> (O, +H, etc.
HCOOCH,CH; 673 K,30 MPa
100 %

Figura 15. Reaccion de hidrélisis en condiciones supercriticas de formiatos de

alquilo.
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2.6 Hidrolisis de ésteres en catalisis acidas sin disolvente

organico

Okahata y colaboradores usaron el pirosulfato de N,N-diarilamonio como
catalizador para favorecer la hidrélisis de los ésteres, sin necesidad de utilizar
disolvente orgénico, la hipotesis fue que una pequefia cantidad de agua migra a la
fase organica para ser utilizada como sustrato y después el metanol como
producto generado se trasladaria a la fase acuosa, lo que desplazaria el

equilibrio hacia la descomposicion de los ésteres (Figura 16).2°

8] 0
RJ\OME RJLOH
cat.
~ H0 MeOH
Organic ?j Ti
H20 MeOH
Aqueous

Figura 16. Esquema hipotético de la hidrdlisis de ésteres metilicos en

condiciones acuosas catalizada por pirosulfato de N,N-diarilamonio.

Por lo tanto, con estas observaciones el grupo de investigacion Okahata
llevé a cabo la hidrodlisis del éster metilico de N-Cbz-L-fenilglicina con un 80% de
rendimiento y un ee >99%, Esquema 2.Tambien se compar6é con la hidrélisis
clasica alcalina que da una epimerizacion del producto con un rendimiento del
93% y 15% de ee.*°
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C Q\Ph
Ph +H,S0
NH =

i-Pr
i-Pr

Ph . Ph

-Pr (10% mol)
///!\\\ H20,80°C ///!\\\
CbzHN CO,Me

CbzHN COLH

80% rend., > 99% ee

Esquema 2. Hidrolisis del éster metilico de N-Cbz-L-fenilglicina

2.7 Hidrdlisis neutra de ésteres sin disolvente organico

El agua es considerada por muchos como un disolvente verde para llevar a cabo
los procesos de reaccion, a temperaturas elevadas tiene propiedades
fisicoquimicas diferentes, por ejemplo, al aumentar la solubilidad de los
compuestos organicos, el agua adquiere un caracter de disolvente organico. En
especial a medida que el agua se calienta desde 25°C hasta 275 °C, la constante
dieléctrica (¢) disminuye de 78 a 20, la constante de autoionizacién (Kw) aumenta
de 101* a 101! y la densidad (p) del agua disminuye de 1 g cm3a 0,75 g cm™3.3!
Debido a que la constante Kw aumenta a temperaturas elevadas, también
aumentan los procesos cataliticos acido-base. Lo util de las condiciones neutras
es que evita las sales de desecho generadas por la neutralizacion del acido o la
base antes del aislamiento del producto.

Charles L. Liotta et al. reportaron la hidrélisis selectiva del ester de acetato de 4-
acetamidofenilo en agua, con un rendimiento de 99% en 30 minutos a 250 °C,
(Esquema 3).%2
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O
OH

OJ\ 0
oL
250°C, 99%
O« _NH
OYNH ﬁ/

Esquema 3. Hidrdlisis en agua a temperaturas elevadas (WET) del
grupo éster del acetato de 4-acetamidofenilo.

2.8 Hidrdlisis neutra de ésteres con disolvente organico-H>O

En nuestro grupo de investigacion se llevaron a cabo reacciones de hidrdlisis de a,
B?- y B3- aminoésteres en medio hidroalcohdlico en ausencia de catalisis acida o
basica empleando una solucion de H20:MeOH (75:25), a reflujo durante 24 horas,
con excelentes rendimientos de 96%, 96% y 61% para (x)-2-metil-3-(N-bencil)-
propanoato de metilo, N-bencil-L-alaninato de metilo y (z)-3-metil-3-(N-bencil)-
propanoato de metilo, respectivamente (Esquema 4), y se concluyd que la

hidrélisis de a- y B2%aminoésteres fue mas eficiente que la de los BS-

aminoésteres.33

o Bn Bn\
NH 1 NH o

o M
OMe Me OMe

61%

HN\Bn

96% 96%

Esquema 4. Rendimiento de reacciones de hidrdlisis de a-, B2- y B3-

aminometilésteres.
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2.9 Otras metodologias verdes de hidrélisis de aminoésteres

El uso de biocatalizadores como las enzimas son una gran alternativa para la
sintesis verde, debido a que las reacciones ocurren a temperatura y presion
ambiente. Asimismo, las enzimas se extraen de recursos renovables, son
biodegradables, no toxicas y estereoselectivas.

En el 2018 se estudio por primera vez la hidrolisis del éster metilico de aspirina
(AME) con la lipasa CALB inmovilizada en presencia de diferentes disolventes
como trioleina, cloroformo (CHCIs) y diclorometano (DCM), asi como el papel del
agua, ademas se compar6 su efecto con el método convencional mediante un
bafio de agitacibn con temperatura controlada. Las tasas de conversion
aumentaron en un 11 %, 18 % y 23 % en trioleina, cloroformo (CHCI3) y

diclorometano (DCM), respectivamente. (Figura 17).%°

Tratamiento con ultrasonido

En presencia de CHCI3CH2Cl2 y
trioleina

O O 0
o) o—( Lipasa 35°C o OH
g -/ + CH,COOH
con aguay sin agua

metil-2-hidroxibenzoato

éster metilico de
aspirina

Figura 17. Lipasa CALB, usada para la hidrdlisis del éster metilico de aspirina.

2.10 Péptidos

Un péptido es un copolimero de aminoacidos que estan unidos covalentemente
por medio de un enlace amida secundario (llamado enlace peptidico).3* En
general, una molécula compuesta por dos a veinte aminoacidos se llama

oligopéptido y una cadena lineal Unica de mas de 20 aminoacidos es un
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polipéptido. Las proteinas son polipéptidos naturales y sintéticos que tienen pesos
moleculares superiores a 10,000 Da de masa.*®

Un método simple para sintetizar un dipéptido A—B seria unir el aminoacido A
activado con carboxilo a otro aminoacido B. Sin embargo, esta reaccion generara
no solo el dipéptido A-B deseado, sino probablemente también un A-A (por
autoconjugacion) debido al grupo amino de A que compite. Los dipéptidos creados
podrian reaccionar adicionalmente con A, ya que tienen grupos amino libres,
formando oligopéptidos A—A-B, A—A—A 0 A—A—A-A. La reaccion progresaria de
forma descontrolada, produciendo una mezcla de productos de autocondensacién
(homopolimeros) y oligopéptidos del tipo AnB.3¢

La estrategia para realizar la sintesis de péptidos de forma quimoselectiva
consiste en ocultar la reactividad de los grupos en los aminoacidos que no van a
formar parte del enlace peptidico antes de la etapa de unién de péptidos. Este
proceso se logra transformando el grupo funcional involucrado en una forma que
no reacciona (0 que reacciona menos) al afladir un nuevo fragmento, conocido
como grupo protector. Las reacciones quimicas utilizadas para este proposito se
conocen como reacciones de proteccion. Es importante notar que el uso de grupos
protectores en una ruta de sintesis reduce su eficacia, ya que incrementa la
cantidad de etapas, un paso para su proteccién y otro para su eliminacion.

Por ejemplo, el procedimiento general para la formacion de un tripéptido consiste
en la proteccion de los grupos funcionales en los aminoacidos que no se
pretenden incorporar en el enlace peptidico (paso 1).%” Es vital que la proteccion
sea reversible. En el paso 2, el enlace peptidico se lleva a cabo mediante la
abstraccion (acoplamiento) de una molécula de agua entre los grupos amino y
carboxilo libres en los dos derivados de aminoacidos (Figura 18). El siguiente
paso es la desproteccion del grupo protector Pg® y la formacion del segundo
enlace peptidico. Esta eliminacion especifica de la proteccion de un grupo
funcional, sin que se vea afectada la proteccion de los demas grupos, es lo mas

importante en la sintesis.3’
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NH,-AA3-CO,H  NH,-AA%-CO,H NH,-AAT-CO,H

Proteccion = |I392 ...... Pg1
-------- PgSNH-AA%CO,H NH,AA'-CO,Pg*
\Acoplamiento, I?g? ||Dg1

Pg°NH-AA2-CO-NH-AA'-CO,Pg*
Desproteccion selectiva ~ ______ y
s ?gS ||3g2 ?91

i PgeNH-AA3-CO,H NH,-AA2-CO-NH-AA'-CO,Pg*
Acoplamiento g 2 2Fg
b pd g
Desproteccion final PgGN H-AA3-CO—- NH-AA2-CO- NH-AA1-COZPg4
v

NH,-AA3-CO—NH-AA2-CO-NH-AA'-CO,H

Figura 18. Enfoque general para la proteccion y la formacién de enlaces

amida en péptidos.

El grupo protector R-amino debe proporcionar solubilidad en los disolventes mas
habituales y también prevenir o reducir la epimerizacion durante el proceso de
acoplamiento; su eliminacion tiene que ser rapida, efectiva y sin reacciones

indeseadas (Figura 19).
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Se introduce facilmente en el
grupo funcional

Es estable en un amplio rango
de condiciones de reaccion

Se elimina de manera segura al
final del proceso sintético
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eliminan de manera diferente

Figura 19. Caracteristicas de un grupo protector.

2.11 Grupos protectores

e Proteccion N-e-aminoacidos.
Ocurre cuando un grupo a-amino se encuentra sustituido por un grupo funcional
especifico para disminuir su capacidad nuclecfilica.
La eliminacion de la proteccion del grupo N® debe realizarse con un alto grado de
seleccidén; la proteccion N® no debe intervenir de manera negativa (electrénica o
estéricamente) en las reacciones del grupo carboxilo debido a su cercania.
Asimismo, es necesario que se generen derivados de aminoacidos que sean
estables y que se puedan cristalizar.
Las condiciones rigurosas para un grupo que protege a un a-amino, y el logro de
una adecuada N¢-proteccion ha sido complicado para el progreso en la creacion
de técnicas de acoplamiento efectivas.
Las protecciones de a-amino acidos se pueden clasificar en diversos grupos. Los

grupos pueden clasificarse en N@protecciones de tipo uretano como
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benciloxicarbonilo (Cbz o Z), 9-Fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), terc-
butoxicarbonilo (Boc) y no-uretano, por ejemplo, trifluoroacetilo (Tfa), acilo (Ac),
Ftaloilo (Phth), Trifenilmetilo (tritilo o Trt).

Tabla 3. Grupos Protectores de a-amino acidos

Tipo Ejemplos de Grupos Protectores (PG) de a-amino acidos

O
Fmoc_ﬁj\f Bn= % Boc = j\ojgg
Uretano
CbzoZ = @/\OL

0]
Tfa= o Ac= Trt = O
] )J\ﬁ
F &
F
No- O O

uretano Phth =

29



e Fmoc (9-Fluorenilmetoxicarbonilo).

El Fmoc es un grupo protector tipo carbamato que fue incorporado para la
fabricacion de péptidos en los afios setenta, por Carpino.®® Este grupo es muy
resistente a 4cidos y, en buena medida, a la hidrogenacion con catalizador,
aungue una exposicion prolongada a dicha hidrogenacion puede descomponer el
grupo. Esta notable reaccion del Fmoc frente a la hidrogenacion con catalizador se
ha asociado con la estructura de B-feniletiléxido que puede separarse mediante el
proceso de hidrogendlisis.

Este grupo protector es labil en presencia de bases, la reaccién es rapida con
aminas primarias y secundarias, pero tiende a ser lenta con aminas terciarias (por
ejemplo, trietilamina, N,N-diisoetilpropiletilamina).3® Asimismo la eliminacién en
disolventes polares también conlleva velocidades de reaccion méas rapidas y la
eliminacién del grupo ocurre a través de un mecanismo EiCs, (Figura 20). La
etapa que limita la reaccidn es la extraccion del protén del anillo 9-fluorenilmetilo,
lo que hace que la eliminacién con aminas de impedimento estérico sea lenta y no
se complete.

Entre las ventajas notables de este grupo se encuentra: una elevada capacidad de
absorcion en el ultravioleta.?® Al llevar a cabo reacciones en soportes sélidos, se
pueden utilizar esta valiosa propiedad para seguir el progreso de las reacciones de
acoplamiento y eliminacién de grupos protectores mediante fotometria.

