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RESUM

L’obtencié de precursors de lactones i d’alcohols asimétrics té gran valor en
sintesi organica ja que son intermediaris clau per a la preparacid6 de molts
compostos bioactius, com medicaments, agroquimics i additius alimentaris. Tot
1 que es disposa d’un gran nombre de reaccions selectives per a moltes
necessitats sintétiques, és encara necessari millorar i trobar nous processos quan
es vol disposar de productes amb una estereoquimica definida, a més de trobar

nous sistemes més respectuosos amb el medi ambient i la salut humana.

En aquesta tesi es presenten diferents aproximacions per a I’obtencié d’alcohols
quirals i de precursors de lactones. Una de les aproximacions consisteix en un
metode quimio-enzimatic, amb un primer pas de sintesi d’ésters o-
funcionalitzats seguit d’una hidrolisi estereoselectiva d’aquests esters amb
lipases per a I’obtenci6 d’halohidrines quirals. Es va estudiar 1’aplicabilitat dels
liquids ionics, 1’as de reactius poc contaminants i 1’0s d’enzims comercials 1
resting-cells d’origen fungic. Aquesta aproximacioé ha permes 1’obtencio del S-
I-cloro-2-octanol 1 el S-1-bromo-2-octanol. La segona aproximacid consisteix
en la utilitzacié d’oxidoreductases per a la biotransformacié de cetones
proquirals. Aquestes estan presents en cél-lules en creixement de noves soques
fungiques aillades com a endofits de plantes. S’ha trobat una soca de Rhizopus

oryzae amb activitat biocatalitica per a 1’obtenci6 d’alcohols quirals.



RESUMEN

La obtencioén de precursores de lactonas y de alcoholes asimétricos tiene gran
valor en sintesis orgdnica ya que son intermedios clave para la preparacion de
muchos compuestos bioactivos, como medicamentos, agroquimicos y aditivos
alimentarios. Aunque se dispone de un gran numero de reacciones selectivas
para muchas necesidades sintéticas, alin es necesario mejorar y encontrar nuevos
procesos cuando se quiere disponer de productos con una estereoquimica
definida, ademas de encontrar nuevos procesos mas respetuosos con el medio

ambiente y la salud humana.

En la presente tesis se describen varias aproximaciones para la obtencion de
alcoholes quirales y precursores de lactonas. Una de las aproximaciones consiste
en un método quimio-enzimatico, con una primera etapa de sintesis de ésteres a-
funcionalizados seguida de una hidrdlisis estereoselectiva de estos ésteres con
lipasas para la obtencion de halohidrinas quirales. Se estudid la aplicabilidad de
los liquidos i6nicos, el uso de reactivos poco contaminantes y el uso de enzimas
comerciales y resting-cells de origen fungico. Esta aproximacion ha permitido la
obtenciéon del S-1-cloro-2-octanol y el S-1-bromo-2-octanol. La segunda
aproximaciéon consiste en la utilizacion de oxidoreductasas para la
biotransformacién de cetonas proquirales. Dichas enzimas estan presentes en
células en crecimiento de nuevos microorganismos aislados como hongos
end6fitos de plantas. Se ha encontrado una cepa de Rhizopus oryzae con

actividad biocatalitica para la obtencion de alcoholes quirales.

vii



SUMMARY

Asymmetric lactones and alcohols are valuable building blocks in organic
chemistry applicable to the synthesis of many bioactive compounds such as
drugs, agrochemicals and food additives. There are a large range of selective
organic reactions available for most synthetic needs, but there is still one weak
area in organic chemical synthesis where stereochemistry is involved. In
addition, there is a need to develop new syntheses and processes less hazardous

to human health and the environment.

This thesis reports diverse approaches to prepare chiral alcohols and lactones
precursors. The first one consists of a chemo-enzymatic method to synthesise
chiral halohydrins. This process implies a first step of synthesis of a-functional
esters followed by a stereoselective hydrolysis by lipases. The suitability of
ionic liquids as reaction media, the use of less polluting reagents, and the
application of commercial enzymes and resting-cells from fungus were studied.
This methodology permits the preparation of S-1-chloro-2-octanol and S-1-
bromo-2-octanol. The second approach consists of the biotransformation of
prochiral ketones by oxidoreductases from new endophytic fungus strains
isolated from diverse plants. One Rhizopus oryzae strain was found to be a

putative biocatalyst to provide chiral alcohols.

X



Relaci6 d’Abreviatures

RELACIO D’ABREVIATURES

a: factor de separacio

AC: derivat acetilat

ACN: acetonitril

ADH: alcohol deshidrogenasa

[B2IM][BF4]: tetrafluoroborat d’1,3-dibutilimidazoli
[BDIM]|BF,]: tetrafluoroborat d’1-butil-3-dodecilimidazoli
[BMIM][BF4]: tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli
[BMIM][CI]: clorur d’1-butil-3-metilimidazoli

[BMIM][N(TH),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-3-metilimidazoli
[BMIM][PF¢]: hexafluorofosfat d’1-butil-3-metilimidazoli
[BM,IM][BF4]: tetrafluoroborat d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli
[BMLIM][CI]: clorur d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli
[BMLIM][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-2,3-
dimetilimidazoli

[BMPy][BF,]: tetrafluoroborat d’1-butil-1-metilpirrolidini
[BMPy][CI]: clorur d’1-butil-1-metilpirrolidini

[BMPy][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-1-metilpirrolidini
[BPy][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butilpiridini
BrTMS: bromotrimetilsila

B-V: Baeyer-Villiger

BVMOs: monooxigenases Baeyer-Villiger

C2: acetats d’a,y-clorobutil

C4: butirats d’a,y-clorobutil

C6: caproats d’a,y-clorobutil

C8: caprilats d’a,y-clorobutil

C12: laurats d’a,y-clorobutil
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C16: palmitats d’a,y-clorobutil

C18: estearats d’a,y-clorobutil

CD: ciclodextrina

CG-FID: cromatografia de gasos-detector d’ionitzaci6 de flama
CG-MS: cromatografia de gasos-espectrometria de masses
CTMS: clorotrimetilsila

DCM: diclorometa

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
diAC: derivat diacetilat

DMF: dimetilformamida

DS: desviaci6 estandard

E: relacié enantiomerica

ee: excés enantiomeric

ELSD: Evaporative Light Scattering Detector, detector de difusi6 lluminosa
FAB: Fast Atom Bombardment

FID: Free Induction Decay, caiguda lliure de la induccid
FTIR: infraroig per transformada de Fourier

gCOSY: gradient COrrelation SpectroscopY

HEDSO: hexaetildisiloxa

HMDSO: hexametildisiloxa

HMTSO: 1,1,3,3,5,5-hexametiltrisiloxa

HPLC: cromatografia de liquids d’alta resolucio

HpMTSO: 1,1,1,3,5,5,5-heptametiltrisiloxa

[HMIM][BF4]: tetrafluoroborat d’1-hexil-3-metilimidazoli
[HMIM]|[Br]: bromur d’1-hexil-3-metilimidazoli
[HMIM][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-hexil-3-metilimidazoli
LI: liquid ionic
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Relaci6 d’Abreviatures

NAD(H): dinucleotid de nicotinamida-adenina (forma reduida)

NADP(H): dinucleotid fosfat de nicotinamida-adenina (forma reduida)
[OMIM]|[BF,]: tetrafluoroborat de 3-octil-1-metilimidazoli

[OMIM][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur de 3-octil-1-metilimidazoli
PDA: agar de patata dextrosa

PM: pes molecular

R-C: resting-cells

RMN: ressonancia magneética nuclear

RTIL: liquids i0nics a temperatura ambient

TBME: t-butil metil eter

TEPP: pirofosfat de tetraetil

TFA: derivat trifluoroacetilat

TFAA: anhidrid trifluoroacetic

TR: temps de retencio

xiii



Taula de Continguts

TAULA DE CONTINGUTS

INTRODUCCIO GENERAL

1. QUIRALITAT
1.1. IMPORTANCIA DE LA QUIRALITAT
1.2. IMPLICACIONS CIENTIFIQUES

2. DIFERENTS APROXIMACIONS PER A LA SINTESI DE
COMPOSTOS QUIRALS

3. NECESSITAT DE TROBAR NOUS SISTEMES PER A
L’OBTENCIO D’ALCOHOLS QUIRALS

4. OBJECTIUS GENERALS D’AQUESTA TESI
5. REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

CAPITOL 1.

10
11

DESENVOLUPAMENT D’UNA METODOLOGIA PER A L’ANALISI

D’ALCOHOLS QUIRALS

1. INTRODUCCIO

1.1. TECNIQUES ANALITIQUES DE SEPARACIO D’ENANTIOMERS

1.2. LES CICLODEXTRINES

1.3. METODES DE DERIVATITZACIO
2. OBJECTIUS

3. RESULTATS I DISCUSSIO

4. CONCLUSIONS

5. MATERIAL I METODES

5.1. MATERIAL

5.2. METODES

5.2.1. Sintesi de I’acetat d’1-metilhexil

5.2.2. Optimitzaci6 del procés de derivatitzacio

15

17
19
23
24
42
43
43
43
43
44

XV



5.2.3. Derivatitzaci6 dels diferents alcohols

5.2.4. Derivatitzaci6 dels diferents diols

5.2.5. Condicions cromatografiques

5.2.5.1. Analisi per CG amb una columna DB-WAX
5.2.5.2. Analisi per CG amb una columna de fase quiral
5.2.6. Ressonancia magnética nuclear

5.2.7. Analisi estadistica

6. REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

CAPITOL II. ] , ‘
PREPARACIO DE LiQUIDS IONICS

1. INTRODUCCIO

1.1. DISSOLVENTS RESPECTUOSOS AMB EL. MEDI AMBIENT

1.2. ELS LIQUIDS IONICS
1.2.1. Propietats fisico-quimiques dels liquids ionics
1.2.2. Importancia de la puresa dels liquids ionics

1.2.3. Aplicacions dels liquids ionics

2. SINTESI I PURIFICACIO DELS LiQUIDS IONICS A

TEMPERATURA AMBIENT

2.1. PREPARACIO GENERAL DE LES SALS D°’HALUR D’IMIDAZOLI
2.2. PREPARACIO GENERAL DE LES SALS D’HALUR DE PIRROLIDINI
2.3. PREPARACIO DELS LiQUIDS IONICS A TEMPERATURA

AMBIENT: METATESI
2.4. PURIFICACIO DELS LiQUIDS IONICS
3. PART EXPERIMENTAL
3.1. REACTIUS I DISSOLVENTS
3.2. MATERIAL
3.3. SINTESI DE LES SALS D’HALUR

3.3.1. Sintesi del clorur d’1-butil-3-metilimidazoli, [BMIM][CI]

Xvi

44
45
45
45
45
46
46
47

53

53
56
59
61

63
64

66
67
68
68
69
69
69



Taula de Continguts

3.3.2. Sintesi del bromur d’1-hexil-3-metilimidazoli, [HMIM][Br]
3.3.3. Sintesi de la sal d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli, [BM,IM][CI]
3.3.4. Sintesi de la sal d’1-butil-1-metilpirrolidini, [BMPy][CI]
3.4. SINTESI DELS LIQUIDS IONICS