H base ’ 5
H base
R O\[rN\R ® [R19k/\04\an\R} H R1"X + NHy-R +CO;,
0 -H O

Figura 20. Mecanismo E1Cs del grupo protector Fmoc.

e Boc (tert-butoxicarbonilo)
Para proteger una funcion amino en la sintesis, también se usa a menudo el
carbamato de terc-butilo, debido a las ventajas del derivado Boc. La proteccién

Boc se introdujo a fines de los afios 50 y se adoptd rapidamente en la sintesis de
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péptidos. Es resistente a la hidrogenacion catalitica pero vulnerable ante
condiciones acidas leves. El grupo permanece inalterable en escenarios basicos y
frente a la reduccion ocasionada por Na en NHs liquido. Los métodos de
desproteccion convencionales conllevan el uso de &cidos fuertes, como el HCI,
H,SO, y condiciones basicas (NaOMe/MeOH-THF para pirroles, Mg(OMe),/MeOH
para lactamas). Actualmente se han desarrollado otras alternativas como &cido
trifluoroacético (TFA),*! agua supercritica,*> &acidos de Lewis como ZnBrz*
Sn(OTf)2,4 FeClz,* y disolventes eutécticos profundos (DES).4®

La sintesis con (Boc)20 ofrece alta conversion en un breve periodo y a
temperaturas reducidas. Este compuesto se encuentra disponible comercialmente,
es duradero y puede almacenarse por periodos prolongados a temperaturas bajas
y entornos sin humedad. Dadas estas caracteristicas ventajosas, varias aminas,
aminoécidos y péptidos suministrados por la industria farmacéutica se venden
protegidos con Boc.

Entre los reactivos mas utilizados para la sintesis de aminoacidos Boc protegidos
podemos encontrar a di-tert-butildicarbonato  (Boc):O y el 2-(tert-
butoxicarboniléxido de imino)-2-fenilacetonitrilo (Boc-ON).

La capacidad de usar grupos de proteccibn como Boc y Fmoc es importante.
Estos grupos permiten proteger y desproteger de manera ortogonal, lo que

significa que se puede eliminar un grupo protector sin afectar al otro. 4’
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2.12 Actividad quimicay potencial quimico.
La actividad de una sustancia, que a menudo se abrevia como “a”, se refiere a la
concentracion efectiva de esa sustancia en la mezcla de reaccion.*® Este concepto
nos ayuda a representar un proceso real basandonos en un modelo ideal, como es
el caso de una mezcla de agua y metanol (75:25).
En el caso ideal las concentraciones de agua y metanol las podemos expresar
como fracciones molares, por el contrario, en el caso real como actividad.
La actividad es una magnitud adimensional y se calcula multiplicando el
coeficiente de actividad y por la concentracién de la especie (C).*®

a=y+C Ecuacion 1
El coeficiente de actividad es un factor de correccién que cuantifica cuanto se
desvia una solucién de la idealidad (este factor depende la de la temperatura, la
presion y la fuerza iénica del medio).
Para una mezcla liquida en estado no ideal, se emplean los conceptos de
fugacidad (para gases) y actividad introducidos por G.N. Lewis, siendo el potencial
guimico para una mezcla liquida cualquiera :

ui = gi(T,p) + RT In q; Ecuacion 2

Esta ecuacion nos indica a una temperatura y presion especifica, un incremento
en la actividad de un compuesto conlleva un aumento en el potencial quimico del
mismo.*°
Para un sistema racional de actividades, gi (T, p) se relaciona con el potencial
guimico del liquido puro i (T,p).

gi(T,p) = 1! (T,p) Ecuacién 3
Por lo tanto, la ecuacion 2 se convierte en

Ui =y + RT In q; Ecuacioén 4
La actividad de un liquido puro es la unidad cuando a; =1 y y; tiende a 1y por lo

tanto u; = uy.
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2.13 PROGRAMAS DE CALCULOS COMPUTACIONALES
2.13.1. SPARTAN

SPARTAN es un software que combina diferentes métodos quimicos, como ab
initio,>® DFT,>! semiempiricos®® y mecanica molecular,®® todo en una interfaz facil
de usar. Es popular entre quimicos y, escuelas por su simplicidad y precision,
aunque a veces esto significa que algunos célculos tardan méas que otros
programas.

Entre las caracteristicas de SPARTAN, se incluyen la capacidad de calcular
estados de transicibn, manipular coordenadas, asi como herramientas de
exploracioén y visualizacion.>® El programa posee su propio sistema de gestion de
trabajos, y estos se envian a la cola mediante un script que puede modificarse

para hacer uso de un sistema de trabajos pendientes.5354

2.13.2 Turbomol

En 1987 se desarroll6 el programa Turbomol por el grupo del Prof. Reinhart, es un
programa de quimica computacional ab initio que implementa varios métodos de
quimica cuéntica, la caracteristica principal de este software se enfoca sobre
todo en las técnicas de la estructura electronica que tienen un balance costo-
eficacia provechoso, como la teoria del funcional de la densidad (DFT), el método
de Mgller-Plesset de segundo orden y la teoria de clusters acoplados.>®
Continuamente se observan avances importantes, tales como la dindmica
molecular no adiabética, métodos CC (Coupled cluster) ultra eficientes de orden
superior, etc.

También cabe mencionar que investigadores de diversas areas como la fisica, la
biologia y la medicina, emplean en la actualidad esta herramienta para apoyar su

trabajo de investigacion.56

2.13.3 COSMO-RS
COSMO-RS (Modelo de deteccion tipo conductor para disolventes reales),
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representa el sistema mediante fragmentos de superficie, cuyos pardmetros de
interaccion provienen del calculo computacional.®” Suele utilizarse para predecir el
equilibrio gas-liquido, el equilibrio liquido-liquido y el equilibrio solido-liquido, la
presion de vapor de componentes puros y mezclas, el coeficiente de particion, el
equilibrio de adsorcion, la solubilidad, la entalpia de evaporacion, el pKa y la
viscosidad.>®

Para realizar estos calculos utiliza COSMO-RS un método de solvatacion que
considera el entorno como continuo, estableciendo la permitividad en un valor
infinito (simulando un conductor ideal). Esto limita la carga de apantallamiento a la
superficie, eliminando el campo eléctrico entre la molécula y el disolvente, asi

como la carga en el conductor.>®

2.13.4 Teoria de COSMO-RS

Una descripcion de la teoria basica de COSMO-RS parte de una molécula (Y) que
bajo la condicién de un apantallamiento ideal genera una densidad de carga de
polarizacion (o) en la interfaz entre la molécula y la superficie molecular (entorno
de conductor virtual). Estos valores de o del calculo COSMO permiten extender el
modelo a disolventes reales.

La energia de deformacion resultante (Emis fit) (1) de esta interaccion electrostéatica
puede calcularse, utilizando el area superficial de contacto efectiva (dere); las
densidades de carga de apantallamiento netas, oy o de los dos segmentos; o' el

factor de energia.®®

12 ’ al 7
(1) Emis rit (o,0') = Aerr emisfit(U +0) = aeffe;(U +0')?

En caso de moléculas con polaridad alta como el agua, también sera importante
considerar las interacciones que se producen debido a los enlaces de hidrégeno
(Enp). Considerando esto se definieron a los donantes de enlaces de hidrogeno
(odon) cOmo segmentos con una densidad de carga de apantallamiento, menor que
Onb, Y a los aceptores como aquellos con una densidad de carga de

apantallamiento, Oacc, mayor que Onp.%t
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Klamt y Eckert propusieron la expresion de la contribucion del hidrogeno En, como:

(2) Ewm(o, d") = aefrcc m (T) x min {0, max[0, dacc = o] min[0, daon + o np)}

siendo; Oacc = max [0, 0'] 0don = max [0, d']

La energia total de interaccion del fragmento (3) es:
(3) e (o, 0')= Emf(o, ') + Eny (0, 0')

Como Unicamente se toma en cuenta la densidad de carga de apantallamiento
ideal para definir los segmentos de superficie, para la caracterizacion total, solo es
necesaria la distribucién de la densidad de carga de apantallamiento Ps(a) (perfil
o) del sistema S.°

El potencial quimico (4) del fragmento se puede calcular mediante:

(ae rf (s (a')—e(a.a')))
(4) us (o) = =RT In|[ Ps(a')e RT do’

La probabilidad Ps(o) (5) de encontrar un segmento con densidad de carga de
apantallamiento 0 en mezclas, se calcula usando sumas ponderadas. Esto se
hace considerando la fraccion molar x; de los o perfiles Pi(o) de los componentes

puros del sistema S.5?

2i XA pi(0)
iXi A
El coeficiente de actividad (6) se determina Unicamente a partir de estos datos:

(5) P(o) =

-
(6) ysj = e RT
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3. HIPOTESIS

¢, Se podra llevar a cabo la hidrolisis de a-aminometil ésteres N-protegidos con
Fmoc, Bn y Boc en presencia de una mezcla hidroalcohdlica (agua-metanol)
(75:25)? Si es asi, ¢Los calculos tedricos nos ayudaran a justificar los resultados

experimentales?
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4. JUSTIFICACION

A partir de los resultados de hidrolisis por parte de Alexa,*® de a-, B> y B -
aminoésteres con el mismo patron de sustitucion y rendimiento de 96, 96 y 61%
respectivamente (Figura 21), bajo las condiciones 75:25 (agua: metanol) a reflujo
se llevara a cabo esta misma metodologia para a-aminoésteres N-protegidos con

Boc, Bny Fmoc.

0 Bn\NH Bn
_ 0 AN
0 %Ym o
NH OH /%\/u\
Bn/ OH
96% 96% 61%

Figura 21. Porcentaje de hidrdlisis del a-, B?- y B3-aminoésteres con el

mismo patrén de sustitucion.

Generalmente, la reaccion de hidrdlisis de ésteres es catalizada por acidos o
bases fuertes a reflujo, sin embargo, esta metodologia genera subproductos que
dan a lugar a residuos contaminantes y peligrosos al ambiente, lo cual es algo
indeseable en quimica verde. Por lo tanto, en el presente proyecto se desarrollara
una metodologia ambientalmente amigable y enfocada en la quimica verde:
Hidrdélisis de amino-ésteres en una mezcla binaria 75:25 (agua: metanol) sin

catalizador acido o basico”
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar y cuantificar reacciones de hidrélisis para a-aminometil-ésteres N-
protegidos en una mezcla agua:metanol (75:25), asi como, andlisis del

rendimiento de reaccion y caracterizacion de los mismos.

5.2 Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente los siguientes a-aminometil

ésteres N-protegidos, (Figura 22):

0]
1) R;=Me R,=Bn, Fmoc, Boc
R
! oMe 2 Ry=iPr R,=Bn, Fmoc, Boc
3) Ri=Bn R,=Bn, Fmoc,Boc
HN\R2

Figura 22. Esteres metilicos de L-Alanina, L-Valina y L-Fenilalanina.

e Efectuar las reacciones de hidrélisis de a-amino metil ésteres N-protegidos y

N-protegidos desprotegidos en un sistema 75:25 (H20:MeOH) a reflujo.

e Analizar la reactividad y medir el porcentaje de reaccién de la hidrdlisis de a-

aminoésteres N-protegidos.
e Sintetizar e hidrolizar el dipéptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe.

e Validar los datos experimentales con calculos teéricos de la hidrélisis del
Fmoc-L-Phe-OMe en diferentes sistemas 75:25, 20:80 y 10:90 (H20:MeOH).
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6. METODOLOGIA GENERAL DE SINTESIS

Se presenta a continuacion la metodologia para la sintesis de a-aminoésteres, asi
como su hidrdlisis en condiciones verdes (Figura 23).

Paso A) Primero se llevara a cabo un proceso de esterificacion, donde el acido
carboxilico del aminoacido es transformado en haluro de acilo con cloruro de
tionilo, después el grupo haluro de acilo es tratado con un alcohol para formar el a-
aminoéster correspondiente.

Paso B), C) y D) Partiendo del a-amino-metiléster correspondiente, se realizara la
Fmoc proteccion, después la N-proteccion con Bencilo (Bn), y finalmente la Boc
proteccion , respectivamente.

Paso E) Corresponde a la hidrélisis de los ésteres sintetizados en condiciones
amigables con el medio ambiente, H20:MeOH (75:25) a reflujo por 24 h.

Paso F) Hidrolizar los esteres formados en el paso A) bajo las condiciones antes

mencionadas.

NH
NH, 2

A) SOCl,, MeOH
’7700 _Fmoc
0° toda la noche COOMe 06‘4,
R COOH
4a (R=CHy),

1 (R=CHy)
2 (R=CH(CH3),) 5a (R=CH(CH;),) O COOMe
3 (R=CH.Ph 6a (R=CH,Ph)
(R =CH,Ph) o 7b,8by 9b
ko)
<
< 2 NH’B”
5 § D) Boc,O »S;
Q| g Hn—BoC R COOMe
N
clwo )\ 10c, 11¢c, 12¢
4a, 5ay 6a R COOMe
13d, 14d, 15d
R1
79b E) H,0:MeOH NH
10-12¢ ——————————>
13-15d  75:25 reflujo, 24 hr
R COOH

16-18 e, (R= CHs)
19-21e, (R=CH(CHy),)
22-24e, (R =CH,Ph)

R' =Fmoc,Boc o Bn

Figura 23. Metodologia experimental de proteccion N-Fmoc, N-Bn y N-Boc de

a-aminoésteres y su hidrolisis.
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En una metodologia alterna, primero se hara la N-proteccién [Pasos A),B) y C)],
seguida de la esterificacion del grupo carboxilico (Figura 24). Finalmente, en el
Paso E) se llevara a cabo la hidrolisis durante 24 horas a reflujo en un sistema
75:25 H20:MeOH. Y en el Paso F), 4a,5a y 6a se hidrolizan, en las condiciones

anteriormente mencionadas.

Fmoc
Boc. ., NH, HN™
B) Fmoc-Osu
)\ A) Boc,0
%
-
R COOH R COOH R COOH
17e, 20e, 23¢ 1 (R= CH,) 16e, 19e, 22e
2 (R=CH(CHjy),)
3 (R =CH,Ph)
Bn
AN
NH
* !
R COOH 1 R
R N
NH
SNH
18e, 21e, 24e D) SOCl,, MeOH * E) H,0:MeOH /'\
_ [ [
16-24e R COOH
0° todalanoche R COOMe 7595 refiujo, 24 hr

16-18e, (R= CH,)
:;)9?'2 19-21e, (R=CH(CH,))
-12C, -
13154 22-24e, (R =CH,Ph)
R' = Fmoc,Boc o Bn

Figura 24. Metodologia experimental alternativa para la protecciéon N-Fmoc, N-

Bn y N-Boc de a-aminoésteres y su hidrélisis.

Para la sintesis del péptido (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-alanil-
fenilalaninato de metilo se partir4 del L-fenilalaninato de metilo y (((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)-L-alaninato, para hacer el acoplamiento se usara el clorhidrato
de N-(3-dimetilaminopropilo)-N'-etilcarbodiimida como agente activante y una base
(NaHCOs), después de adicionar acetato de etilo, se agitarda durante aprox.1l hr.
(Paso F). Una vez sintetizado el péptido se llevara a cabo su hidrolisis (Paso E),
en las condiciones antes mencionadas, 75:25 (H20:MeOH) a reflujo, durante 24 hr
(Figura 25).
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O 2 NaHCO3 AcOEt .

eCl 25fF
16e 6a

E) H,0:MeOH (75:25)
reflujo, 24 hr

Figura 25. Metodologia de sintesis del péptido y su hidrdlisis.
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6.1 Procedimiento general para la esterificacion de aminoacidos (PG-A)

En un matraz bola de 50 mL se colocé una barra de agitacibn magnética, se
afadi6 1 mmol del sustrato a esterificar, y se suspendié en un volumen de
metanol de grado HPLC (10 mL). Se sell6 el matraz con un tapén de septum y se
purg6 con nitrégeno. Después, se colocé el matraz en un bafio de hielo a 0 °C, y
con una jeringa se incorporoé lentamente 1.2 equivalentes de cloruro de tionilo. Una
vez realizada la adicién, se retir6 el bafio de hielo y se dej6 en agitacién a
temperatura ambiente durante toda la noche ( aproximadamente 16 horas) en una
atmosfera de nitrégeno. Al finalizar este tiempo, se evaporé la mezcla y se afiadié
al producto crudo 15 mL de agua destilada, ajustando el pH entre 8 y 9 con
bicarbonato de sodio. Después, se llevaron a cabo extracciones con acetato de
etilo a volumenes iguales, repitiéndose tres veces. La fase organica se seco con
sulfato de magnesio y se filtré utilizando un embudo de decantacion y algodon.
Finalmente, la fase organica se evapor6 al vacio y se monitorearon los productos
obtenidos mediante cromatografia en capa fina.

Los ésteres generados a travées de esta metodologia fueron: 4a, 5a, 6a,7b y 8b

6.2 Procedimiento general para la Fmoc-proteccion (PG-B)

Se disolvié 2.1 mmol de L-alanina en 5 mL de agua en un matraz bola de 50 mL.
En un matraz de precipitado se adicion6 20 mL de agua y 2 equivalentes de
Na2COs. Posteriormente, se mezcld el aminoacido L-alanina con la solucion de
Na2COs, con una barra de agitacion. Se afiadié a la mezcla Fmoc-Osu en 12.5 mL
de acetona. Después se midi6 el pH el cual estaba entre 9-10, al pas6 de 3 h en
agitacion la reaccion culming, y se evapor6 a vacio la acetona restante. El crudo
fue lavado con AcOEt, secado con MgSOa4, y concentrado a vacio. La reaccion fue
monitoreada en un sistema n-butanol: agua: AcOH,(4:1:1).

Los compuestos Fmoc-protegidos a traves de esta metodologia fueron 16e y 9b
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6.3 Procedimiento general para la N-bencilacién (PG-C)

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se disolvio (1.72 mmol, 1 eq)
del aminoéster correspondiente en 2 mL de CH2Clz, después se afadié un
equivalente de benzaldehido, 10 gotas de CHsOH, y unos cristales de p-TsOH
como catalizador, se deja en agitacion 1 h. Finalmente se agregdé 2eq de un
agente reductor, en este caso NaBHs durante 2 h se agitd y se concentr6 a
sequedad. Se monitorio la reaccion con CCF en un sistema 8:2 hexano:acetato, se
purificd por columna en gradiente. El tiempo total de reaccion fue de 3 horas. Los

productos 11c y 12c fueron sintetizados a través de este procedimiento general.

6.4 Procedimiento general parala Boc-proteccion (PG-D)

En un matraz bola de 50 mL, se pes6é un equivalente del amino ester y se
adicion6 EtsN (3 eq), después se agrego en un disolvente donde fue soluble la
materia prima, (CH,Cl,). Por altimo, se afiadieron dos equivalentes de (Boc)20 a 0
°C. La mezcla resultante se agit6 durante la noche. Se filtr6 la mezcla y el filtrado
se lavo con &cido citrico acuoso. La fase organica se concentré para obtener el
(terc-butoxicarbonil)-L-aminometil ester, respectivo. A partir de este método, se
sintetizaron los compuestos 13d,14d y 15d. Para el 15d se usé etanol como
disolvente y en lugar de una base se agreg6 la resina de Intercambio de lones
Amberlyst-15 (7—-10% w/w) como acido para aumentar la velocidad de la reaccion.
En cambio, en el producto 15d se empled acetonitrilo como disolvente y

después se agrego la base 4-dimetilaminopiridina (DMAP).

6.5 Procedimiento general para la hidrélisis de a-aminometil ésteres (PG-E)

En un matraz de 50 mL con un agitador magnético, se anadieron 1 mmol del a-
aminometil ester-N-protegido, después se agregé 5 mL de metanol y 15 mL de
agua para hacer una solucion de 0.05 M. Luego, se calentd la mezcla a reflujo
durante 24 horas. Al finalizar el tiempo de reaccion, se evapor6 a vacio. Durante

este proceso, se concentr6 la solucion sin dejar que se secara completamente; a
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medida que se evaporaba el metanol, se pudo observar la formacion de un soélido
blanco. El sdlido obtenido fue filtrado y lavado con diclorometano. Se llevé a cabo
el seguimiento de la reaccion mediante cromatografia en capa fina usando un
sistema de aminoacidos y revelado en ninhidrina.

Los productos obtenidos por esta metodologia fueron: 1, 2, 3, 18e (fue obtenido
por Alexa et al.),®3 21e y 24e.

Para la hidrdlisis de los reactivos se empleé 1 mmol excepto para 8b,14d y 5a
donde solo se utiliz6 0.05 , 0.5 y 0.5 mmoles, respectivamente, pero la
concentracion molar del sustrato fue 0.05 M, para todos los casos, Tabla 9.

6.6 Sintesis de péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe (PG-F)

Una mezcla de PG-L-ALA-OH (PG = Fmoc), HCI-HzN-L-PheOMe, EDC-HCI y
NaHCOs en 10 mL de AcOEt se agitd durante 60 minutos. El crudo de reaccion
fue extraido con acetato de etilo y agua. La fase orgénica fue secada sobre sulfato
de sodio y evaporada a presion reducida para obtener el péptido. Finalmente se

obtuvo un sélido blanco con un rendimiento de 32.3 %.

6.7 Hidrolisis de péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe (PG-E)

La reaccion de hidrdlisis de péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe 11 se suspendio en
una mezcla 1.44 mL agua destilada y 0.48 mL metanol para obtener una solucion
0.05 M. se calenté a temperatura de reflujo y se dejo durante 24 horas, sin
embargo, no se obtuvo el producto. Para seguir la reaccion se utilizé

cromatografia en capa fina (CCF) en un sistema hexano:acetato de etilo (6:4).

6.8 Reaccion de esterificacidon. Procedimiento A (PA)

En general se destacan de buenos a excelentes los rendimientos para los a-
aminoacidos: 1, 2, 3 ,16e y 19e en la reaccion de esterificacion. Los compuestos
Fmoc-L-Ala-OH (16e) y Fmoc-L-Valina-OH (19e) se esterificaron con un

rendimiento cuantitativo durante toda la noche (16h) con un rendimiento
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cuantitativo; en cambio para esterificar 5a y 6a se dejo la reaccion durante 3 dias,
sin embargo, no se logré aumentar el rendimiento,
(Tabla 3).

Tabla 3. Sintesis de ésteres a partir de derivados de a-aminoacidos.

0 (0]
R, SOCl, N Ry o
OH g o
MeOH, 0°C a ta. HN
HN
\ Noo
R? R
Reactivo R? R? Producto Rendimiento (%) | p.f(°C) | Tiempo (h)
(mmol)
16e (1.5) CHs Fmoc 7b 98 108-110 16
19e (1.5) i-Pr Fmoc 8b Cuantitativo >300 18
1(10) CHs H 4a 43 78-80 21
2(9) i-Pr H 5a 60 Liquido 72
3(10) Bn H 6a 85 Liquido 72

Para la sintesis de 4a, 5a y 6a se usaron los reactivos 1, 2 y 3 que son los
aminoacidos libres, los cuales dieron rendimientos moderados 43, 60 y 85 %
respectivamente, Tabla 3. Al caracterizarlos con *H RMN para todos tenemos la
sefal de grupo metilo del éster como singulete en un intervalo de 3.68-3.84 ppm

esto indica que se formd el ester metilico correspondiente, Tabla 4.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H RMN (80 MHz) de
aminoésteres 4a ,5a 'y 6a (500 MHz).

los

o]
Rl
B O/
NH>
Compuesto R" & (ppm) OCHs (A) & (ppm) H(B) & (ppm)
da CHas:1.55 3.84 4.12
5a i-Pr: 2.24 - 1.84 3.71 3.51-3.17
0.97
0.89
6a Bn: 3.01, 2.92 3.68 3.71
7.31-7.27,
7.24-7.21,
7.19-7.17

6.9 Reaccion de proteccion con Fmoc-Osu (N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)
succinimida), procedimiento B (PB)

Se partié del amino&cido L-valina después se protegié con Fmoc para obtener 16e

con rendimiento del 99%, este procedimiento pertenece a la metodologia

experimental alternativa (Figura 17), mientras que para la sintesis de 9b se partio

del aminometil-éster de fenilalanina, Tabla 5.