3.4.1. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-3-metilimidazoli,
[BMIM][N(T),]

3.4.2. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli, [BMIM][BF,]

3.4.3. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-hexil-3-metilimidazoli,
[HMIM][N(Tf)]

3.4.4. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-hexil-3-metilimidazoli, [HMIM][BF,]

3.4.5. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli,
[BMLIM][N(T1),]

3.4.6. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-2,3-metilimidazoli, [BM,IM][BF4]

3.4.7. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-1-metilpirrolidini,
[BMPy][N(Tf),]

3.4.8. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-1metilpirrolidini,
[BMPy][BF,]

3.5. ALTRES LiQUIDS IONICS
3.6. INSTRUMENTACIO

3.6.1. Ressonancia magnética nuclear
3.6.2. Espectrometria de masses
3.6.3. Analisi elemental

4. REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

CAPITOL II1.
PREPARACIO D'ESTERS D'HALOHIDRINA

1. INTRODUCCIO

1.1. ESTERS D’HALOHIDRINA

1.1.1. Métodes per sintetitzar ¢sters d’halohidrina
1.2. ELS ORGANOSILANS

1.2.1. Els haloalquilsilans

71
72
73
74

74
75

71
78

79
80

81

82
83
83
83
83
83
84

91
91
91
99
99

Xvil



1.3. IODE COM A CATALITZADOR

1.4. ELS ETERS CORONA

1.4.1. 18-crown-6

1.5. LIQUIDS IONICS EN QUIMICA ORGANICA
1.5.1. Reaccions d’esterificacié amb liquids ionics
1.5.2. Reaccions d’halogenacié amb liquids ionics

2. OBJECTIUS

3. RESULTATS I DISCUSSIO

3.1. SINTESI DEL PALMITAT D’a,p-CLOROOCTIL

3.2. SINTESI DEL PALMITAT DE L’a,-BROMOOCTIL
3.2.1. Sintesi del palmitat de 1’a,B-bromooctil amb BrTMS
3.2.2. Sintesi del palmitat de 1’a,p -bromooctil amb HBr

3.2.3. Sintesi del palmitat d’a,B-bromooctil amb KBr

3.2.3.1. Procediment seguit pel seguiment de les reaccions

3.2.3.2. Estudi de la reaccio de I’1,2-octandiol, acid palmitic, KBr i I, amb diferents
dissolvents

3.2.3.3. Sintesi del palmitat de I’ o, F-bromooctil amb KBr, I, i diferents liquids
ionics
3.2.3.4. Sintesi del palmitat de I’ o, f-bromooctil amb KBr i [BMIM] [PFs]

sense I,

3.2.3.5. Sintesi del palmitat de I’ o, f-bromooctil amb KBr en [BMIM][PFs]
sense I, amb 18-crown-6 a diferents temps de reaccio

3.2.3.6. Estudi de la influencia de I’estequiometriaKBr:acid palmitic
en la sintesi del palmitat d’a, f-bromooctil

3.3. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-BROMACIO AMB
DIFERENTS DIOLS

3.4. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-BROMACIO AMB
DIFERENTS ACIDS

3.5. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-HALOGENACIO
AMB DIFERENTS FONTS HALOGEN

3.6. REACCIO DE L’1-OCTANOL AMB L’ACID PALMITIC
3.7. MECANISME DE LA REACCIO
4. CONCLUSIONS

xviii

101
103
104
106
106
109
111
112
112
114
114
116
118
121

124

127

132

135

138

142

147

150
153
154
157



Taula de Continguts

5. MATERIAL I METODES

5.1. MATERIAL
5.2.INSTRUMENTACIO

5.2.1. Ressonancia magnética nuclear
5.2.2. Cromatograf de liquids, HPLC
5.2.3. Espectrometria de masses

5.3. METODES

5.3.1. Estudi de la sintesi del palmitat de I’a,-clorooctil amb CTMS i del
palmitat de I’a,,3-bromooctil amb BrTMS i HBr

5.3.2. Estudi de la sintesi del palmitat de 1’c.,-bromooctil amb I,, KBr i
diferents dissolvents

5.3.3. Estudi de la sintesi del palmitat de 1o, 3-bromooctil amb I, KBr i
diferents liquids ionics

5.3.4. Estudi de la sintesi dels palmitats de 1’a,,3-bromoalquil amb
KBr en [BMIM][PF] i 18-crown-6

5.3.5. Estudi de la sintesi d’ésters de 1o, -bromooctil amb KBr en
[BMIM][PFq]

5.3.6. Estudi de la sintesi de palmitats de 1’a,-halooctil en [BMIM][PF;]
5.3.7. Purificacio dels diferents productes de reaccio

5.3.8. Reaccid de I’1-octanol amb KBr i I’acid palmitic

5.3.9. Analisis per HPLC-ELSD

5.3.10. Analisi per RMN

5.4. CARACTERITZACIO DELS PRODUCTES

6. REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

CAPITOL 1V.
HIDROLISI ENZIMATICA D'ESTERS D'HALOHIDRINA

1. INTRODUCCIO
1.1. HALOHIDRINES

159
159
159
159
159
160
160

160

161

161

161

162
162
163
163

164
164
165
174

183
183

XiX



1.2. METODES PER A LA SINTESI D’HALOHIDRINES 183

1.2.1. M¢todes quimics 183
1.2.2. Métodes enzimatics 191
1.3. LIPASES 195
1.3.1. Mecanisme d’hidrolisi d’€sters 195
1.3.2. Especificitat de les lipases 197
1.3.3. Factors que influencien en 1’activitat de les lipases 198
1.3.4. Resolucio cinética 199
1.3.5. Lipases en liquids ionics 200
2. ANTECEDENTS 203
3. OBJECTIUS 207
4. RESULTATS I DISCUSSIO 208
4.1. OBTENCIO DEL R-4-CLORO-2-BUTANOL 208
4.1.1. Influéncia de la longitud de la cadena del grup acil en els ésters

d’a,y-clorobutil 208
4.1.1.1. Estudi de la regioselectivitat 208
4.1.1.2. Estudi de ’enantioselectivitat de NOVOZYME 435 213

4.1.2. Estudi de noves soques fungiques en la hidrolisi dels palmitats
d’a,y-clorobutil 215

4.1.3. Estudi de la hidrolisi d’ésters d’a.,y-clorobutil en diferents liquids ionics 218
4.1.3.1. Hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil en diferents LIs amb A. flavus

UDLTA 3.241 220
4.1.3.2. Estudi del comportament de diferents biocatalitzadors en la hidrolisi dels palmitats

d’a,y-clorobutil en [OMIM] [BF,] 222
4.1.3.3. Estudi de la hidrolisi d’ésters d’a,y-clorobutil en [OMIM][BF,] diferents

biocatalitzadors 225
4.2. SINTESI D’1-HALO-2-OCTANOLS OPTICAMENT PURS 228

4.2.1. Estudi de la hidrolisi de palmitats o,-halooctil en #-
butanol i diferents biocatalitzadors 231

4.2.2. Estudi de la hidrolisi de palmitats a,B-halooctil en
[OMIM][BF,] i diferents biocatalitzadors 233

4.2.3. Comportament de novozyme en [BMIM][PF] 235

XX



Taula de Continguts

S. CONCLUSIONS
6. MATERIAL I METODES
6.1. MATERIAL

6.1.1.
6.1.2.

Material quimic

Material biologic

6.2. INSTRUMENTACIO

6.2.1.
6.2.2.

Ressonancia magnética nuclear

Cromatograf de gasos

6.3. METODES

6.3.1.
6.3.2.
6.3.3.
6.3.4.

6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

6.3.8.

6.3.9.

Sintesi dels ¢sters d’a,y-clorobutil
Deteccid i aillament de fongs procedents de pinyola amb activitat lipasica
Cultiu de les resting-cells fungiques

Hidrolisi d’ésters d’a,y-clorobutil en dissolvents organics amb
diferents biocatalitzadors

Hidrolisi d’ésters d’a,y-clorobutil en dissolvents organics amb
NOVOZYME 435

Hidrolisi dels palmitats d’o.,y-clorobutil en LIs amb A. flavus
UDLTA 3.241

Hidrolisi d’ésters d’a.,y-clorobutil en [OMIM][BF,] amb diferents
biocatalitzadors

Hidrolisi de palmitats d’o,B-halooctil en ¢-butanol i diferents
biocatalitzadors

Hidrolisi de palmitats d’a,B-halooctil en LIs i diferents biocatalitzadors

6.3.10. Preparaci6 dels patrons dels esters d’a,y-clorobutil per I’analisi en

CG-FID columna no polar

6.3.11. Preparaci6 dels patrons dels esters d’a,p-haloctil per I’analisi en

RMN de 'H

6.3.12. Analisi per CG amb columna de fase no polar

6.3.13. Analisi per CG amb una columna de fase quiral

7. REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

239
242
242
242
242
243
243
243
243
243
244
244

245

245

246

246

247
247

248

250
251

251
252

XX1



CAPITOL V.

OXIDOREDUCTASES PRESENTS EN FONGS ENDOFITS DE

PLANTES DEL PREPIRINEU DE LLEIDA

1. INTRODUCCIO

1.1. IMPORTANCIA DE LES OXIDOREDUCTASES

1.2. L’OXIDACIO BAEYER-VILLIGER

1.2.1. Monooxigenases Baeyer-Villiger

1.2.2. Aplicacions de les monooxigenases Baeyer-Villiger

1.3. REDUCCIO DE CETONES

1.3.1. Les deshidrogenases

1.3.2. Aplicacions de les deshidrogenases

1.4. RECICLATGE DELS COFACTORS

1.5. AVANTATGES DE LES CEL-LULES EN CREIXEMENT
1.6. INCONVENIENTS DE LES CEL-LULES EN CREIXEMENT
2. OBJECTIUS

3. RESULTATS I DISCUSSIO

3.1. CERCA DE NOVES OXIDOREDUCTASES FUNGIQUES
3.1.1. Aillament de fongs endofits d’espécies vegetals

3.1.2. Screening d’activitat oxidoreductasa

3.2. COMPORTAMENT DE R. oryzae ENFRONT DIFERENTS CETONES

COMERCIALS
3.2.1.Biotransformacio6 de cetones lineals per R. oryzae
3.2.2. Biotransformacio de cetones cicliques per R. oryzae
3.2.3. Biotransformacio6 de diones per R. oryzae
3.2.3.1. Cas de la 1,2-ciclohexandiona
3.2.3.2. Cas de la benzoilacetona
3.2.3.3. Cas de la camforquinona
3.2.3.4. Cas de la 2-acetil-1-tetralona

3.2.3.5. Cas de la 2,6-dimetil-3,5-heptandiona

xxii

263
263
264
265
267
267
268
270
270
272
273
275
276
276
276
278

282
282
285
290
293
294
299
302
306



Taula de Continguts

3.3. COMPORTAMENT DE E. nigrum ENFRONT DIFERENTS CETONES

COMERCIALS
4. CONCLUSIONS
5. MATERIAL I METODES
5.1. MATERIAL
5.2. INSTRUMENTACIO
5.2.1. Cromatografs de gasos
5.2.2. Cromatograf de gasos acoblat a espectometre de masses
5.2.3. Analisi d’infraroig amb transformada de fourier (FTIR)
5.3.3. Ressonancia magnetica nuclear
5.4. MEDOLOGIA
5.4.1. Aillament de fongs endofits
5.4.2. Screening de fongs amb activitat oxidoreductasa