Tabla 5. Reaccion Fmoc-proteccion de 1y 6a.

O
0] .
' r3  F'moc-OSu, disolvente RS _R®
HN N32CO3, Hzo, 3h HN\
N R4
R
Reactivo | R* | R R3 Producto R* RS R® Rend. % p.f (°C)
(mmol)
1(2.1) CHs | H H 16e Fmoc | CHs H Cuantitativo 130-132
6a (3) Bn H | CHs 9b Fmoc | Bn | CHs | Cuantitativo Liquido
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Los desplazamientos de los hidrogenos arométicos de los compuesto 7b, 8b, 9b

se encuentran en un intervalo de 7.4 ppm hasta 7.94 ppm, en el espectro de RMN

1H,Tabla 6. Asimismo, los hidrégenos metilicos y metilenos del grupo Fmoc de 9b

se desplazan mas a campo bajo 4.62-4.52 ppm en comparacion con 7b y 8b,

Tabla 6.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos (ppm) de 'H RMN (600 MHz) de los
compuestos 7b, 8b y 9b de (500 MHz).

Compuesto R’ d(ppm) é(ppm) | & (ppm) 6 (ppm) 8 (ppm)
OCHs (A) H(C) NH(B) CHCH2z-Fmoc Aromaticos Fmoc
(E.F) ()
7b CH3;=1.43 3.76 4.23 5.46 4.45-4.35 7.77,7.61,7.43 -
7.25

8b i-Pr =2.18, 3.76 4.24 5.32 444 -437,432 | 7.77,7.61,7.40
0.98, 0.92 7.32

9b Bn = 3.16, 3.74 4.85 5.45 4.62,4.52, 4.38. 7.94,7.79,7.74
3.10,
7.57,7.52 -
7.48

7. Reaccion Bencilacion. Procedimiento C (PC)

En la reaccion de bencilacion de L-Val-OMe y L-Phe-OMe, los productos 11c y

12c se obtuvieron con un rendimiento del 70 y 37 %, y en un tiempo de 2.5y 4h

respectivamente, Tabla 7.
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Tabla 7. Reaccion N-Bencilacion de los a-aminometil-ésteres 5a y 6a.

0]
1 Q 1) PhCHO, disolvente R
R \A)‘\ o~ > o~
2) NaBH,, p-TsOH
NH, ) #P " Bn
Reactivo R? Producto Rendimiento % p.f (°C) Tiempo

(mmol) (h)
5a (1.72) i-Pr 1llc 70 Aceite 25
6a (1.5) Bn 12c 37 Liquido 4

En el espectro de RMN !H, Los protones del grupo Bn en Bn-Phe-OMe (12c) se
encuentran mas desprotegidos (cerca al nitrogeno de la amina, el cual es de
mayor electronegatividad) 7.45 — 7.39 ppm (5H) vs 7.39 —7.30 ppm (en 11c). Sin
embargo, el hidrogeno NH de 5a se encuentra a 5.29 ppm en comparacion de

12c, que se desplaza a 4.83 ppm (NH), (Tabla 8).

Tabla 8. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H RMN (MHz) de los compuestos

5ayl2c.
o)
. B A
R
e HN_ ¢
Compuesto R d(ppm) | 8(ppm) | &(ppm) | &(ppm) d (ppm)
OCHs H(B) NH(E) | CHz2(C) | Aromaticos Bn (D)
(A)
11c i-Pr: 0.96,0.92, 3.72 3.02 5.29 387y |[7.39-7.30
2.02-1.90 3.60
12¢ Bn: 3.13 3.79 3.70 4.83 3.97- 7.45-7.39
7.38 — 7.35, 3.81
7.33-7.29
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7.1 Reaccion de proteccion con Boc20 dicarbonato de di-terc-butilo.
Procedimiento D (PD)

Los compuestos 2b, 5 y 9 se obtuvieron con buenos a excelentes rendimientos
bajo diferentes condiciones, ver Tabla 9. En la Tabla 10 se observa que el
hidrégeno (B) aumenta su desplazamiento en comparacién de 2b y 5, ya que el
grupo fenilo de (9) desapantalla mas a estos hidrogenos. Ademas, se observan

sefales de hidrégenos del grupo tert-butilo que caen en un intervalo de 1.41-1.42

ppm.

Tabla 9.Reaccion de Boc-Proteccion de a-aminometil-ésteres 4a, 5a 'y 6a.

O
) Q Boc,O0, cat. R _
R {LO/ > 1 e}
NH, disolvente HN
Boc
Reactivo R! Producto Cat. Disolvente | Rendimiento p.f mmol | Tiempo
% (°C)
4a CHs 13d NEts CH2Cl2 Cuantitativo 28-30 5 16 h
5a i-Pr 14d DMAP MeCN 86 Liquido 1 3h
6a Bn 15d Amberlyst- EtOH 48 Liquido 21 20 min
15
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos (ppm) de 'H RMN de los compuestos
13d (500 MHz), 14d (80Mhz) y 15d (600 Mhz).

0
A
B
R
O/
. HNwo\l< 5
0
Compuesto 5(ppm) 3(ppm) [ 8(ppm) 3(ppm) 8(ppm)
R OCHs(A) H(B) NH(B) C(CHa)3(D)
13d CH3=1.35 3.72 4.35-4.25 5.04 1.42
14d i-Pr=0.94,0.86, | 3.71 | 4.26-4.05 5.02 1.42
2.07
15d Bn =3.0,2.97 37 473 513 1.41
7.48 - 7.28

7.2 Reacciones de Hidrélisis. Procedimiento E (PE)

En la reacciéon de hidrdlisis para los aminoésteres N-Bencilados de L-Ala 10c y L-
Val 11c dieron rendimientos de 96 % y 88 % respectivamente; para L-Phe 12c fue
del 16 % (Tabla 11). Cuando se hidrolizaron los compuestos 13b, 14d y 15d
primero ocurrié una Boc-desproteccion (una reaccién no deseada) y después se
hidrolizé al aminoacido correspondiente con excelentes rendimientos, (Tabla 11).

Por otra parte, los N-Fmoc-aminoésteres de L-Alanina (7b) y L-Fenilalanina (9b)
no reaccionaron, y el Fmoc-valina-OMe (8b) se desprotege e hidroliza al mismo
tiempo con un rendimiento del 36 %. Para los aminoésteres no N-sustituidos 4a,
5a vy 6a los productos fueron los aminoacidos correspondientes 1 (19 %), 2y 3 con
excelentes rendimientos (90 y 85 %). Cabe destacar que los resultados, pueden
ser predecibles conociendo que los grupos Boc y Fmoc se desprotegen en
condiciones &cidas o basicas y el agua puede intervenir en la desproteccién

actuando como acido o base fuerte a altas temperaturas, pero sin aumentar su pH.
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Tabla 11. Hidrdlisis de los a-aminometil-ésteres-N-protegidos con H20:MeOH

(75:25)
H,0:MeOH 2
3
TU\ " (75 2 i OH
a reﬂujo 24h HN
~
R4
Reactivo R’ R” Producto R3 R4 Rendimiento p.f (°C)
(mmol) %

7b (1 mmol) CHas Fmoc - - - - 108-110

13b (1 mmol) CHas Boc 1 CHs H 98 28-30
10c CHs Bn 18e CHs Bn 96 226-230

8b (0.05 mmol) i-Pr Fmoc 2 i-Pr H 36 >300
14d (0.5 mmol) i-Pr Boc 2 i-Pr H 98 Liquido
11c (2 mmol) i-Pr Bn 2le i-Pr Bn 88 Aceite
9b (1 mmol)* Bn Fmoc - - - - Liquido
15d (1 mmol) Bn Boc 3 Bn H 71 Liquido

12c¢ (1 mmol) Bn Bn 24e Bn Bn 16 38-40
4a (1 mmol) CHs H 1 CHs H 19 295-297
5a (0.5 mmol) i-Pr H 2 i-Pr H 90 296-298
6a (1 mmol) Bn H 3 Bn H 85 282-284

*Reacciona en sistemas 20:80 y 10:90 H.O:MeOH, ver Tabla 11.

En el espectro de RMN 1H, las sefiales del grupo metoxilo en 3.72 y 3.79 ppm de
11lc y 12c, desaparecen al hidrolizarlos para dar los a-aminoacidos 21e y 24e. En
los compuestos 13d, 14d y 15d al hidrolizarse se desprotege el grupo Boc y da
como producto el aminoacido correspondiente L-Alanina (1), L-Valina (2) y L-
fenilalanina (3), esto también ocurre con los reactivos 8b y 9b (reacciona en los
sistemas 10:90 y 20:80 H20:MeOH), Tabla 12 y 13.

También, en la tabla anteriormente mencionada vemos que el hidrogeno (A)

aumenta su desplazamiento desde 3.65 ppm < 4.07 — 3.79 ppm < 4.25 — 4.05
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ppm, para L-Ala, L-Phe y L-Val respectivamente.

Tabla 12. Desplazamientos quimicos (ppm) de *H RMN (500, 600 y 80 MHz) de
los aminoésteres hidrolizados.

H,0:MeOH e
A R3 A
/ (75 25) OH
a reflujo 24h HN_
R4
Reactivo Producto
Compuesto R R” &(ppm) R® &(ppm) Compuesto S5(ppm)
R4 H(A)

13d CHg3 Boc CH;=1.34 H 1 3.65
10c CHs; Bn CHs=1.64 Bn=7.40- 18e 411

7.62

4.28.
8b, i-Pr Fmoc, i-Pr=2.15-1.83, 0.93, H 2 4.25-4.05
14d Boc 0.84.
1lic i-Pr Bn i-Pr=2.46 — 2.36, 1.08, Bn=7.59 2le 3.81

0.99 —7.53,

7.44 —

7.38, 4.28
9b Bn Fmoc, Bn=7.21-6.95, 3.12 — H 3 4.07 - 3.79
15d Boc 2.84.
12c Bn Bn Bn=7.36 — 7.27, Bn=7.54 24e 4.22

3.42,3.24 - 750,

7.47 -

7.43,

4.26

Asimismo, se probo la reaccion de hidrolisis de 12c en diferentes proporciones
(H20:MeOH) y logré reaccionar en los sistemas 20:80 y 10:90 (H20:MeOH), Tabla
13. Con estos resultados se intuye que el rendimiento y las condiciones de
reaccion tienen relaciéon con la solubilidad y actividad termodinamica de cada

aminoéster N-protegido.
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Tabla 13. Hidrdlisis de Fmoc-L-Phe-OMe en diferentes sistemas

Sistema

75:25

20:80

10:90

Fmoc-Phe-OMe

No hubo reaccién

Si hubo reacciéon* 6% de L-Phe

* No se cuantifico el producto de reaccion.

7.3 Sintesis del péptido, Procedimiento F (PF).

Finalmente se realizo la sintesis del péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe, el metilo del
ester en encuentra en 3.49 ppm, las sefiales multipletes en un intervalo de 8.27—
7.31 ppm que integran a 13H para los hidrogenos aromaticos (Tabla 14), lo que

indica la formacion del péptido. Después se hidrolizé sin formar el producto

deseado.

Tabla 14. Rendimiento del producto e hidrdlisis del péptido.

Péptido

Formacion del péptido

Reaccién de hidrélisis.
(75:25 HZO:MeOH areflujo)

Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe

32%

0%
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Tabla 15. desplazamientos quimicos (ppm) de *H RMN del péptido (80 MHz).

3(ppm) 3(ppm) d(ppm) d(ppm) d(ppm) 3(ppm) 3(ppm)
N(H) H(D) H(A) H(B) H(C) H(E) H (F,G,H)
6.08 (s, | 3.65— 8.27- 349(,J | 1.71- 4.38 (s, 4.09 (s,
1H),5.47 |331(m, |731(m, |=6.1Hz, |156(m, |2H, CHx- | 3H,CH)
—4.95(m, | 2H, 13H) 3H) CHs) Fmoc)
1H) PhCH>)
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7.4 Contraste de la metodologia aplicada vs tradicional.

Tabla 16. Hidrolisis de a-aminoésteres N-arilicos con NaOH 1M.

o 0
R
Rw)l\o/ w)‘\OH
NaOH 1 M, MeOH
> NH
NH
B »
> S
R
R= (CH;-) R'=-CO,CH;4 R=(CH;-) R'=-COH
(CH;),CH-) (CH3),CH-)
(Bn-) (Bn-)
Producto Condiciones Tiempo Rendimiento
(h) (%)
N-(3'-Carboxifenil)- | NaOH 1M (1,1 22 90
L-alanina mmol) MeOH (5 mL)
N-(3'-Carboxifenil)- | NaOH 1M (1,1 20 87
L-valina mmol) MeOH (5 mL)
N-(3'-Carboxifenil)- | NaOH 1M (1,1 26 88
L-fenilalanina mmol) MeOH (5 mL)

Jasim M. Al-Rawi y colaboradores hidrolizaron a-aminoésteres N-arilicos de
alanina, valina y fenilalanina, con buenos rendimientos (88-90%) en 22, 20y 26 h,
respectivamente.®® En contraste con la metodologia aplicada en la que se utiliz6
H20:MeOH (75:25) a reflujo para los N-Bencil-aminoésteres (18e, 21e, 24e) se
obtuvieron excelentes rendimientos (96-70%), (Tabla 11) en 24 h, sin utilizar una

base fuerte (NaOH), que requiere ser neutralizada después con acido (HCI).
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8. METODO TEORICO

Para predecir la solubilidad y actividad tedrica de Fmoc-Phe-OMe sintetizado, se
constituyé primero del calculo mecanico cuantico con Turbomol, seguido del

método COSMO a fin de estimar la solubilidad.

Método
computacional

Dibujar la estructura
molecular

J

SPARTAN «—— PROGRAMA ¢En donde?

PRECALCULO: EQUILIBRIO
CONFORMACIONAL Y GEOMETRIA
MOLECULAR

¢Donde se calculala | PROGRAMA COSMO-RS

solubilidad?

¢Donde se realizan

los célculos PROGRAMA — TURBOMOL
mecano cuanticos?,

Figura 26. Procedimiento del método tedrico para calcular la solubilidad y
actividad teorica.
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8.1 Estudio tedrico de la reaccion de hidrolisis de metil-(((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-fenilalaninato en una mezcla 10:90
H>0:MeOH

Para comenzar el estudio tedrico sobre cémo afecta la solubilidad y actividad
termodinamica en la hidrolisis del compuesto 9b, Figura 26. Primero se calculo la
actividad del agua en la mezcla H20:MeOH en diferentes proporciones (75:25) ,
(20:80) y (10:90), (Tabla 17). En esta tabla vemos que la mayor actividad (0.8305)
se presenta para el sistema H20:MeOH (75:25), esto quiere decir que en esas
condiciones el agua (teéricamente) seria mas reactiva y capaz de realizar la
hidrdlisis. Sin embargo, cuando se tiene en cuenta a la actividad (en este caso
gamma) y la solubilidad del compuesto 9b en la solucion (H20:MeOH), podemos
notar en las Tablas 18 y 19, que el factor que determina la hidrélisis del

aminoéster es la solubilidad.

2) B) C)

B”\A)ko/ H,0:MeOH (10:90

HN\PO reflujo,24 hr Q.O 4 anko/ Bn %OH
0] : NH;

NH,

Figura 26. Reaccién de hidrdlisis de metil-(((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-
L-fenilalaninato en 10:90 (H20:MeOH) a reflujo.
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Tabla 17. Actividad tedrica del agua en diferentes mezclas H20:MeOH

Actividad HZO:MeOH
0.1137 10:90
0.8305 75:25

0.25 20:80

Tabla 18. Medicion teérica de gamma (y) correlacionada con la actividad.

HZO:MeOH HZO:MeOH HZO:MeOH
. L 10:90 72:25 20:80
Compuesto Férmula quimica
gamma (y) | gamma (y) | gamma (y)
O
OH
L-PheOH
NH, 0.94 9.85 1.15
3
(0]
O/
Fmoc-Phe-OMe HN
"Fmoc 36.32 26903.03 65
9b
0
e
L-Phe-OMe
NH, 1.62 14.40 1.95
6a

Tomando en cuanto lo anterior, la actividad de 9b en 75:25 (H20:MeOH) es alta
(26903.03 gamma) y se esperaria que fuera mas reactivo (mas propenso a
reaccionar con el medio) en estas condiciones; sin embargo, experimentalmente
no procede la reacciéon, dado que la solubilidad es muy baja, del orden de 10
(Tabla 19).

Aunqgue en el sistema 10:90 (H20:MeOH) se tiene mayor solubilidad de 9b aun asi

es aproximadamente 7 veces mas baja que la del producto L-Phe (C) (0.121 g/g) y
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alrededor de 25 veces mas baja que el intermediario L-Phe-OMe (B), esto no
permite que se lleve a cabo completamente la reaccion (solo un 6% de L-
Fenilalanina), Tabla 19.

Asi mismo, al aumentar el porcentaje de metanol en la mezcla H20:MeOH,
disminuy6 drasticamente la actividad de Fmoc-Phe-OMe para los sistemas 20:80 y
10:90, un 55.9% de gamma de Fmoc-Phe-OMe disminuy6 al pasar del sistema
20:80 a 10:90 H20:MeOH, pero hubo un aumento sustancialmente de la

solubilidad (de 3.3x10° g/g a 0.0172 g/g) lo que permitié la reaccién, Tabla 19.

Tabla 19. Medicion de la solubilidad (g/g) en la mezcla 10:90, 20:80 y 75:25
HZO: MeOH a 25°C en COSMO-RS.

i o H O:MeOH H O:MeOH H O:MeOH
Compuesto Férmula quimica 2 2 2
10:90 72:25 20:80
0
Solubilidad OH
L-PheOH b, 0.121 0.0191 0.106
3
(0]
O/YLO/
Solubilidad
Emoc-Phe-OMe HN‘Fmoc 0.0172 0.00003284 0.010
9b
o}
Solubilidad o” 0.436 0.1031 0.413
L-Phe-OMe NH, ) ) )
6a
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9. CONCLUSIONES

1. Es posible comparar los rendimientos de hidrolisis de a-aminoésteres
respecto a B2y B3-aminoéster reportados en la tesis de Alexa ,*3 en donde
se observa que al alargar la cadena principal y lateral de carbonos

disminuye el rendimiento.

2. La hidrdlisis de grupo ester en H2O0:MeOH a 75:25 ,sin la N-desproteccion
solo se logro para los compuestos N-bencil-L-fenilalaninato de metilo (37%)

y N-bencil L-valinato de metilo (70%).

3. La hidrolisis de los a-aminoésteres no protegidos en una mezcla
H20:MeOH (75:25) se llevé a cabo con un rendimiento considerable (30-
80% aproximadamente).

4. Para la hidrélisis de aminoésteres protegidos con Boc ocurrié la
desproteccion y después la hidrélisis del ester dando como producto el
aminoécido libre (con un rendimiento del 48-100 %) .

5. En el caso de Fmoc-L-Valina-OMe su hidrolisis di6 L-Valina, pero con
Fmoc-L-Ala-OMe y Fmoc-Phe-OMe no hubo reaccion a 75:35 H20:MeOH.
Sin embargo, al cambiar la proporcién agua-metanol a 10:90 o 20:80 el
Fmoc-L-Phe-OMe reacciond y el producto fue L-Phe con un 6% de

rendimiento.

6. Una buena solubilidad del sustrato, subproducto y producto en el medio de
reaccion es fundamental para que ocurra la reaccion de hidrolisis
(H20:MeOH, 75:25 a reflujo).
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10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1 Esterificacion de L-alanina (1)

(0]
SOCI,,MeOH \)j\ v
OH °0Cata., 21h
NH; 43. 58 %

1 4a

Siguiendo el procedimiento general PG-A, se peso6 0.89 g (10 mmol) de L-Ala-OH,
se agregd 15 mL de MeOH y a 0°C se adicion6 1.45 mL de SOCI2 (2 eq, 20
mmol). La reaccion se monitored por TLC en un sistema de aminoacidos(4:1:1 n-
butanol: agua: acido acético), revelando en ninhidrina, se concentré y se adicion6
al crudo de reaccion 5 mL de agua destilada y con ayuda de carbonato de sodio
se ajusto el pH entre 8-9. Se concentro la sequedad y dié un sélido blanco, con un
rendimiento de 43.58 %.

o Sélido blanco p.f 78-80°C, Lit.5*109-111 °C
'H NMR (80 MHz, metanol-da)
O/ O(ppm) 4.12 (q, J = 7.2 Hz,1H, CH3CH), 3.84
¥ (s, 3H, OCHs), 1.55 (d, J= 7.2, 3H, CHaCH).
2

10.2 Esterificacion de L-valina (2)

Q SOCI,, MeOH o P
OH - 0

NH, 0°C - ta, 3 dias, 60% NH,

2 S5a

En un matraz de 50 mL provisto de una barra de agitacion magnética, se
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colocaron 0.35 g (9 mmol,1 eq) de L-valina 'y 40 mL de metanol grado reactivo. El
matraz se sell6 con un tapén septum y se purgd con Nz2. Después se coloco en
bafio de hielo a 0°C y con una jeringa se adicion6 gota a gota 653 pl (9.02 mmol)
de SOCIl.. Se monitored el terminé de la reaccion por TLC en sistema de
aminoacidos (4:1:1, n-butanol: agua: acido acético), revelé en ninhidrina, pero no
reveld en UV, ni en yodo. A continuacion, se purific6 mediante una percolada con
silica gel para eliminar la coloracion y finalmente se obtuvo un liquido incoloro con

un rendimiento del 60 %.

Liquido incoloro
o H NMR (80 MHz, Cloroformo-d)
o(ppm) 3.71 (s, 3H,OCH?3),
3.51-3.17 (m, 1H, CHNHy),
NH, 2.24 —1.84 (m, 1H, CH3CH),
0.97 (d, J = 4.9 Hz, 3H, CH3CH),
0.89 (d, J = 4.9 Hz, 3H, CH3CH).

10.3 Sintesis de L-fenilalaninato de metilo (6a)

0
SOCI
oH ——+— o~
NH, MeOH, 0 °C - t.a NH,
3 dias
3 80.2 % 6a

En un matraz de 10 mL provisto de una barra de agitacion magnética, se
colocaron 2.47 g (10 mmol, 1 eq) de L-Phe y 30 mL de metanol grado HPLC. El
matraz se selld6 con un tapon septum y se purg6 con N2. Después se coloco en
bafio de hielo a 0°C y con una jeringa se adicion6 gota a gota 0.72 mL (10 mmol, 1
eq) de SOCI.. El transcurso de reaccion se monitore6 por TLC en sistema de
aminodcidos (4:1:1, n-butanol: agua: acido acético). Finalmente, el producto fue un

liquido incoloro y con un rendimiento del 80.22%.
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Liquido incoloro

o) 'H NMR (600 MHz, metanol-d4) d(ppm) 7.31-7.27
o (m, 2H, CeHs), 7.24- 7.21 (m, 1H, CeHs), 7.19- 7.17
NH, (m, 2H, CeHs), 3.71 (t, J = 6.65Hz, 1H, CHNH>),

3.68 (s, 3H, OCHz), 3.01 (dd, J = 13.5, 6.2 Hz,1H,
CH), 2.92 (dd, J = 13.5, 6.9 Hz,1H, CH>).

13C NMR (150 MHz, metanol-d4) d(ppm) 176.3,
138.3, 130.3, 129.5, 127.9, 56.7, 52.3, 41.7.