5.4.3. Identificacio de la soca E. nigrum

5.4.4. Estudi de 1’activitat oxidoreductasa enfront deferents cetones comercials

5.4.5. Preparaci6 dels patrons de les cetones i alcohols
5.4.6. Condicions cromatografiques

5.4.6.1. Analisi per CG-FID amb una columna DB-WAX
5.4.6.2. Analisi per CG-MS amb una columna DB-WAX.
5.4.6.3. Analisi per CG amb una columna de fase quiral
6.REFERENCIES BIBLIOGRAFIQUES

CONCLUSIONS GENERALS
ANNEX I. LLISTA DE COMPOSTOS

ANNEX II. ESPECTRES DE RMN DE 'H

ANNEX IL.1. ESPECTRES DE RMN DE 'H DEL CAPIiTOL III
ANNEX I1.2. ESPECTRES DE RMN DE 'H DEL CAPiTOL IV

310
315
316
316
316
316
317
317
317
318
318
318
319
319
319
320
320
321
322
323

333
339

365

367
397

xxiii



ANNEX III. CROMATOGRAMES DE LES MOSTRES
ANALITZADES AMB LA COLUMNA QUIRAL
CP Chirasil-DEX CB 401

ANNEX III.1. CROMATOGRAMES DE LES MOSTRES
ANALITZADES AMB LA COLUMNA QUIRAL CP Chirasil-DEX CB
DEL CAPITOL IV 403

ANNEX III.2. CROMATOGRAMES DE LES MOSTRES
ANALITZADES AMB LA COLUMNA QUIRAL CP Chirasil-DEX CB
DEL CAPITOL V 406

XXV



INTRODUCCIO GENERAL



Introducci6 General

1. QUIRALITAT

Si hom imagina totes les molécules organiques possibles amb un pes
molecular menor de 1000, pot rapidament apreciar que la majoria d’aquestes
estructures son quirals, és a dir, les seves imatges especulars no es poden
superposar. Només aquelles estructures que presenten un pla, centre o eixos

alternants de simetria son aquirals.

Les dues imatges especulars que formen la molécula quiral s’anomenen
enantiomers, i la seva mescla formada per porcions iguals d’ambdds
enantiomers s’anomenen mescla racémica 0 racemat. Una mescla que conté
excés d’un enantiomer s’anomena enantioenriquida, mentre que una mescla
que nomes conté un  enantiomer  s’anomena  enantiopura.
L’enantioenriquiment s’expressa normalment amb el percentatge d’exces
enantiomeric (% ee), terme que indica I’excés d’un enantiomer pur relatiu al
racemat, i es calcula amb la formula :

enantiomer majoritari - enantiomer minoritari

€€ =" enantiomer majoritari + enantiomer minoritari

Clarament, I’enantiopuresa és un ideal i nomeés s’aproxima en el mon real, no
obstant aquest terme s’utilitza per referir substancies amb un ee>98%. El
procés que permet separar una mescla racémica en els seus corresponents
enantiomers s’anomena resolucié, i el procés que transforma un producte

enantioméricament ric en un racemat s’anomena racemitzacié’.

Els enantiomers tenen les mateixes propietats fisiques i quimiques en un
entorn aquiral i només difereixen en com desvien llum polaritzada en un pla.

Els compostos que desvien la llum en el sentit de la agulles d’un rellotge



s’anomenen dextrorotatoris (+) i els que la desvien en sentit contrari
s’anomenen levorotatoris (-). Quan la quiralitat es deguda a la preséncia
d’atoms quirals, cada enantiomer també pot ser descrit mitjancant la seva
esteroquimica utilitzant la convencié Chan-Ingold-Prelog (Figura 1), la qual
assigna una prioritat a cada substituent en el centre quiral, prioritat que depén
del nombre atomic de cada atom unit a I’atom quiral. Una vegada assignada
una prioritat a cada grup unit a aquest centre quiral, la molecula es visualitza
en una orientacio que col-loca el substituent amb menys prioritat directament
darrera el centre quiral. Si els substituents que queden decreixen en prioritat
al voltant del mateix en direccié a les agulles d’un rellotge s’anomena R
(rectus) i si la direcci6 es contraria s’anomena S (sinister). La Unica
informaci6 que ens proporciona la nomenclatura R/S és que els enantiomers

desviaran la llum polaritzada en sentit contrari’.

2CH,D 3 CD,CH,
3 4 2 .
e N FeHcHsT N
;l |
s R

Figura 1. Convencié Chan-Ingold-Prelog

1.1. IMPORTANCIA DE LA QUIRALITAT

Els sistemes vius tenen una naturalesa quiral. Com a consequéncia, els
processos metabolics i reguladors mediats per sistemes biologics son
sensibles a I’estereoquimica i s’observen diferents respostes si es compara

amb I’activitat de cada parell d’enantiomer®. Normalment, només un dels
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enantiomers de la molecula quiral es el desitjat, per exemple en el cas de que
la molecula objectiu sigui un medicament per ser utilitzat en els éssers vius.
Per tal de poder sintetitzar només un enantiomer hi ha d’haver present en el
medi de reacci0 algun material de partida, reactiu o catalitzador

enantiomeéricament enriquit.

La Figura 2 mostra exemples de dos molecules, les quals, I’activitat
desitjada la posseeix un dels enantiomers, mentre que I’altre posseeix efectes

no desitjats o fins i tot toxics.

O H,c 9 Hyc
SH SH
penicilamina
HO HO ”
CHj3 H CHy
NH, NH,
antiartritic toxic

OH

asparagina NH,
O

Figura 2. Propietats de cada enantiomer d’alguns compostos actius

1.2. IMPLICACIONS CIENTIFIQUES

L’isomer que presenta una elevada activitat per una accié determinada,
s’anomena eutomer, i I’altre, distomer. Aquest pot ser actiu en una altra
propietat, contribuint a efectes secundaris, toxicitat, o actuant com a

antagonista.



En el camp dels agroquimics i proteccio de conreus, la presencia d’un
estereoisOmer no actiu 0 menys actiu contribueix a un increment dels nivells
de pol-lucié sense cap benefici en I’accié desitjada. Pel que fa a I’Gs de
feromones la quiralitat té un paper fonamental en la recepcio de la feromona,
i establir la configuracié absoluta de les formes actives és una condicio
essencial per a I’estudi i disseny d’analegs que poden ser utilitzats per al
control dels insectes.

A meés, I’analisi de compostos quirals té aplicacions interessants en recerca
alimentaria. Per exemple en la deteccié de D-aminoacids, els quals poden
conduir a una perdua nutricional i a productes no segurs ja que sén formes
d’aminoacids que poden ser no metabolitzades i biologicament no
utilitzables. A més, I’analisi de certs components quirals en aliments pot ser
un meétode per detectar adulteracions en aquests, per exemple en I’oli d’oliva
verge extra. Amb el mateix sentit, es poden utilitzar marcadors quirals en
aplicacions cliniques per a la diagnosi de malalties, determinant les relacions

enantiomeriques de certs metabolits.

En el camp de I’arqueologia, la mesura del grau de racemitzacio
d’aminoacids especifics s’utilitza per datar restes humanes com 0ssos i dents.

També s’utilitza la determinacio d’ee d’aminoacids en meteorits°.

2. DIFERENTS APROXIMACIONS PER A LA SINTESI DE
COMPOSTOS QUIRALS

Els métodes utilitzats per a I’obtencié de compostos enantiomericament purs
es poden dividir en tres categories depenent del tipus de material inicial
utilitzat* (Figura 3).
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Una d’elles consisteix en aillar el compost quiral d’interes de productes

naturals o productes produits per fermentacions (“chiral pool”)".

Una altra aproximacio consisteix en la resolucié de mescles racemiques, la
qual es pot dividir a la vegada en quatre subcategories. Una d’aquestes,
utilitzada a escala industrial, és la cristal-litzacié preferencial, perd nomes
és tecnicament factible amb mescles racémiques que formen conglomerats,
menys d’un 20% de racemats formen conglomerats. Quan les mescles no
formen conglomerats es poden resoldre amb una cristal-litzacié
diastereoisomérica desenvolupada per Pasteur al 1848. Aquesta
cristal-litzacié consisteix en fer reaccionar la solucié racémica amb un
enantiomer pur amb la consequent formaci6 d’una mescla de
diastereoisdmers que poden ser separats per cristal-litzaci6”. Un altre métode
és la resolucio cinética amb enzims o catalitzadors quimics com acids o
bases quirals o complexos metal-lics quirals. Aquest métode es basa en el fet
que aquests catalitzadors o reactius quirals son estereoselectius i reaccionen
amb cada enantiomer a diferents velocitats’. La quarta metodologia
consisteix en la separacio de I’enantiomer d’interés mitjangant cromatografia

o I"electroforesi capil-lar a nivell preparatiu emprant fases quirals™®.

La tercera aproximacid consisteix en la sintesi asimétrica la qual implica la
creacio d’un centre asimetric per discriminacio quiral de grups equivalents a

partir d’un material inicial aquiral (proquiral)”®.



“POOLS” OUIRALS RACEMATS SUBSTRATS PROQUIRALS

SINTESI RESOLUCIO . .
| \ SINTESI ASIMETRICA

CINETICA CRISTAL-LITZACIO CROMATOGRAFIA

/ \ (BIO) CATALISI

ENZIMATICA  QUIMICA

Compostos enantiomeéricament purs

Figura 3. Métodes per a I’obtencio de compostos enantiomericament
purs

3. NECESSITAT DE TROBAR NOUS SISTEMES PER A
L’OBTENCIO D’ALCOHOLS QUIRALS

Els alcohols quirals son intermediaris quirals Gtils per a la sintesi de varis
compostos com medicaments®, agroquimics'®, feromones'!, aromes™*? i
additius alimentaris™. Per tant, la necessitat de produccié en aquests camps
d’intermediaris quirals, entre aquest els alcohols quirals, esta continuament
incrementant-se. Encara que hi ha un gran nombre de reaccions organiques
selectives disponibles per a moltes necessitats sintétiques, hi ha encara una
necessitat de millorar i trobar nous processos quan es vol disposar de

productes amb una esteroquimica definida™.

La sintesi d’aquests alcohols quirals es pot realitzar per diferents
aproximacions. Una d’aquestes implica processos quimics com la

hidrogenacié asimétrica de cetones amb complexos de ruteni'®, rodi'’ i
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plati*®, reduccions de cetones amb borans quirals modificats®, resolucié
cinética via hidrolisi d’epoxids amb complexos de cobalt® o I’Gs
d’organocatalitzadors en la resolucié cinética d’alcohols?®#. Una altra de les
aproximacions son els processos biotecnologics dintre dels quals es troben les
resolucions cinétiques d’alcohols o ésters catalitzades per enzims?*?* i
processos de fermentacié on s’inclouen la reduccié asimetrica de cetones i

obertura d’epoxids™%.