10.4 Sintesis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-alaninato de metilo (7b)

0] O
o 2\
OH —_— 9
HN MeOH 0 °C-t.a, HN

~Fmoc 16 h ~Fmoc

16e 98% 7h

Primero, en un matraz de 50 mL con una barra de agitacibn magnética se
colocaron 0.46 g (1.5 mmol, 1 eq) de N-Fmoc-L-Alanina, se agregaron 15 mL de
MeOH, se sell6 con septum y se purgo con Nz, después se coloc6 en un bafio de
hielo a 0°C, y se enfri6 a temperatura ambiente. Posteriormente se dejé en
agitacion toda la noche (16 h). Por ultimo, se concentré el crudo de reaccién y se
purifico por cromatografia en columna, obteniendo un rendimiento de 98% de un

producto sélido.
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Sélido blanco, p.f 108-110 °C. Lit.%> 117-119°C

o 'H NMR (600 MHz, Cloroformo-d)
\‘)ko/ o (ppm) 7.77 (d, J = 6.7 Hz, 2H, Ph-H Fmoc), 7.61 (m, 2H, Ph-
HN. _O H Fmoc),7.43 — 7.25 (m, 4H, Ph-H Fmoc), 5.46 (s,1 HN),

f 4.40(bs ,3H, CHCHz2Fmoc),4.23 (bs ,1H, CH3CH), 3.76 (s, 3H,

OCHs), 1.43 (d, J= 5.2 Hz, 3H, CHsCH).
Q'O 13C NMR (150 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 173.7, 155.8,

143.8, 141.4, 127.8, 127.1, 125.1, 120.1, 67.1, 52.6, 50.9,
47.2,18.7.

10.5 Sintesis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-valinato de metilo (8b).

Q 0
)\A/U\ oy SOCLMeOH )YU\O/
—_—

HN
Fmoc 0°C ata, 18h, 99.9% HN
Fmoc

17e 8b

En un matraz de 50 mL con barra de agitacion magnética, 0.51 g (1.5 mmol) de
Fmoc-L-Valina-OH se suspendié en 10 mL de metanol grado HPLC y se sell6é con
un septum. A continuacion, se purgo con Nz y se colocé en un bafio de hielo a
0°C. Se dej6 en agitacion con atmosfera de N2 por 18 h. Después se concentrd a
vacio y se purific6. Se monitoreo la reaccion en sistema hexano: acetato de etilo

(7:3), dando un rendimiento de 99.9%, como un sélido blanco con p.f > 300°C
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Sélido blanco, p.f > 300°C Lit.¢ 511.6 + 33 °C
(predicho)

'H NMR (600 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 7.77 (d, J
=7.6 Hz,2H, PhH), 7.61 (t, J = 5.8 Hz, 2H, PhH), 7.40 (t,
J = 7.2 Hz, 2H, PhH), 7.32 (t, J = 7.2 Hz, 2H, PhH),
532 (d, J = 8.9 Hz, 1HN), 4.44 — 437 (m, 2H,
CH2),4.32 (dd, J = 4.8, J=8.8 Hz,1H, CH-Fmoc), 4.24 (t,
J = 7.1 Hz,1H, CHNH-Fmoc), 3.76 (s, 3H, OCH3s), 2.18
(octet, J = 2.1, 1H, CH(CHa)2), 0.98 (d, J=6.6,3H,
CH(CH3)2), 0.92 (d, J = 6.8 Hz,3H, CH(CHz)y).

13C NMR (150 MHz, Cloroformo-d) d(ppm) 172.7,
156.3, 143.9, 141.4, 127.8, 127.2, 125.2, 120.1, 77.3,
77.1,67.1,59.1,52.3,47.3, 31.4,19.1, 17.7.

10.6 Sintesis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-alanina (16e)

O

NH,
1

Fmoc-Osu, Na,CO;
\‘)‘\OH OH

0]

Acetona, 3h, 99% ~Fmoc

16e

Para la obtencidon de los compuestos 16e y 9b se usoé el procedimiento general

PG-B, se pes6 0.19 g (1 eq, 2.1 mmol) de L-Alanina en 5 mL de agua en un

matraz bola de 50 mL, con una barra de agitacién. Al matraz se adicioné 20 mL de

agua, 0.45 g de Na2COsz y 2.6 mmol de Fmoc-Osu en 12.5 mL de acetona,

después se midio el pH el cual estaba entre 9-10. Al pas6 de 3 h en agitacion la

reaccion culming, la reaccién fue monitoreada en un sistema n-butanol : agua :
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AcOH (4:1:1) y revelado en UV, yodo y KMnOas. Resultando un sélido blanco con
99% vy un punto de fusion de 130-132°C.

Sélido blanco, p.f 130-132°C. Lit.%” 147-153 °C
'H NMR (600 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 7.76 (d, J= 7.4
OH Hz,2H, Ar-H Fmoc), 7.60 (t, J = 6.8 Hz, 2H, Ar-H Fmoc), 7.40
HNYO (t, J = 7.4 Hz, 2H, Ar-H, Fmoc) y 7.3 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Ar-H
Fmoc), 4.23 (t, J = 6.8 Hz, 1H, CH), 4.46 — 4.37 (m, 3H, CHz2y
Q'O CH del Fmoc), 1.48 (d, J = 7.2 Hz, CH3)
13C NMR (151 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 177.6, 156.2,
144.1, 141.6, 128.1, 127.4, 125.4, 120.3, 67.5, 49.8, 47.4,
18.7.

10.7 Sintesis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-Fenilalaninato de metilo (9b)

0 Fmoc-OSu, CHsCOCHs 0
o~ - o~
NH, Na,S0,,H,0, 3h, NG
6a 99% 9p

Se disolvié 0.54 g (1 eq, 3 mmol) de L-Phe-OMe en 20 mL de agua en un matraz
bola de 100 mL. En un matraz de precipitado con una barra de agitacion, se
adicion6 20 mL de agua y 0.67 g de Na2COs (6.3 mmol, 2 eq). Posteriormente, el
aminoéster se mezclo con la solucion de Na2COs. Se afiadio a la mezcla Fmoc-
Osu 1.21 g (1 eq, 3.6 mmol) en 15 mL de acetona. Después se midi6 el pH el cual
estaba entre 9-10. Al pas6 de 3 h en agitacion la reaccion culmind. La reaccién fue
monitoreada en un sistema hexano: acetato de etilo (8:2), dando un liquido

incoloro 99% de rendimiento.

66



Liquido incoloro

P IH NMR (500 MHz, Cloroformo-d) d(ppm) 7.94 (dd, J = 7.5,
Cx,

3.4 Hz, 4H, ArH-Fmoc), 7.79 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Ar-H-Fmoc ),
7.74 (t, J = 7.5 Hz, 3H, ArH Fmoc), 7.57 (t, J = 7.4 Hz, 4H
Q.Q PhH), 7.52 — 7.48 (m, 1H,PhH), 4.85 (g, J=6.2 Hz, 1H,CH-NH),
4.62 (dd, J = 10.7, 7.1 Hz,1H,CH2 Fmoc), 4.52 (dd, J = 10.5,
7.0 Hz,1H,CH2 Fmoc), 4.38 (t, J = 7.0 Hz,1H,CH Fmoc), 3.74
(s, 3H,0CHs), 3.16 (dd, J = 13.8, 5.7 Hz, 1H,PhCH?2), 3.10 (dd,
J=13.8, 6.0 Hz, 1H,PhCH?2), 5.45 (d, J = 8.3 Hz, NH).

13C NMR (125 MHz, Cloroformo) d(ppm) 172.1, 155.6, 143.9,
143.8, 141.6, 141.4, 135.8, 129.4, 128.7, 127.8, 127.2, 125.1,
124.8, 120.1, 67.0, 54.9, 52.4, 47.2, 38.3.

10.8 Sintesis de N-bencil-L-valinato de metilo (11c)

o) 1) PhCHO, CH,Cl, Q _
A - 0

NH, 2) NaBH,4, CH;0OH,p-TsOH HN\Bn

69.7%
S5a 11c

Utilizando el procedimiento general (PC), se disolvié 0.22 mg de L-Val-OMe (1.72
mmol, 1 eq) en 2 mL de CH2Cl2, después se afiadié 0.18 mL de benzaldehido (1
eq,1.72 mmol), 10 gotas de CHsOH, y un cristal de p-TsOH como catalizador.
Finalmente se agregd 0.076 g (2 eq) de NaBH4. Se monitored la reaccién con TLC
en un sistema 8:2 hexano: acetato de etilo. El tiempo de reaccion fue 2.5 h, dié un

aceite incoloro con rendimiento de 69.7%
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Aceite incoloro

'H NMR (500 MHz, Cloroformo-d) d(ppm)
7.39 —7.30 (m, 3H,CsHs),7.29-7.25 (m, 2H,
CeHs), 3.72 (s, 3H,0CHa), 3.87 y 3.60 (ABq, J =
0 13.2 Hz, 2H,PhCH2NH), 3.02 (d, J = 6.1 Hz,
JYu\ _ 1H,CHNH), 2.02 — 1.90 (m, 1H, (CH3)2CH),
© 0.96 (d, J = 6.9 Hz,3H,CHsCH),0.92 (d, J = 6.8

AN Hz, 3H,CH3CH), 5.29 (bs,1H,NH).

3C NMR (125 MHz, Cloroformo-d) &(ppm)

175.8, 140.1, 128.4, 128.4, 127.1, 66.7, 52.6,
51.5, 31.8, 19.4, 18.8.

10.9 Sintesis de N-bencil-L-fenilalaninato de metilo (12c)

(0] (0]
_ 1) PhCHO, p-TsOH, 2h
o > o~
NH> 2) NaBH,, 2h NH
35.64 % Bn
6a 12¢

En un matraz bola de 5 mL con barra de agitacion se disolvié 404 mg (1.5 mmol,1
eq) de L-Phe-OMe, después se afadio 0.159 mL (1 eq, 1.5 mmol) de
benzaldehido, 10 gotas de metanol y un cristal p-TsOH, se esperd 2 h hasta su
termind. Después se agregé 0.057 g (1eq ,1.5 mmol) de NaBHa4y se agito por un
periodo de dos horas. La reaccién se monitored con TLC 8:2 hexano: acetato de
etilo y se purificd por columna en gradiente 95:05 - 70:30 (hexano: acetato etilo).
Resultando un solido blanco con un punto de fusion de 38-40 °C y un rendimiento
de 35.6 %.

68



HN

Sélido blanco p.f 38-40°C Lit.%® 158-162 Bzl-Phe-OMe
*HCI

TH NMR (500 MHz, Cloroformo-d) &(ppm), 7.45 — 7.39
(m, 5H), 7.38 — 7.35 (m, 3H), 7.33 — 7.29 (m, 2H), 3.97-
3.81 (ABq, J=12.52, 2H, PhCH2NH), 3.70 (t, J = 6.9 Hz,
1H, PhCH2CH,), 3.79 (s, 3H,0CHs), 3.13 (d, J = 6.7 Hz,
2H,PhCH2CH), 4.83 (s,1H,CH).

3C NMR (125 MHz, CDCIls) &(ppm) 174.96, 139.41,
137.33, 129.33, 128.50, 12847, 128.30, 127.20,
126.82, 83.13, 77.16, 62.11, 52.06, 51.79, 39.75.

10.10 Sintesis de (tert-butoxicarbonil)-L-alaninato de metilo (13d)

)

NH»
4a

Boc,0, NEt
\‘)J\o/ oc, 3 X \)LO/

CH,CI; toda la HN.

Boc
noche, 99%

13d

Siguiendo el procedimiento general (PD), se pesé 0.50 g de L-Ala-OMe, se
adicion6 2 mL EtsN, en 10 mL CH,CI,, después se afiadio 2.1 g (Boc)20 a 0 °C. La

mezcla resultante se agité durante la noche (16 h). Se filtré la mezcla y el filtrado

se lavo con &cido citrico acuoso. Y finalmente, resultdé un sélido blanco con p.f.

28-30°C y un rendimiento cuantitativo 99.9 %.

Sélido blanco, p.f 28-30°C Lit.%° 32-35 °C
'H NMR (500 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 5.04 (bs,
NH), 4.30 (bs,1H, CH(CH3)), 3.72 (s, 3H, OCHs), 1.42
(s, 9H, C(CHa)3), 1.35 (d, J = 7.2 Hz, 3H, CH(CH?3)).
13C NMR (125 MHz, Cloroformo-d) & (ppm) 173.9,
155.2, 85.2, 52.3, 49.2, 29.8, 28.4, 27.5, 18.7.
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10.11 Sintesis de (tert-butoxicarbonil)-L-valinato de metilo (14d).

o O
Boc,0,DMAP
A momme )Ymo/
MeCN, 3h, 85.7% HN
NH ° Boc
5a 14d

Se coloc6 0.21 g (Immol, 1 eq) de valinato de metilo en MeCN (23.8 mL) en un
matraz bola de 50 mL con una barra de agitacion y se traté con una solucion de
0.38 g Boc20 (1.1 eq ,1.76 mmol) en 5 mL de MeCN, después se agreg6 0.015 g
(0.08 eq, 0.128 mmol) de DMAP, se dej6 en agitacion a temperatura ambiente
durante 3 horas se concentr6 a vacio y se extrajo con AcOEt (10 mL x 3).
Posteriormente se purificd por columna con gradiente (hexano:acetato de etilo 9:1-
6:4), y como producto di6 un 85.7 % de rendimiento de un liquido incoloro con
punto de fusion de 40-42°C.

Liquido incoloro
'H NMR (80 MHz, Cloroformo-d)
o) 0 (ppm) 5.02 (m, 1HN), 4.26 — 4.05
e (m,1H, CH-NH-Boc), 3.71 (s, 3H,
R o OCHegs), 1.42 (s, 9H, CH(CHs)3), 2.07
\“ \‘< (m,1H,CH(CHs)y),
0 0.94 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH(CHz3)), 0.86
(d, J =6.8 Hz, 3H, CH(CH3)).
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10.12 Sintesis de (terc-butoxicarbonil)-L-fenilalaninato de metilo (15d).

O

NH,

6a

0]

Boc,0O, EtOH
i - ©/\)‘o/
Amberlyst-15, 20 min HN

0]

Boc

Se coloco 0.59 g de L-Phe-OMe, (2.1 mmol, 1 eq) en EtOH (2.1 mL) en un matraz
bola de 25 mL con una barra de agitacion, se agregé 0.458 g de Boc20 (le eq, 2.1
mmol), 58.7 mg Amberlyst-15 (7-10% w/w) y se dejo en agitacidbn a temperatura
ambiente durante 20 min. Después de purificarlo por columna en gradiente,
hexano: acetato de etilo 9:1-6:4. Se obtuvo un rendimiento del 48.5 % como

liquido incoloro.

Liquido incoloro

'H NMR (500 MHz, Cloroformo-d) d(ppm) 7.48
— 7.28 ( m, 5H, CeHs), 5.13 (d, J = 7.3
Hz,1HN), 4.73 (dd, J= 4.7, J= 13.4,1H,CH),
3.7(s, 3H,0CHz3), 3.0 (dd, J =13.9, 5.8 Hz, 1H,
PhCH2), 2.97 (dd, J = 13.8, 6.2 Hz, 1H,
PhCH2)1.41 (s, 9H C(CHs3)3).

3C NMR (125 MHz, Cloroformo-d) d(ppm)
172.47, 155.20, 136.13, 129.41, 128.66,
127.13, 80.04, 54.54, 52.32, 38.48, 28.42.
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10.13 Hidrolisis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-alaninato de metilo (7b)

o 0]
o~ H20:MeOH 75:25 \)J\OH
N\ -
KX HN—
HN SFmoc reflujo,24 h Fmoc
7b 16e

Para realizar la reaccion de hidrolisis, se empled el proceso general (PG-E), se
peso6 0.32 g (1 mmol) del éster metilico de Fmoc-alanina en un matraz redondo de
100 mL, se agregd 5 mL de MeOH grado reactivo y 15 mL de H20 destilada para
obtener una solucién 0.05 M. La reaccion permaneci6 en reflujo durante 24 h (con
una mantilla de calentamiento conectada al re6stato). Se plaque6 con TLC, en un
sistema hexano : acetato de etilo (7:3), para verificar el término de la reaccién. Sin

embargo, no hubo reaccién.
10.14 Hidrolisis de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-valinato de metilo (8b)
)\A/?L ) H,0:MeOH 75:25 )\A/?L
o) : > OH
NH reflujo, 24 h

g, Fmoc 35.71% 5

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 0.05 mmol de
Fmoc-Val-OMe (0.02 g) y se disolvié en 10 mL de una mezcla H20:MeOH (75:25)
para obtener una solucién 0.05 M. Mas tarde, la solucion se calentd a reflujo por
24 h y fue monitoreado en dos sistemas de TLC uno de aminoacidos y otro de
hexano: acetato de etilo (7:3). El producto se obtuvo con un rendimiento de 35.71

% de valina.

72



Sélido blanco, p.f 296-298°C Lit.”® 295-300 °C

'H NMR (80 MHz,D20)
0
o(ppm) 4.25 — 4.05 (m, 1H, CHNHz), 2.15 — 1.83 (m,
OH 1H, CHsCH), 0.93 (d, J = 3.4 Hz, 3H, CH3CH), 0.84 (d,
J = 3.4 Hz, 3H, CH3CH).
NH,

10.15 Hidrdlisis de (((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-L-fenilalaninato metilo (9b)

o H,0:MeOH 75:25 Q
o~ M WOH
HN reflujo, 24 h HN\
9h Fmoc 18e Fmoc

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 1 mmol (0.40 g)
de Fmoc-L-Phe-OMe, se suspendié en 5 mL MeOH y 15 mL de H20 para obtener
una solucion 0.05 M. Seguidamente la solucion se calentd a reflujo por 24 h y se
monitore6 por TLC en un sistema de 8:2 hexano: acetato de etilo. Sin embargo, no

procedid la reaccion.

Hidrélisis de  metil-((9H-fluoren-9-il)  metoxi)carbonil)-L-fenilalaninato
H20:MeOH (10:90). Se realizo otro experimento con 9b, pero ahora se cambiaron
las proporciones de H20:MeOH, a 1 mmol de Fmoc-L-Phe-OMe, se le afiadié 18
mL MeOH y 2 mL H20 para hacer una solucion 0.05 M y se calento a reflujo.
Después de seguir el procedimiento anterior, el producto dio un rendimiento del 6
% de un solido blanco (L-Phe). Sin embargo, no se logré aislar el aminoacido del
crudo de reaccion. No obstante, se calculé la composicion porcentual a partir de
'H RMN, (ver, Anexo).
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10.16 Hidrolisis de N-bencil-L-valinato metilo (11c)

e) 0]
H,O:MeOH 75:25
o/ o OH

HN reflujo, 24 h HN
Ngn 81.1% en
11c 20e

En un matraz de 50 mL con barra de agitacion magnética, se colocaron 0.28 g (1

mmol) de metil-N-bencil-L-valinato, el cual se disolvi6 en 5 mL de MeOH grado

HPLC y posteriormente se adicionaron 15 mL de H20 destilada (la solucién se

torné lechosa vy liberé calor) para obtener una solucion 0.05 M en una mezcla

75:25 (H20: MeOH), y se dejo a reflujo por 24 horas. Una vez pasado el tiempo, se

monitored la reaccion por TLC en un sistema 8:2 (hexano: AcOEt). El sélido se

cuantific6 dando 0.214 g que corresponden al 81.1 % de rendimiento del solido
blanco con p.f = 130-132°C.

OH

HN
-HCl

Salido blanco, p.f 130-132°C. Lit. no reportado

'H NMR (500 MHz, metanol-HCI) &(ppm) 7.59 — 7.53 (m,
2H, CeHs), 7.44 — 7.38 (m, 3H,CeHs), 4.28 (s, 2H,CH>2),
3.81 (d, J = 3.2 Hz,1H,CHNH), 2.46 — 2.36 (m, 1H,
CHsCH), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3H,CH3CH),0.99 (d, J = 6.8
Hz, 3H, CHsCH).

13C NMR (125 MHz, metanol-HCI) d(ppm) 169.4, 131.5,
131.3, 130.5, 129.8, 65.4, 30.0, 19.6, 17.2
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10.17 Hidrolisis de N-bencil-L-fenilalaninato de metilo (12c)

@)
NH reflujo, 24 h NH

o)

Bn

Bn
15.9 % 21e

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 1 mmol de N-Bn-

Phe-OMe (0.27 g) y se suspendié en 5 mL de MeOH grado reactivo y 15 mL de

H20 destilada para obtener una solucion 0.05 M. A continuacion, la solucion se

calenté a reflujo por 24 horas fue monitoreado por TLC en sistema de hexano:

acetato de etilo (8:2) , se obtuvo 40.6 mg de producto y un rendimiento del

15.9%.Se obtuvo como un sélido blanco con un punto de fusién: 210-212°C.

OH
HN

Sdlido blanco, p.f 210-212°C Lit.t 225 °C
(descomposicion)

TH NMR (600 MHz, metanol-d4) &(ppm) 7.54 — 7.50 (m,
2H,CeHs), 7.47 — 7.43 (m, 3H, CesHs), 7.36 — 7.27 (m,
5H, CeH5),4.26 (dd, J = 13.21,18.8 Hz,2H, PhCH2NH),
422 (dd, J = 8.0, 5.6 Hz,1H, CHNH), 3.42 (dd, J =
14.2, 5.5 Hz,1H, PhCH2CH), 3.24 (dd, J = 14.2, 8.1
Hz,1H, PhCH2CH).

13C NMR (150 MHz, metanol-D4) 3(ppm) 170.5, 135.4,
131.8, 131.4, 130.8, 130.5, 130.2, 129.9, 128.73, 61.7,
51.6, 36.7

10.18 Hidrolisis de (terc butoxicarbonil)-L-alaninato de metilo (13d)
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(@]
\A)J\O/
HN .

Boc

H,0:MeOH 75:25

reflujo, 24 h

6 %

NH»

OH

13d 1

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 203.24 mg (1
mmol) de Boc-Ala-OMe y se suspendié en una mezcla 15 mL H20 y 5 mL MeOH
para obtener una solucién 0.05 M. Pasado el tiempo de reaccion (24 h a reflujo).
La reaccion se monitored por TLC en un sistema de aminoacidos para observar el
producto, y la materia prima en un sistema hexano : acetato de etilo (1:1). Sin
embargo, no procedié la reaccion deseada (solo la hidrolisis del ester metilico).

Rendimiento 6 % del aminoacido L-Ala-OH.

O Solido blanco, p.f 295-297°C Lit.”? 296 °C
1H NMR (80 MHz) &(ppm) 3.65

(g, J = 7.2 Hz, CHNHz, 1H),

1.34 (d, J = 7.2 Hz, 3H).

OH

NH,

10.19 Hidrdlisis de (terc-butoxicarbonil)-L-valinato metilo (14d)

)Yi H,O:MeOH 75:25

7 -

O ] v
reflujo, 24 h

98%

Se peso 0.11 g (0.5 mmol) de metil-(terc-butoxicarbonil)-L-valinato se colocaron en

un matraz de 25 mL con barra de agitacion, en seguida se agrego 2.5 mL de
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MeOH y 7.5 mL de H20 destilada. Después de 24 h, se evaporé a sequedad
dando como resultado un sélido blanco con un punto de fusion experimental de
240-242°C. Del solido blanco se obtuvo 57.20 mg de L-valina, 98 % de
rendimiento. El producto fue identificado por TLC, por este motivo no hay

informaciéon de RMN.

10.20 Hidrdlisis de (terc-butoxicarbonil)-L-fenilalaninato de metilo (15d)

0 (@]
H,0:MeOH 75:25
O/ > OH
HN reflujo, 24 h NH,
“Boc 71.1%
15d 3

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 1 mmol (0.28 g)
de Boc-Phe-OMe y se suspendio en 5 mL MeOH con 15 mL de H20 para obtener
una solucion 0.05 M. Pasado el tiempo del reflujo (24 h) se concentré a vacio,
dando un solido blanco. La reaccién se monitore6 por TLC en un sistema de 8:2

hexano : acetato etilo. Resultando en un 71.1% de rendimiento de L-Phe.

Sélido blanco, p.f 282-284°C Lit. ® 283 °C (se
descompone)

'H NMR (80 MHz, D20) d(ppm) & 7.21 — 6.95 (m,
5H,CeHs), 4.07 — 3.79 (m, 1H,CH), 3.12 — 2.84 (m,
2H,CHy>).