A part de la necessitat de trobar nous sistemes de sintesi per a I’obtencio
d’alcohols quirals, cada vegada hi ha més conscienciacio que s’han de trobar
noves eines de sintesi més respectuoses al medi ambient i la salut humana.
Encara que no hi ha processos o sintesis que siguin totalment benignes
mediambientalment, hi ha substancies que son mes toxiques i més nocives
que d’altres. La “Green Chemistry” (quimica verda) forma part del concepte
de quimica sostenible i és una filosofia quimica que encoratja al disseny de
nous productes i processos per a reduir o eliminar I’ds i generacié de

substancies nocives®. Aquesta filosofia té 12 principis basics?’:

o Evitar la producci6 de residus

o Dissenyar productes menys perillosos i toxics

o Dissenyar processos de sintesi menys nocius

o Aprofitament de subproductes

o Utilitzar catalitzadors en lloc de reactius estequiometrics

o Evitar I’Us de derivats quimics com grups de proteccid o de bloqueig

o Maximitzar I’economia d’atom, és a dir, utilitzar metodologies en les
quals la quantitat del producte final contingui la maxima proporcio

dels materials inicials



o Utilitzar dissolvents menys contaminants

o Incrementar I’eficiéncia de la energia, és a dir, dur a terme les
reaccions a temperatura i pressio ambient.

o Dissenyar productes degradables

o Prevenir la contaminacio en temps real

o Minimitzar els accidents potencials com explosions, focs o emissions.

4. OBJECTIUS GENERALS D’AQUESTA TESI

Aixi doncs, la present tesi es va fixar com a fita I’estudi de dues
aproximacions per a |I’obtencio6 de precursors de lactones i alcohols asimetrics

emprant metodologies que poguessin contribuir a la quimica sostenible.

Una de les aproximacions va consistir en un métode quimio-enzimatic, amb
un primer pas de sintesi d’ésters a-funcionalitzats a partir de diferents
metodologies seguit d’una hidrolisi estereoselectiva amb lipases. En
aquesta aproximacio es va estudiar I’aplicabilitat dels liquids idnics com a

alternativa més respectuosa mediambientalment (Capitols I11 i 1V).

La segona aproximacio va consistir en la utilitzacio cel-lules en creixement
de noves soques fingiques com a font d’oxidoreductases per a la

biotransformacio de cetones proquirals (Capitol V).

Per tal de poder estudiar aquestes dues aproximacions es va posar apunt una
metodologia d’analisi d’alcohols quirals per cromatografia de gasos en
una columna quiral i es van sintetitzar un conjunt de liquids ionics (Capitol

I'i Il, respectivament).

10
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CAPITOL I.

DESENVOLUPAMENT D’UNA METODOLOGIA
PER A L’ANALISI D’ALCOHOLS QUIRALS



Capitol 1

1. INTRODUCCIO

Com s’ha explicat a la introducci6 general, la determinacié acurada i rapida de
I’excés enantiomeric (ee) d’una mescla €s cada vegada més necessaria. Aixi,
s’han desenvolupat diversos metodes per determinar el grau de puresa
enantiomérica d’alcohols quirals emprant técniques cromatografiques i

electroforétiques'~.
1.1. TECNIQUES ANALITIQUES DE SEPARACIO D’ENANTIOMERS

La cromatografia de gasos (CG)*™, Telectroforesi capil-lar (EC)>™,
I’electrocromatografia capil-lar (ECC)’, la cromatografia de liquids d’alta
resoluci6 (HPLC)?, la cromatografia de fluids supercritics (CFS)**’ i la
cromatografia de capa prima (CPP)* sén les técniques cromatografiques

, oy .y ‘N 10
actualment més utilitzades per la resolucié d’enantiomers .

La dificultat inherent per a la determinacié d’excessos enantiomerics (ee) es
dona al fet que els enantiomers mostren propietat idéntiques, a excepci6 de la
rotacié Optica, en un ambient aquiral. La inducci6 de la quiralitat o la resolucio

N . .y 11
de mescles racémiques permet la separacid d’aquests .

Els métodes de separacié d’enantiomers per cromatografia i electroforesi
impliquen la creaci6 d’un ambient quiral. Un ambient quiral es pot aconseguir
amb un reactiu derivatitzant homoquiral> o bé amb una fase estacionaria

homoquiral o una fase mobil que contingui additius homoquirals'.
Aixi, els métodes de separacid es poden classificar en metodes directes 1

indirectes. Els primers estan generalment basats en la formacié de parells

moleculars diastereoisomerics temporals. Les interaccions de tipus

15



Desenvolupament d 'una metodologia per a I’analisi d’alcohols quirals

electrostatica, pont d’hidrogen, =n-m, dipol-dipol i fenomens d’inclusi6
contribueixen al procés de formaci6 d’aquests tipus de parells moleculars
temporals, permeten aixi el reconeixement quiral. La resolucio directa es pot
efectuar per interaccid entre la mescla enantiomérica 1 un selector quiral,
incorporat a una fase estacionaria o addicionat a una fase mobil. Les fases
estacionaries quirals es classifiquen segons el tipus de selector quiral utilitzat,
per exemple, ciclodextrines, polisacarids, aminoacids, amides o complexos
metal-lics. Els selectors quirals s’han estat utilitzat en la seva forma pura o bé
dissolts o, alternativament, covalentment ancorats a polisiloxans®. Entre els

metodes de derivatitzacio indirectes tindriem la derivatitzacié quiral.

Avui en dia, la técnica més utilitzada per a la separacid6 de mescles
enantiomeériques d’alcohols alifatics de cadena curta és la CG'* degut a la seva
eficacia, sensibilitat i rapidesa de 1’analisi. Son especialment emprades les fases
de ciclodextrines per-O-modificades', que juguen un rol dominant en les
separacions quirals d’un ampli ventall de compostos volatils. Aquest fet €¢s degut
a que son de facil utilitzacié 1 hi ha una gran disponibilitat de columnes
comercials, cada vegada amb més fases estacionaries i millor estabilitat

e 11
termica .

La limitacid que pot presentar la CG és la volatilitat i 1’estabilitat térmica dels
compostos, representant I’EC 1 I’HPLC els métodes complementaris més
eficacos, amb les limitacions de solubilitat de certs selectors i/o soluts en les

1012
fases mobils~.
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1.2. LES CICLODEXTRINES

Les ciclodextrines (CDs) s’han estat utilitzant ampliament en les ciéncies de la
separacio des de principis de 1980. La recerca en ciclodextrines i els seus
derivats per a la separacié d’enantidomers per CG>*'®'® { HPLC*' ha estat molt
intensa en els ultims anys. En la majoria dels casos les molecules de
ciclodextrines es troben directament unides a un dimetilpolisiloxa. Aquesta unio6
evita que la ciclodextrina migri a diferents llocs de la superficie, donant
homogeneitat a través de la fase, estabilitat de I’enantioselectivitat i una millora
del temps de vida de la columna capil‘lar de ciclodextrina'®. Les CDs i els seus
derivats també es poden utilitzar en EC*' i com agents d’inducci6 o solvatacio

quiral (CSA) en RMN*%,

Les CDs estan formades per oligosacarids ciclics, unitats glucopiranoses
lligades entre elles per unions glicosidiques a(1-4). Les CDs comercialment
disponibles 1 estudiades son les o (formades per 6 unitats de glucosa), B (7
unitats de glucosa) i v (8 unitats de glucosa). Cada unitat glucopiranosa es troba
en una conformaci6 de cadira rigida. La distribucid6 macrociclica de les CDs
correspon a un tor (Figura 1). La cara més gran del tor esta ocupada
exclusivament per les funcions alcohol secundaris (posicions 2 i 3), i a la cara
petita del tor hi ha les funcions d’alcohols primaris (posicido 6). Els grups
hidroxils situats sobre les obertures son responsables de la hidrofilia de les
ciclodextrines natives. L’abséncia de grups hidroxils a I’interior de la cavitat fa
que aquesta sigui hidrofoba i apolar, afavorint la formacié de complexos

. ., . . . N1l 11
d’inclusio per interaccions hidrofobiques .

Un gran nombre de derivats de CDs de diferent mida (a, B 1), tipus 1 posici de

la substitucio (2-O-, 3-O-, 0 6-0-) son ftils com a fases estacionaries quirals®.
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El tipus de substituents poden ser grups metil, pentil, z-butildimetilsilil, (S)-2-
hidroxipropil, acetil, trifluoroacetil o reemplacament d’un grup hidroxil per un
hidrogen. L’efecte de la substitucid esta fortament influenciat per la posicio del
grup hidroxil que s’ha derivatitzat. La substitucio a la posicio 3-O- és la més

. ., . .. , .. 4
estudiada i és la que s’espera que influeixi més en la selectivitat de la fase ™.

Els mecanismes de separacio de les fases estacionaries quirals basades en CDs
no esta encara del tot resolt i es pensa que varia depenent de la funcionalitat de

cada CD derivatitzada®">".

De totes maneres, esta acceptat que aquests
processos de separacio per CDs passen per la formacié d’un complex d’inclusio

entre la substancia a separar i la CD'®.

Figura 1. Esquema d’una ciclodextrina.
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1.3. METODES DE DERIVATITZACIO

En la separaci6 d’enantiomers per CG, la derivatitzacio aquiral ofereix la
possibilitat d’incrementar la volatilitat o millorar el reconeixement quiral dels
analits polars. Una transformaci6 dels analits a menys polar i a més volatils
sovint resulta en un increment de la selectivitat donat que la temperatura que es
requereix per a 1’analisi és més baixa. A més, la selectivitat pot millorar quan la
derivatitzaci6 introdueix canvis en 1’estructura i funcionalitat que incrementen el
reconeixement quiral. Una derivatitzacié aquiral i una separacid directa per
cromatografia és un cami més senzill i menys subjecte a errors que la
derivatitzacio quiral seguida per una separacié cromatografica indirecta'”'?. De
totes maneres, sempre s ha de tenir en compte que es poden donar processos de
racemitzacid o descomposicié dels analits durant el procés de derivatitzacio o la

e S 4,32
separacié cromatografica®*>?,

Un procés usual per millorar la separacid dels enantiomers passa per llur
transformaci6 a ésters volatils, com acetats o trifluoroacetats. L’acilacio redueix
la polaritat millorant la volatilitat, incrementant-se aixi la seva separacid en la
columna cromatografica al poder emprar temperatures més baixes. Normalment,
només la derivatitzacid amb grups acetil o amb grups acil perfluorats fins a

heptafluorobutiril milloren la volatilitat™.

L’acilacio d’alcohols és un dels processos més freqiientment utilitzats en sintesi
organica. Tipicament, es poden dur a terme amb derivats d’acids carboxilics
activats com anhidrids d’acid, clorurs d’acid, acilimidazols o acilurees. Aquest
procés és activat amb 1’addicié d’amines poc nucleofiles com trietilamina,

piridina o 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)***°(Figura 2).
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Figura 2. Reaccions d’acilacio d’alcohols.

A part de la catalisi basica, varies sals metal-liques, alguns triflats metal-lics®,
acids protics com HCIOy, acids de Lewis com Zn, Cl,, CoCl,, TiCL4#/AgClOs,
clorotrimetilsila (CTMS), Cu(NTf,)s, Bi(OT£);*>2**4*%* " s’han utilitzat per a

catalitzar I’acilaci6 d’alcohols amb anhidrids d’acid>**’ (Figura 3).

R, 0

)Oi ) o%o [cat] O)k
R R, Rz)\o )\

R R,

R,

Y

Figura 3. Reacci6 d’acilacié d’alcohols amb anhidrids d’acid.

No obstant, alguns d’aquests metodes son poc efectius o inefectius per 1’acilacid

d’alcohols secundaris i terciaris, altres son sensibles a la humitat o molt cars, 1
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poden ser potencialment explosius (per exemple els perclorats o 1’acid
percloric). A més els excessos de reactius s’han d’eliminar per evitar problemes
en I’analisi per CG. La utilitzacio d’halurs i anhidrids d’acid poden donar
reaccions secundaries com deshidratacid o enolitzacié degut a les fortes

.. , 1. .42
condicions acidiques de medi ™.

Ramalinga i col.® van descriure 1’us de iode, I, com a catalitzador de Lewis per
a I’esterificacio i transesterificacié d’acids utilitzant un excés d’alcohol (Figura

4).

0 | o}
2
)]\ + R—OH — *» )J\ + H—OH

R OH R OR,

)

I O
2
+ R>—OH —_ )k
)]\ 2 R OR, +R,—OH

R OR,

O
9 0
gt M wmeon v, |
R OR, R OH + R—OH + H—OH
R OR,

Figura 4. Reaccions d’esterificacid, transesterificacio i esterificacio i
transesterificacio simultania amb iode com a catalitzador.

Recentment, Phukan i col.*® van publicar una metodologia on s’utilitzava iode
com a catalitzador actiu per 1’acilacié d’alcohols amb anhidrids d’acid (Figura

5).
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Figura 5. Reaccio d’acilaci6 d’alcohols amb anhidrids d’acid 1 iode com a
catalitzador.

Ahmed i col.*** van descriure ’us de iode com a catalitzador per I’acetilacié
d’una varietat d’alcohols. Les reaccions es van fer en excés d’alcohol, el que va
permetre evitar 1’is de cap altre dissolvent. Altres treballs descrits en la

. o . . . . 32.45
literatura utilitzen el iode com a catalitzador en acilacions™ " .
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2. OBJECTIUS

Considerant I’estat de la qiiestid, em vaig plantejar la possibilitat d’estudiar
I’acilacio d’alcohols quirals utilitzant el I, com a catalitzador i 1’acid acétic o

I’acid trifluoracétic com a reactius derivatitzants (Figura 6).

Amb aquest procés es pretenia millorar la separacid de tots els estereoisomers
objecte d’estudi en una columna quiral (CP Chirasil-DEX CB) a la vegada que
s’evitaria 1'is d’anhidrids d’acid. En aquest cas, pero, tenint en compte que el
reactiu car ¢és I’alcohol quiral, aquest no es podria fer servir amb excés tal com
el métode de referéncia descrivia. Per aixo, es van estudiar les condicions
optimes per a l’acilacid dels alcohols quirals, com soén: la relacidé molar
alcohol:acid, la temperatura, el temps de reaccio i la introducci6é d’un dissolvent

que, si fos el cas, permetessin no treballar amb excés d’alcohol.

L’optimitzacié del metode es porta a terme amb 2-heptanol. Posteriorment es va
estudiar 1’acilaci6 amb diferents alcohols secundaris lineals, ciclics i alguns

diols.

R CHs
RYCHg Ry.__OH I, Na,SO,, . !
> 1 H,0
* | 100°C N7 R
OH o I
o
R1I CH3; CF3

Figura 6 . Reacci6 d’acilacié d’alcohols secundaris amb 1’acid acétic o
I’acid trifluoacetic amb iode com a catalitzador.
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3. RESULTATS I DISCUSSIO

Per tal de trobar les millors condicions d’esterificacié d’alcohols secundaris amb
I’acid acétic (1) i el iode com a catalitzador de la reaccid, primer de tot es va
estudiar la influéncia de la relaci6 molar acid:alcohol a diferents temps de
reaccio. La reaccié també es va provar sense dissolvent i amb un alcohol
terciari, el #-butanol, com a dissolvent. El #-butanol podria permetre acostar-se a
les condicions descrites en el procediment inicial (excés d’alcohol) sense que
consumis reactiu acilant, al ser un alcohol terciari, a la vegada que permetria fer
la reacci6 sense un excés d’alcohol quiral. L’alcohol quiral triat per I’estudi va
ser el 2-heptanol (2). En les reaccions d’esterificacio s’hi va afegir sulfat de sodi
anhidre (Na,SO4), com agent dessecant, per tal de desplacar ’equilibri de la
reacci6 cap a la formacié de 1’éster sense necessitat d’emprar cap excés de cap
dels reactius. La temperatura del bloc de calefaccio s’ajusta a 100°C. A més, per
tal de poder quantificar 1’ester format es va addicionar un patro intern, el trideca,

i es van analitzar les mostres per CG en una columna capil-lar polar, DB-Wax.

Com es pot observar a la Taula 1 quan s’utilitza ¢-butanol la reaccié és més
lenta, es necessiten, amb qualsevol relacid molar, 48 h per obtenir un rendiment
elevat. Amb una relaci6 molar d’acid:alcohol de 2:1 s’obté ja el maxim
rendiment (entrada 10). En canvi, sense dissolvent amb 24 h de reaccid i una
relacid6 molar de 2:1 ja s’obté un rendiment forga elevat, per sobre del 90%
(entrada 1). Per tant, es va decidir seguir I’estudi sense dissolvent, per ser més

economic, rapid i facil.
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Taula 1. Efecte de diferents parametres en el rendiment de reacci6 del 2-
heptanol (2) amb I’acid acétic (1).

pissoLVENT T | TSN s | Tk
1 24 ) 90,63 0,51 A
2 24 6 90,03 2,12 AB
3 24 10 84.00 1,79 B
4 Sense 48 ) 9176 2,84 A
5 dissolvent 48 6 93,74 2,93 A
6 48 10 93,11 1,26 A
7 24 ) 16,63 1,05 C
8 24 6 34.67 0,04 D
9 24 10 56.20 0,01 E
10 t-butanol * 2 81,72 b ’
11 48 6 88,00 0,090 AB
12 48 10 82.11 3,22 B

DS: desviacio estandard; *Tukey-Kramer: ajustament de les diferéncies de cada parella

de resultats, n=3, 0=0,05.

Seguidament es va estudiar la reaccid a relacions molars més baixes

d’acid:alcohol i a diferents temps de reaccid. A la Taula 2 es poden veure els

resultats obtinguts. El rendiment més elevat amb la menor proporciéo d’acid

s’obté amb un relacio molar de 1,5:1 a les 48 h (entrada 5). Rendiment no
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significativament diferent del que s’obté quan s’utilitza un relacié molar de 2:1

amb 24 h 1 48 h de reaccio (entrades 8 1 9).

Taula 2. Efecte del temps de reaccio (h) en el rendiment d’esterificacio
del 2-heptanol(2): amb 1’acid acetic(1) a diferents relacions molars

1:::’:3;;0 Temps | % acetat d’ DS Tukey-
(h) 1-metilhexil Kramer*
(2:1)
1 o 24 71,04 ; A
2 48 87.03 1,70 B
3 4 76,60 0,97 CA
4] 1:1,5 24 82,42 3,61 DB
5| 48 91,48 3,16 GB
6 4 65,49 5.11 FA
7| L 8 78,58 0,82 ACD
FI 24 90,63 0,51 GB
9| 48 91,76 2,84 GB

DS: desviacio estandard; *Tukey-Kramer: ajustament de les diferéncies de
cada parella de resultats, n=3, 0=0,05.

Finalment, es va voler comprovar si augmentant la temperatura aconseguiem
una millora del rendiment. Per aix0 es van estudiar dues temperatures més
elevades, 120°C 1 140°C, amb una relacié molar de 1:1 1 24 h de reaccio. A la
Taula 3 es pot observar que a I’augmentar la temperatura no va augmentar el

rendiment de la reaccio.

26



Capitol 1

Taula 3. Efecte de la temperatura en el rendiment d’esterificacid del 2-
heptanol amb I’acid aceétic (relacid molar de 1:1) a les 24 h i sense
dissolvent.

Temperatura | % acetat d’ DS Ig;,:l;fg:*
0O 1-metilhexil
1 100 71,24 2,15 A
2 120 64,13 111 B
3 140 66,41 256 B

DS: desviacio estandard; *Tukey-Kramer: ajustament de les
diferéncies de cada parella de resultats, n=3, 0=0,05.

Per tant, si es té en compte [’economia atomica del procés tot buscant la maxima
conversio, les millors condicions de reaccid son 100°C, relacid molar
d’alcohol:acid de 1:1,5 1 48 h de reacci6. En canvi, si es valora el temps de
reaccid per obtenir la maxima conversid, les millors condicions serien 100°C,
una relacioé 1:2 1 24 h de reaccid. Finalment, si es té en compte que I’objectiu
principal en el desenvolupament d’aquesta metodologia és concixer el
percentatge de cada estereoisomer, per tant no és imprescindible aconseguir un
maxim rendiment de transformacio; i si es vol consumir el minim de reactiu
possible, tenim que amb 4 h de reaccio i un relacid molar d’1:1 d’alcohol:acid,
ja s’obté més del 50% d’acilaci6é de 1’alcohol i podria ser suficient per fer les

corresponents determinacions d’excés enantiomeric .

Tenim doncs que s’ha desenvolupat un metode que evita 1I'is d’excés
considerable de reactius, que no necessita de dissolvent, que empra 1’acid i no
I’anhidrid d’acid i que és catalitzat per iode, producte facilment eliminable del
medi de reaccid. Per tant, es disposa d’un metode d’acilacio alternatiu als

metodes convencionals més respectués amb al medi ambient, amb 1’Gs d’un

27



Desenvolupament d’'una metodologia per a ’analisi d’alcohols quirals

agent acilant barat, I’acid acetic, sense la utilitzaci6 de dissolvent, i amb una

eficiéncia atomica elevada™.