OH
NH,
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10.21 Hidrdlisis de L-alaninato de metilo (4a)

o o}
/ H,0:MeOH 75:25
NH, reflujo, 24 h NH,
19.1 %
4a ° 1

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacion se colocaron 1 mmol (0.10 g)
de Ala-OMe y se afiadio en 5 mL de MeOH con 15 ml de H20 para obtener una
solucién H20:MeOH (0.05 M).La reaccion se monitore6é por TLC en un sistema de
aminoacidos para observar el producto y la materia prima en un sistema de
aminoécidos. Después de 24 h, se obtuvo un rendimiento de 19.1% de L-Ala y el
resto materia prima. El producto fue reconocido por TLC y reveld en ninhidrina,

por esta razén no hay datos de RMN.

10.22 Hidrdlisis de L-valinato de metilo (5a)

9 H,0:MeOH 75:25 0
20 Me :
)YLO/ » L,
reflujo, 90.5 %

NH,

Sa

Una vez pesado 65.57 mg (0.5 mmol) de Valina-OMe , se agregaron en un matraz
bola de 50 mL, se adicion6 2.5 mL de MeOH y 7.5 mL de H20 destilada para dar
solucion 0.05 M y una barra de agitacibn magnética, se dejé a temperatura de
reflujo por 12 horas. Durante la primera hora no se observo producto, después de
4 horas se observa formacion de producto. Finalmente, después de 12 horas
culminé la reaccion, con un rendimiento de 90.5%. El producto fue identificado por

TLC, por lo tanto, no hay datos de RMN.
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10.23 Hidrdlisis de L-fenilalaninato de metilo (6a)

o 0
H,0:MeOH 75:25
o~ > OH

NH, reflujo, 84.8 % NH>
6a 3

En un matraz bola de 50 mL con barra de agitacién se colocaron 1 mmol (0.18 g)
de L-Phe-OMe Yy se suspendi6é en 5 mL MeOH y 15 mL de H20 para obtener una
solucion 0.05 M. Después de 24 h a reflujo, se generd un liquido incoloro con un
rendimiento de 84.8 %. El liquido incoloro fue reconocido por TLC, por lo que no

se dispone de informaciéon de RMN.

10.24 Sintesis de péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe (16e)

O o) 1) EDC « HCI H O o
YLOH N O/ - Fmoc'N/”'ﬁl\N ~
HN NH2 2) NaHCO3, AcOEt H 0

Fmoc « HCI 32.07 %
16e 6a 25f

Se dispuso del procedimiento general (PF) para la sintesis del péptido. Una
mezcla de Fmoc-L-Ala-OH (54 mg, 0.17 mmol) y H2N-L-PheOMe-HCI (37.3 mg,
0.17 mmol), se le adiciona EDC-HCI (32.5 mg, 0.17 mmol) y NaHCOs (14.2 mg,
1.82 mmol) en agitacién con acetato de etilo (10 mL) durante 60 minutos. Después
el crudo de reaccion fue extraido con acetato de etilo (3 x 20 mL) y la fase
organica fue evaporada a presion reducida. El resultado fue un sdlido blanco con

un rendimiento 32.07% y un punto de fusion 50-52°C.
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Salido blanco, p.f 50-52°C.Lit. no reportado

'H NMR (80 MHz, Cloroformo-d) d(ppm)
8.27- 7.31 (m, 13H, Ar-H), 4.38 (s,

H o 2H,CH2-Fmoc), 6.08 (s, 1HN), 5.47 — 4.95
Fmoc’N//u,)‘\” o< (m, 1HN),4.09 (s, 3H, CH,CH2), 3.49 (d, J
O = 6.1 Hz, 3H), 3.65 — 3.31 (m,2H, PhCHy>),

1.71 — 1.56 (m, 3H, CH3CH).

10.25 Hidrolisis del péptido Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe (PE)

40 H20 MeOH 75:25
/N/ O Y4 //
Fmoc™ //*: N ~ reflujo, 24 h Fmoc™ /1. ﬁj\
H o
25f

En un matraz bola de 5 mL con barra de agitacion se colocaron 23 mg (0.048
mmol) de Fmoc-L-Ala-L-Phe-OMe y se suspendié en de una mezcla 1.44 mL H20
y 0.48 mL MeOH para obtener una solucion 0.05 M. Durante 24 h estuvo en
agitacion bajo reflujo, sin embargo, dio 0% de rendimiento. La reaccion se

monitorio por TLC, sin embargo, no se obtuvo el producto.
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11. PERSPECTIVAS

Se propone evaluar diferentes ésteres y sustratos en distintas proporciones
de H,O:MeOH, asi como en diversos medios de reaccion con distintos
grados de polaridad, con el objetivo de estudiar sistematicamente el

comportamiento de la hidrolisis.

Se plantea investigar una serie de ésteres N-sustituidos con el propésito de
analizar como la estructura quimica de los sustratos afecta el proceso de N-
desproteccion bajo condiciones de hidrélisis en una mezcla de agua y
metanol (H,O:MeOH, 75:25).

La reaccion de hidrélisis en una mezcla de H,O:MeOH (75:25) puede
provocar la eliminacion de determinados grupos protectores, lo que
restringe el alcance de la metodologia empleada. Por tanto, su aplicacion
se limita a sustratos cuyos grupos protectores no sean susceptibles de
desproteccion en condiciones acidas o basicas, o que presenten reactividad

en presencia de agua.

Se sugiere aumentar diez veces la concentracion de los sustratos en la
reaccion de hidrélisis de aminoésteres N-sustituidos respecto a las
condiciones experimentales previamente establecidas, con la finalidad de
analizar la robustez, la reproducibilidad y la eficiencia de la metodologia a

una escala de concentraciéon mayor.
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12. ANEXO

11.1 Graficos de solubilidad y actividad calculados en
el programa COSMO-RS.

Graéfico 1. Actividad del agua en H20:MeOH a diferentes proporciones (1-0 y
0-1).

1.2

0.8

0.6
0.4

Actividad

0.2

1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
X H,0 X

X, MeOH

Grafico 2. Contraste y vs y para determinar la actividad de Fmoc-Phe-OMe,

grafico A. Las ampliaciones del grafico A se identifican como B) y C).

A) 70000000.00
60000000.00
50000000.00
40000000.00
30000000.00
20000000.00
10000000.00

0.00
X,H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

X,MeOH ¢ 0.2 0.4 0.6 0.8 1
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B) 75:25

90000.00
80000.00
70000.00
60000.00
50000.00
40000.00
30000.00
20000.00
10000.00

0.00

X, H,0 08 0.7 0.6 0.5 0.4

X, MeOH 0.2 025 03 035 04 045 05 055 0.6
X

C) 20:80 y 10:90

350.00
300.00
250.00

> 200.00
150.00
100.00
50.00

0.00

X,H,0 04 0.3 0.2 0.1 0

X,MeOH 0.6 0.7 0.8 0.9 1
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Grafico 3. Contraste y vs y para para determinar la actividad de L-Phe-OMe A).

Ampliaciones del grafico A se sefialan como B) y C).

A) 300

250
200
150
100

50

X, H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

X,MeOH 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

B) 75:25 70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

X, H,0 0.9 0.85 0.8 0.75 0.7 0.65 0.6

X,MeOH 0.1 0.2 0.3 0.4

3.50
C) 20:80y 3.00

10:90 50

&= 2.00
1.50
1.00
0.50
0.00
X, H,0 04 0.3 0.2 0.1 0

X,MeOH 0.6 0.7 0.8 0.9 1
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Grafico 4. Contraste y vs ¢ para determinar la actividad de L-Phe . El grafico

senalado con B) y C) es una ampliacion de A).

A) 200

X, H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

X,MeOH 0 0.1 0.2 03 04 05 06 07 08 09 1

B) 75:25
45.00

40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

X, H,0 0.85 0.75 0.65 0.55

X, MeOH 0.1 0.2 0.3 0.4

C) 20:80 2.50
y 10:90 2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

0.4 03 0.2 0.1 0
X, H,0

X,MeOH 0.6 0.7 0.8 0.9 1
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Grafico 5. Solubilidad calculada para Fmoc-Phe-OMe. El grafico sefialado con

B) es una ampliacion de A).

A) 20:80y 90:10

0.03
0.025
5 0.02
B
— 0.015
(%]
0.01
0.005
0
X; H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2
X, MeOH o 0.2 0.4 y 0.6 0.8
B) 75:25
0.00009
0.00008
0.00007
0.00006
® 0.00005
o 0.00004
@ 0.00003
0.00002
0.00001
0
X; H,0 0.95 0.9 0.85 0.8 0.75 0.7
X, MeOH 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
X
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Grafico 6. Solubilidad calculada de L-PheOMe.

S(g/g)

X4H0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

X;MeOH ¢ 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Grafico 7. Solubilidad calculada de L-Phe-OH

0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

0.0
X, H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

S(g/g)

X, MeOH 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Nota: Datos tedricos calculados a una temperatura de 25°C.
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11.2 ESPECTROS DE RMN

A
B
J

115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
f1 (ppm)

1. Espectro de 'H RMN (D20, 80 MHz) de L-alanina.
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2. Espectro de 'H RMN (D20, 80 MHz ) de L-valina.
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3. Espectro de 'H RMN (D20,80 MHz) de L-fenilalanina.
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4. Espectro de '"H RMN (CDs0D,80 MHz) de L-alaninato de metilo.
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5. Espectro de '"H RMN (CDCI3,80 MHz) de L-valinato de metilo.
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3.31 METHANOL-D4
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6. Espectro de '"H RMN (CDs;0D,500 MHz) de L-fenilalaninato de metilo.

93



s % 5RB -
o I = (=R =1 N
] SRy K ] 'iﬁ ~ —
— — o L =
I |~ Al N
o
129.58 41.74 52.33
130.34
127.89
130,34
1
I
(|
| | | 1 1
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 an 7o &0 50 40 o0 20 10

13
7. Espectrode C RMN (CD30D,125 MHz) de L-fenilalaninato de metilo.
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8. Espectro de '"H RMN (CDCI3,600 MHz) de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil))-L-

alaninato de metilo.
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9. Espectrode C RMN (CDCI3,150 MHz) de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-alaninato

de metilo.
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10. Espectro de 'H RMN (CDCls, 500 MHz) de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-valinato de
metilo
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11. Espectro de ¥ C RMN (CDCls, 125 MHz) (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-valinato de

metilo.
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12. Espectro de H RMN (CDCI3, 600 MHz) de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-

fenilalaninato de metilo.
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13.Espectro de C RMN (CDCI3,150 MHz) de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-

fenilalaninato de metilo.
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14. Espectro de *H RMN (CDCIs3,600 MHz) de N-bencil-L-alaninato de metilo.
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16. Espectro de 'H RMN (CDCI3,500 MHz) de N-bencil-L-valinato de metilo.
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15. Espectro de C RMN (CDCI3,150 MHz) de N-bencil-L-alaninato de metilo.
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17. Espectro de
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C RMN (CDCls, 125 MHz) de N-bencil-L-valinato de metilo.
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18. Espectro de 'H RMN (CDCI3,600 MHz) de N-bencil-L-fenilalaninato de metilo.
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19. Espectro de C RMN (CDCI3,150 MHz) de N-bencil-L-fenilalaninato metilo.
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20. Espectro de '"H RMN (CDCIl3,500 MHz) de (terc-butoxicarbonil)-L-alaninato de metilo.
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21. Espectro de C RMN (CDCIs;, 125 MHz) de (terc-butoxicarbonil)-L-alaninato de

metilo.
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22. Espectro de '"H RMN (CDCls, 80 MHz) de (terc-butoxicarbonil)-L-valinato de

metilo.
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23. Espectro de H RMN (CD3CI, 600 MHz) de (terc-butoxicarbonil)-L-fenilalaninato de

metilo.
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24. Espectro de *C RMN (CDCI3,150 MHz) de (terc-butoxicarbonil)-L-fenilalaninato de

metilo.
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25. Espectro de C RMN (CDCI3,-HCI,125 MHz)de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil))-L-

alanina.
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29. Espectro de 'H RMN (CD30D-HCI,500 Mhz) de clorhidrato de N-bencil-L-valina.
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31. Espectro de '*C RMN (CDs0D,125 MHz) de N-bencil-L-fenilalanina.
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32. Espectro '"H NMR (CDCl380 MHz) del crudo de la reaccién de hidrolisis de metil-(((9H-

fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-L-fenilalaninato en H.O:MeOH (10:90).
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