Una vegada posat a punt aquest metode amb el 2-heptanol s’estudia la
possibilitat d’emprar un nou reactiu acilant, I’acid trifluoroacétic (3), com a
complement a 1’acid acétic (1), i d’estendre la reaccié a un seguit d’alcohols.
Igualment es volia tenir dades sobre 1’estabilitat dels carbonis quirals en front
d’aquesta reaccio d’esterificacio, és a dir, es volia comprovar que no es produis
cap procés de racemitzacid. Les esterificacions es van dur a terme amb el R-2-
butanol (R-4), S-2-butanol (S-4), R-2-pentanol (R-5), S-2-pentanol (S-5), R-4-
metil-2-pentanol (R-6), S-4-metil-2-pentanol (S-6), R-2-hexanol (R-7), S-2-
hexanol (S-7), R-2-heptanol (R-2), S-2-heptanol (S-2), R-2-octanol (R-8), S-2-
octanol (S-8), transss-1,2-ciclohexandiol (transs s-9), transg z.1,2-ciclohexandiol
(transgr-9) i cis-1,2-ciclohexandiol (Cis-9). Les condicions de la reaccié van ser
100°C, 24 h i relaci6 molar de 2:1 (acid: alcohol). La columna quiral utilitzada
va ser una CP Chirasil-DEX CB, Varian. En tots els alcohols quirals estudiats es
va observar que la utilitzacié d’acid acétic com agent derivatitzant no produia
isomeritzacio, en canvi quan es va utilitzar I’acid trifluoroacétic si que es va
produir isomeritzacio. Les seglients figures mostren el cas del S-4-metil-2-
pentanol (S-6) i el R-4-metil-2-pentanol (R-6) i el seus corresponents acetats, S-
6-ac, R-6-ac, i trifluoroacetats, S-6-tfa, R-6-tfa. Com es pot veure, no es
produeix isomeritzacidé quan s’utilitza 1’acid acetic com grup acilant, Figura 7,
pero si que se’n produeix quan s’utilitza 1’acid trifluoroacétic, Figura 8, on es
pot veure que quan es derivatitza amb acid trifluoroacétic el S-6, apareix
I’estereoisomer R-6-tfa i quan es derivatitza el R-6, apareix 1’estereoisomer S-6-
tfa. Si bé els derivats trifluoroacetilats tenen un temps d’analisi molt més curt,

no es possible la seva utilitzacié en aquestes condicions doncs produeix una
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certa isomeritzacio. Aquest és un dels inconvenients de la derivatitzacid aquiral,

la possible racemitzacio durant ’etapa de derivatitzacio®’.
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Figura 7. Analisi dels derivats acetilats del 4-metil-2-pentanol (6) a la
columna quiral.
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Figura 8. Analisi dels derivats trifluoroacetilats del 4-metil-2-pentanol (6)
a la columna quiral.

Finalment s’aplica el procediment d’esterificacid amb acid acétic amb una
relacido molar 2:1 (acid:alcohol), iode i sense dissolvent a 100°C durant 24 h a
altres alcohols secundaris. L objectiu fou comprovar si es milloraven els factors
de separacid6 (o) d’aquests alcohols o bé, si s’aconseguien separar els

estereoisomers d’aquells alcohols que no es podien separar en la columna quiral
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emprada. Es van estudiar tres tipus d’alcohols. Alcohols secundaris lineals,

alcohols secundaris ciclics 1 diols.

Pel que fa als alcohols secundaris lineals (Taula 4), quan aquests son acetilats el
factor de separaci6 s’incrementa en tots els casos, a excepcio del 3-hexanol (10)
que sense derivatitzar no es separaven els seus enantiomers i derivatitzant al seu
corresponent acetat continuen sense separar-se. Destaca el factor de separacid
dels derivats acetilats del 2-pentanol (5) en els que ara és molt alt, de 3,00
(essent el del alcohol Iliure de 1,07). Destaquen també el del 2-hexanol (7) on
I’a dels derivats acetilats és de 1,95, mentre que la dels corresponents alcohols
¢és de 1,05. A més, amb I’acetilacio es permet la separacio dels enantiomers del
2-heptanol (figures 9 i 10) i del 2-octanol, que no es separen en aquesta

columna en forma d’alcohols lliures.

5.013

S-2-ac

W J\

o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 mn

Figura 9. Analisi en la columna quiral de 1’acetat de 2-heptil. (S-2-ac:
acetat de S-2-heptil; 2: 2-heptanol; R-2-ac: acetat de R-2-heptil).

30



Capitol 1

Figura 10. Analisi en la columna quiral de 1’acetat de R-2-heptil. (R-2:
R2-heptanol; R-2-ac: acetat de R-2-heptil).

Si comparem les a dels derivats acetilats dels alcohols amb les descrites en la
literatura per diversos autors, s’observa que els factors de separacid obtinguts
pels derivats acetilats en la columna CP Chirasil-DEX CB s6n molt alts. Li i
col.*® van estudiar la separacié de més de 150 parells d’enantiomers en una série
de fases estacionaries quirals d’a-, B- 1 y-ciclodextrines 2,6-di-O-pentil-3-O-
trifluoroacetilades. Entre aquests hi estaven inclosos els compostos 2,4, 5, 6, 7, 1
8 amb valors de separacio que van de 1,10 a 1,30. En tots els casos son valors
més alts que els obtinguts en la nostra columna pels alcohols lliures, perd més
baixos que els obtinguts pel corresponent derivat acetilat. Smith i col.”” van
estudiar la separaci6 dels alcohols 2, 4, 5, 6, 7, 10, 8 i 11 en una y-ciclodextrina
trifluoroacetilada a 35°C, mostrant uns valors d’a pels alcohols més baixos que
els obtinguts en la nostra columna pels alcohols, a excepcid del 2, 10 i 11, que
amb la columna utilitzada per nosaltres no es separen. En una altre treball,
s’estudia la separacio dels dos enantiomers del 8 en sis diferents ciclodextrines
6-¢-butildimetilsililades. En aquest cas el maxim factor de separacié va ser de
1,03*. La separacio dels enantiomers del 2 i 10 va ser estudiada també en una
columna capillar de CG amb una B-ciclodextrina heptakis(6-O-etil-2,3-O-

pentil) i es va obtenir una a d’ 1,03 i 1,08 respectivament’’.
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També es troben en la literatura estudis de separacié dels enantiomers dels
alcohols 4, 51 7 en altres fases de CDs modificades amb factors de separacio

1,52
<1,15!3

. Només quan es va utilitzar una fase de y-cyclodextrina octakis(2,6-di-
O-pentil-3-trifluoroacetil) es va obtenir un valor alt per als enantiomers del 7,
o=1,47, 1 del 2 a=1,3351'53. En aquest cas, sense la necessitat de derivatitzar, si
que son valors similars als obtinguts en la nostra columna pels corresponents

derivats acetilats dels alcohols.

La Taula 4 mostra també que [’acetilacid6 va provocar un canvi en 1’ordre

d’eluci6 dels alcohols secundaris lineals assajats, a excepcid del 2-hexanol.

L’ordre d’elucié dels enantiomers, (-) i (+), depenen del tipus de ciclodextrina
(a, B, v), de la estereoconfiguracid del producte (que pot tenir una influéncia
dominant en les interaccions quirals provocant un canvi de 1’ordre d’elucio), del
tipus de derivats de les ciclodextrines i de la temperatura. A més, alguns estudis
indiquen que la retencidé dels enantiomers esta relacionada amb [’activitat
optica®’. El canvi en lordre d’elucié dels enantiomers per 1'Gs de reactius
derivatitzants aquirals ha estat considerat una curiositat, i no hi ha regles o

tendéncies que semblin estar establertes per aquest fenomen™*.
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Taula 4. Factors de separacid (a) dels enantiomers de diversos alcohols
aciclics i el seus corresponents derivats acetilats.

T TR a TR o

ALCOHOL
R-() | S-(+) S-(+) | R-() | AC

HsC -
Ha 40 | 1,85 | 1,93 [1,05] 2,94 | 424 |1,44

OH 4

HaC CH,
W;\/ s | 40| 509 | 545 | 1,07 379 | 11,31 |3,00

HaC
b v 50 | 7,61 8,02 | 1,05| 6,35 | 12,39 | 1,95

H;C CH;
Y 50 | 14,78 | 16,09 | 1,09 | 9,65 | 1542 | 1,60

H,C CH
YT lgo | 192 | 192 100 232 | 176 |1.32

OH 2
H;C
T e | 536 | 545 | 1,02] 504 | 7.46 | 1,50
8
\).t/\
H,C
M50 691 | 691 |1,00] 904 | 9,04 |1,00
10
OH
H3CMCH3

70 | 10,18 | 10,18 | 1,00 | 7,53 | 9,91 | 1,32
11

T: temperatura del forn del CG (°C); TR: temps de retencié (min); a: factor de separacio;
AC: derivat acetilat.
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La Taula 5 mostra els resultats de la derivatitzacié dels alcohols ciclics
estudiats. En alguns casos, alcohols 12, 14, 15 i 19, la derivatitzacié permet la
separacio de tots els seus isomers, no resolts com alcohols lliures. Per altres
alcohols (18, 16 i 20), I’acetilaci6 augmenta el factor de separacido dels

corresponents isOmers.

A la literatura hi ha informaci6 sobre la separacié del mentol, 20, en diverses
columnes quirals. Es va estudiar la separacié del D/L-mentol, en una [-
cyclodextrina heptakis(6-O-etil-2,3-O-pentil) obtenint-se una o de 1,08 a 70°C™°.
Derivatitzant-lo al seu corresponent acetat, i en la columna utilitzada per
nosaltres, s’obté un a major (1,16) tot i emprar una temperatura més alta, que
permet un temps de retencid menor i per tant un temps d’analisi inferior. El
maxim o obtingut pel 2-mentol en sis diferents ciclodextrines 6-¢-
butildimetilsililades va ser d’1,04, el mateix obtingut amb la nostra columna i
més baix que el corresponent derivat acetilat”. La separacio del mentol també
ha estat estudiada en una vy-cyclodextrina octakis(2,6-di-O-pentil-3-
trifluoroacetil) i I’a obtingut va ser de 1,06°'>°. La separaci6 dels enantiomers

del mentol en altres fases de CDs modificades va ser entre 1,01—1,0451.

Per 1’alcohol 18, el 2-clorociclohexanol, quan es va fer la reacci6 amb la
proporcié 2:1, no es va observar la formaci6 del corresponent &ster. A
I’augmentar 1’excés d’acid acétic fins a una relacié molar de 10:1 (acid:alcohol)
si que es va formar el corresponent derivat acetilat. Aquest fenomen es podria
explicar considerant que la preséncia d’un atom electronegatiu, com el clor, en
la posicié 2 de I’alcohol, augmenta 1’acidesa d’aquest i, per tant, augmenta la
seva capacitat com a grup sortint. Aquest fet faria que ’equilibri present en tot

procés d’esterificacid estigués en aquest cas molt més desplacat cap als reactius
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(acid 1 alcohol) que no cap als productes (éster i aigua). Aixi, quan la
concentracido d’acid acetic fos baixa, el poc ¢&ster que es pogués formar
rapidament seria hidrolitzat de nou a través de I’atac nucleofil de 1’aigua present,
sense poder-se detectar en el moment de I’analisi. En aquest cas el procés d’atac
nucleofil per part de 1’aigua sobre el carboni carboxilic seria molt més rapid que
el procés de captacio de la mateixa pel sulfat sodic solid present en el medi de
reacci6. Només, quan tinguéssim prou excés d’acid, I’equilibri s’acabaria
desplagant cap a la formacié d’¢ster i aquest seria detectat. La preséncia de
densitat de carrega positiva sobre el carboni carboxilic, sembla que també seria
la rad que explicaria les diferents relacions regioisomeriques obtingudes en la
sintesi d’esters de clorohidrina amb diferents acids 1 amb el 1,3-butandiol, on,
com més curta és la cadena de 1’acid, més s’afavoreix la sintesi de d’isomer que

té el clor sobre el carboni secundari™.
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Taula 5. Factors de separaci6 (o) dels estereoisomers de diversos alcohols
ciclics i el seus corresponents derivats acetilats.

ALCOHOL | T | 1 TR o TR A“C
OH trans| 5,51 | 5,51 457 | 517 [1,13
70 1,00
CH; 19 cis | 5,51 | 5,51 4,803 | 6,08 [127
OH trans| 5,53 | 5,53 4,29 | 4,29
E& 70 1,08 1,01
CH3
13 cis | 5,99 | 5,99 4338 434
OH
trans | 14.,56 | 14,56 923 [10,59|1,15
70 1,03
CHs 14 cis | 15,00 15,00 11,83]11,83] -
e, trans| 448 | 4.48 325 | 3,78 | 1,16
O—HHS 110 1,02
s 15 cis | 457 | 4,57 4,11 | 4,18 | 1,02

T: temperatura del forn del CG (°C); I: isomers; TR: temps de retencié (min.); o
factor de separacio; AC: derivat acetil, Les dades pels corresponents isomers
cis/trans es donen en les diferents files, mentre que les dades corresponents als
altres estereoisomers es donen en les corresponents columnes.
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Taula 5 (cont.).
o o
ALCOHOL | T | TR TR
AC
OH 5,73
trans 4,82
HaC
e 110 1,07 1,61
cis 6,12 7,76
16
OH
trans 3,964 3,274
90
1,14 1,06
H,C 17 cis 4,523 3,476
OH
trans | 15,71 15,71 4,76 (4,76
1 80 1,02 1,04*
18 cis |15,96|15,96 4,9314,93

T: temperatura del forn del CG (°C); I: isomers; TR: temps de retencid
(min.); a: factor de separacid; AC: derivat acetil; *: relacid6 molar
acid:alcohol (10:1). Pels compostos 16 i 18, les dades pels corresponents
isomers cis/trans es donen en les diferents files, mentre que les dades
corresponents als altres estereoisomers es donen en les corresponents
columnes.
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Taula 5 (cont.).

o o
ALCOHOL | T | I |TR TR
AC
OH
{2 cis 2,82 1,85
HsC
cHy | 110 1,00 1,04
CH3
trans | 2,82 1,94
19
CH3
) |437 3,18
110 1,04 1,16
: OH
- 2 (+) 4,53 3,70

T: temperatura del forn del CG (°C); I: isomers; TR: temps
de retenci6 (min.); a: factor de separacio; AC: derivat acetil.

En la derivatitzaci6 dels diols, 1’1,2-octandiol (21), I’1,2-ciclohexandiol (9) i
1’1,3-ciclohexandiol (22), Taula 6, es poden acetilar un grup hidroxil o ambdoés
grups. En la derivatitzacié es van obtenir la barreja de molécules amb un
hidroxil acetilat i amb 2 hidroxils acetilats. La relacié molar que es va utilitzar
aquesta vegada va ser de 4:1 i de 2:1 (acid acetic: diol) per tal de poder con¢ixer
el temps de retencid dels alcohols amb un grup hidroxil acetilat o ambdos grups
hidroxils acetilats. Quan es va utilitzar un relacid6 molar de 2:1, només es va
acetilar un dels hidroxils dels diols, en canvi quan es va utilitzar una relacié
molar de 4:1 es van formar els derivat acetilats sobre un dels grups hidroxils i
sobre d’ambdés grups. Quan s’acetila un dels grups hidroxils del 9, I’a dels
enantiomers frans es va mantenir, en canvi quan els dos hidroxils van ser

acetilats I’a d’aquests augmenta de 1,11 (dos grups hidroxils lliures) a 1,15. Els
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diastereoisomers cis del 9 i 22 son la forma meso 1 son per tant aquirals. Aquests
diastereoisomers es converteixen en quirals quan només un dels grups hidroxils
es acetilat, podent-se separar els seus enantiomers en la columna quiral. No
obstant quan els dos grups son acetilats es tornen a convertir en la forma meso.
Li i col.*® van estudiar el factor de separacié de 1’alcohol 21 en una pB-
ciclodextrina 2,6-di-O-pentil-3-O-trifluoroacetilada obtenint-se una o de 1,05, a
una mica més elevada que en la nostra columna perd més baixa que els
corresponents acetats. També van analitzar el trans-9 en una y-ciclodextrina 2,6-
di-O-pentil-3-O-trifluoroacetilada obtenint un factor de separaci®é molt més
elevat, de 1,58, que els corresponent acetats del trans-9 en la nostra columna.
Els tres diferents isomers del 22 no es separaven en la columna quiral com diols
lliure, perd si que ho van fer quan es van acetilar un dels alcohols, separant-se en
aquest cas, els seus quatre isomers amb una a pels isomers frans de 1,06 i pels
cis de 1,02. També quan els dos grups hidroxils foren acetilats es van separar
tots els seus isomers, en aquest cas, en els seus tres possibles isomers amb una o

dels dos enantiomers de 1’isomer trans de 1,17.
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Taula 6. Factors de separacio (o) dels estereoisomers de diversos diols 1
els seus corresponents derivats acetilats

- DIOL AC diAC
DIOL °C) I u o
TR TR TR a
21 120 11,.83 | 12,62 | 1,03 | 10,08 | 13,68 | 1,07 | 9,23 | 9,50 | 1,34
14,23 | 15,76 11,14 | 12,13 8,07 | 9,26
trans 1,11 1,10 1,15
1o (SS) | (RR) (5.5) | (RR) (5.5) | (RR)
9
cis 14,97 - 10,23 | 10,41 | 1,02 | 9,02 -

trans | 14,12 | 14,12 | 1,00 | 9,58 | 10,15 | 1,06 | 5,88 | 6,86 | 1,17

120

22
cis | 14,64 - - 10,97 | 11,25 | 1,02 | 7,79 - -

T: temperatura del forn del CG, °C; I: isomer; TR: temps de retencié (min.); AC: derivat
acetilat; diAC: derivat diacetilat. Les dades pels corresponents isomers cis/trans es donen
en les diferents files, mentre que les dades corresponents als altres estercoisomers es
donen en les corresponents columnes.

A les figures 11 i 12 es poden veure els cromatogrames corresponents a la
separacio dels estereoisomers del diol 9, dels seus alcohols lliures 1 dels seus
corresponents acetats i diacetats.
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PA
’ 5
= transss-9-ac
—
-
—
transs s-9-diac © ‘;!
3 S transss9
e [ |\
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mn

Figura 11. Analisi en la columna quiral del transss-1,2-ciclohexandiol
(transss9) 1 dels seus acetats, diacetat de transss-1,2-ciclohexandiil
(transs s-9-diac) i I’acetat de transg s-2-hidroxiciclohexil (transs s-9-ac)

o )
pA % cis-9-diac
o]
2
Ng, (H-)-cis-9-ac
Sm
<
o
= ~
L cis-9
ITo)
)
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mn

Figura 12. Analisi en la columna quiral del cis-1,2-ciclohexandiol (Cis-9) i dels
seus acetats, diacetat de cis-1,2-ciclohexandiil (cis-9-diac) i ’acetat de (+/-)-cis

-2-hidroxiciclohexil ((+/-)-Cis-9-ac)
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4. CONCLUSIONS

S’ha desenvolupat una metodologia simple 1 eficient d’esterificacié d’alcohols
secundaris amb acid acétic i iode com a catalitzador, que permet emprar
quantitats properes a 1’equimolaritat d’alcohol i acid per a la determinacié de la
composicid enantiomerica d’alcohols quirals. Aquest nou procediment empra
I’acid 1 no I’anhidrid d’acid com a reactiu acilant i iode com a catalitzador,
producte facilment eliminable del medi de reaccid, representant un metode
d’acilacio alternatiu als meétodes convencionals més respectués amb al medi
ambient, amb 1’ts d’un agent acilant barat, 1’acid acétic, sense la utilitzacio de
dissolvent, 1 amb una eficiéncia atomica elevada. Contrariament, 1’as d’acid
trifluoroacétic com agent derivatitzant provoca una isomeritzacié parcial dels

enantiomers purs.

L’esterificacio d’alcohols secundaris lineals, ciclics 1 d’alguns diols amb acid
acetic permet la separacié dels seus estereoisomers quan son analitzats per
cromatografia de gasos en una fase quiral, incrementant-ne el factor de

separacio (o) dels estereoisomers 1 reduint el temps d’analisi.

L’acetilaci6 dels alcohols secundaris quirals estudiats provoca una
enantioselectivitat més gran en la columna quiral Chirasil-DEX que Ia
corresponent als alcohols lliures mostrant la millor separaci6 els derivats del 2-

pentanol, amb un valor a de 3,00, i els derivats del 2-hexanol, amb un o de 1,95.
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5. MATERIAL I METODES

5.1. MATERIAL

L’acid acetic (1), el 4-metil-2-pentanol (6), 1’1,2-ciclohexandiol (9), el 3-
hexanol (10), el 3-metilciclopentanol (12), el 2-metilciclopentanol (13), el 3-
metilciclohexanol (14), el 2-t-butilciclohexanol (15), el 4-t-butilciclohexanol
(16), el 4-metilciclohexanol (17), el 2-clorociclohexanol (18), el 3,3,5-
trimetilciclohexanol (19), el DL-mentol (20), I’l,2-octandiol (21), I’1,3-
ciclohexandiol (22) i1 el iode van ser subministrats per Acros Organics,
Barcelona, Espanya. El 2-butanol (4), el S-(+)-2-butanol (S-4), el R-(-)-2-
butanol (R-4), el 2-hexanol (7), el S-(+)-2-hexanol (S-7), el transgs-1,2-
ciclohexandiol (transss-9), el trams gr-1,2-ciclohexandiol (transgg-9), el 2-
heptanol (2), el R-(-)-2-heptanol (R-2), el (+)-mentol (+-20) i el z-butanol van
ser subministrats per Fluka, Madrid, Espanya. El S-(+)-2-heptanol (S-2), el R-(-
)-4-metil-2-pentanol (R-6), el S-(+)-4-metil-2-pentanol (S-6), el R-(-)2-pentanol
(R-5), el S-(+)-2-pentanol (S-5), el R-(-)-2-hexanol (R-7), el 2-octanol (8), el R-
(-)-2-octanol (R-8), el S-(+)-2-octanol (S-8), el 3-octanol (11) 1 el cis-1,2-
ciclohexandiol (Cis-9) van ser subministrats per Sigma-Aldrich, Madrid,

Espanya. El 2-pentanol (5) va ser subministrat per Merck, Barcelona, Espanya.

5.2. METODES

5.2.1. SINTESI DE L’ACETAT D’1-METILHEXIL

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla de 2-heptanol
(3 g, 26 mmols), acid acetic (14,89 ml, 26 mmols), iode (0,2 g; 0,6 mmols) i
sulfat sodic (NaySO4) anhidre (0,31 g, 0,2 mmols). Després, es van addicionar

25 ml d’hexa i es van filtrar. La soluci6é organica es va rentar amb una solucio
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aquosa de tiosulfat sodic saturat, seguidament amb una solucidé aquosa de
bicarbonat sodic (NaHCOs3) saturada i finalment amb aigua. La solucid es va
assecar amb MgSQ, anhidre i es va eliminar 1’hexa per destil-lacié 40°C i buit a
300 mmHg. El producte obtingut, ’acetat d’1-metilhexil va ser caracteritzat per

RMN de 'Hi C.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0.88 (t, J= 7,03, 3 H) 1,20 (d,
J=6,25 Hz, 3 H) 1,22 — 1,38 (m, 6 H) 1,40 — 1,50 (m, 1 H) 1,53 — 1,62 (m, 1 H)
2,03 (s, 3 H) 4,82 — 4,95 (m, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,25 (1C, CHs) 20,20 (1C, CHs)
21,66 (1C, CHs) 2,79 (1C, CH,) 25,31 (1C, CHy) 31,88 (1C, CHy) 36,12 (1C,
CH,) 71,32 (1C, CH) 171,08 (1C, C)

5.2.2. OPTIMITZACIO DEL PROCES DE DERIVATITZACIO

En un vial ambar de rosca de 3 ml es van agitar diferents mescles de 2-heptanol
(2 mmols), acid acetic a diferents relacions molars (2, 3, 4, 12 and 20 mmol),
iode (0,06 mmols), trideca (4 mmols) com a patré intern i Na,SO4 anhidre (0,02
mmols) amb 0,5 ml de #-butanol (7 mmols) o sense dissolvent, a diferents
temperatures (100, 120 1 140°C) 1 diferents temps de reaccio (4, 8, 24 1 48 h). El
producte de reaccid es va dissoldre en 1 ml de diclorometa i es va filtrar. La
solucié ¢és va analitzar directament per CG en una columna DB-Wax. Les

reaccions es van dur a terme per triplicat.

5.2.3. DERIVATITZACIO DELS DIFERENTS ALCOHOLS

En un vial ambar de 3 ml de capacitat es va agitar una mescla de cada alcohol (2
mmols), acid acetic (2 equivalents), iode (0,06 mmols) i Na,SOy4 anhidre (0,02
mmols) a 100°C durant 24 h. El producte de reaccio es va dissoldre amb 1ml de

diclorometa, es va filtrar 1 analitzar per CG-FID amb una columna DB-WAX 1
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per CG-FID amb una columna quiral. Les reaccions es van dur a terme per

duplicat.

Per 1’alcohol 18, el 2-clorociclohexanol, es va utilitzar una proporcié molar de

10:1 (acid:alcohol).

5.2.4. DERIVATITZACIO DELS DIFERENTS DIOLS

En un vial ambar de 3 ml de capacitat es va agitar una mescla de cada alcohol (2
mmol), acid acétic (2 1 4 equivalents), iode (0,06 mmol) 1 Na,SO,4 anhidre (0,02
mmol) a 100°C durant 24 h. El producte de reacci6 es va dissoldre amb 1ml de
diclorometa, es va filtrar i analitzar per CG/MS amb una columna DB-WAX i
per CG-FID amb una columna quiral. Les reaccions es van dur a terme per

duplicat.

5.2.5. CONDICIONS CROMATOGRAFIQUES

5.2.5.1. ANALISI PER CG AMB UNA COLUMNA DB-WAX.

Les analisis per CG-FID es van dur a terme en un cromatograf de gasos Trace
2000 series (ThermoQuest) GC amb una columna capil-lar DB-Wax (polietile
glicol) de 30 m x 0,25 mm diametre, 0,25 um de gruix de fase. Es va utilitzar
heli (I ml/min) com a gas transportador. Les condicions cromatografiques van
ser: Tinjector = 250°C, Tetector = 275 °C, la temperatura inicial del forn va ser de
70°C i es va fer pujar amb rampa de 5°C/min fins a 160°C, seguit d’'una rampa

de 10°C/min fins 200°C.

5.2.5.2. ANALISI PER CG AMB UNA COLUMNA DE FASE QUIRAL

Les analisis per CG-FID en la columna quiral es van dur a terme en un

cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP 6890 una columna
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capil-lar quiral CP Chirasil-DEX CB de Varian (f-ciclodextrines modificades
lligades a dimetilpolisiloxa) de 25 m x 0,25 mm diametre, 0,25 um gruix de
fase. El gas transportador va ser hidrogen (80 cm/s). La temperatura del forn va
ser isoterma 1 diferent depenent del compost a analitzar. La Tipjecior = 230 °C,

Tetector = 250 °C. El factor de separacio, a, es va calcular segons la [UPAC™,

5.2.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

L’equip de Ressonancia Magnética Nuclear utilitzat va ser un MERCURYplus
AS400 MHz NMR Spectrometer Systems de VARIAN amb una sonda 400
AutoSwitchable 4 Nucleus Probe 'H/ F/C/A'P, 'H/ F/{ °N- *'P} PFG, dels

Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Lleida.

5.2.7. ANALISI ESTADISTICA

Per a determinar les diferéncies estadistiques entre els rendiments obtinguts
d’acetat d’1-metilhexil en les reaccions d’optimitzaci6 del rendiment de la
reaccid es va realitzar una analisi de la variancia lineal (ANOVA) i es va
utilitzar metode de Tukey-Kramer per I’ajustament de les diferéncies de cada
parella de resultats amb n=3 i a=0,5. Es va utilitzar el programa estadistic SAS

versio 9.0 (SAS Institute, Inc).
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1. INTRODUCCIO
1.1. DISSOLVENTS RESPECTUOSOS AMB EL MEDI AMBIENT

Els dissolvents tenen un paper fonamental en processos quimics i biotecnologics
ja que, no només serveixen per a que els diferents reactius entrin en contacte per
dissolucid, sind6 que tamb¢ afecten a la velocitat de la reaccio i a la quimio-,
regio- 1 estereoselectiva de les mateixes. A més, també s’utilitzen posteriorment
per a I’extracci6 i purificacié dels productes. Els dissolvents més utilitzats son
els hidrocarburs (incloent els halogenats 1 aromatics), ¢ters 1 alcohols. Encara
que so6n molt 1tils 1 importants per al desenvolupament de reaccions quimiques,
la majoria d’aquests tenen un impacte negatiu sobre el medi ambient. Algunes
propietats intrinseques de la majoria dels dissolvents organics son la seva
elevada inflamabilitat, volatilitat, perillositat i toxicitat. Cada any milions de
tones de dissolvents son alliberades a 1’atmosfera per les industries incrementant

la pol-lucio6 de I’aire i contribuint al canvi climatic global'.

Un dissolvent respectudés amb el medi ambient hauria de tenir un punt
d’ebullicio alt, una baixa pressié de vapor, no ser toxic, dissoldre un ampli rang
de compostos organics, ser barat i1 reciclable. Possibles alternatives als
dissolvents organics inclouen l’aiguaz, els fluids supercritics3, els liquids idnics,

polimers de baix punt de fusio® i dissolvents perfluorats”.

1.2. ELS LIQUIDS IONICS

Els liquids ionics (LIs) son sals amb un baix punt de fusio, per sota dels 100°C,
que representen una nova classe de dissolvents i0nics, “no-moleculars”, formats
només per cations i1 anions. Alguns LIs son liquids a temperatura ambient i son

anomenats liquids ionics a temperatura ambient (RTIL: “room temperature
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ionic liquid”). Cada dia augmenta el nombre de LIs, perd generalment tots ells
estan formats per cations generalment voluminosos tals com sals fosforiques o
amoniques, o compostos heteroaromatics. Aquestes unitats presenten baixa

simetria, interaccions moleculars febles i baixes densitat de carrega °.

La preséncia de cations organics de baixa simetria i carrega positiva poc
localitzada interromp la formacié de cristalls, redueix les interaccions

coulombiques i1 disminueix el punt de fusio.

Actualment, els LIs basats en N,N’-dialquilimidazoli tenen un particular intercs
degut a I’ampli espectre de propietats fisico-quimiques que presenten. Son
preferides les bases amb el catié 1,3-dialquilimidazoli ja que generalment
interaccionen feblement amb els anions i son més estables térmicament que

. . .7
altres cations d’amoni quaternari’.

Pel que fa als anions, tipicament son inorganics com: [PF¢], [BF4]', [CF3SOs],
[(CF3S0;),N], encara que recentment s’estan introduint anions organics com
per exemple [RCO;]". Les propietats fisiques 1 quimiques dels LlIs, incloent els
punts de fusio, depenen de la natura dels cations i anions els quals els formen®.
La Figura 1 mostra alguns dels anions i cations més comuns emprats fins ara

per preparar els Lls.

Juntament amb el cati6 imidazoli, 1’ani6 bis-(trifluorometilsulfonil)imidur,
[N(Tf)2]", és el més preferit degut a que la forta deslocalitzacié de la carrega
negativa que presenta fa que 1’anié probablement s’associi menys amb el catid i

. . . .y , -7
llavors es pot obtenir una disminucié més gran del punt de fusio’.
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Cations i anions comuns:

/ + 0\ ‘ \ R TB
N N +
Ry \\% R, F :+ Ri—N—R; g p_ R,
N N 1
R

Rl/ \R R‘z

2

N,N-dialquilimidazoli N-alquilpiridini  N,N-dialquilpirrolidini  tetraalquil amoni tetraalquil fosfoni

=

insolubles en aigua solubles en aigua

[PFe] [CIT
hexafluorofosfat

[Br]

[BF4]
tetrafluoroborat
[(CF3S0,),NT
bis-(trifluorometilsulfonil)imidur [CF3SOs]
trifluorometilsulfonat
[AICL4]
tetracloroaluminat

[SbFe]
hexafluoroantimonat

Figura 1. Cations i anions més comuns per a preparar liquids ionics.
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1.2.1. PROPIETATS FiSICO-QUIMIQUES DELS LIQUIDS IONICS

Les propietats fisico-quimiques dels LIs els fan molt atractius com a potencials

dissolvents, entre elles destaquen’:

56

Les seves pressions de vapor sén molt baixes en condicions ambientals
essent per tant una bona alternativa als dissolvents organics volatils
Tenen una gran estabilitat térmica, les temperatures de descomposicid
trobades a la literatura son generalment >400°C®.

Dissolen un ampli espectre de compostos inorganics, organics i materials
polimeérics 1 son immiscibles en un gran nombre de dissolvents organics,
essent una alternativa polar no-aquosa en sistemes bifasics

Com estant formats de dues parts, hi ha una flexibilitat sintética molt
gran que no es possible amb els dissolvents moleculars. Es poden
dissenyar LIs per processos i sintesis especifics per tal d’optimitzar els
rendiments, selectivitats, solubilitat dels substrats i separacidé de
productes.

La separacido dels productes en la industria i la recuperaci6 i1 la
reutilitzacié del catalitzador €s un aspecte molt important i sembla que
els LIs tenen un gran potencial per cobrir aquests aspectes. Poden ser
separats de productes no-polars per decantacid, per que formen una fase
liquida de separacid i permeten catalisis bifasiques, on el catalitzador
esta dissolt en el LI i el producte va a la part organica i pot ser decantat
al final per a la seva recuperacio. Després el LI amb el catalitzador
dissolt esta ja llest per ser reutilitzat .

Els LIs son reciclables i s’estan investigant noves metodologies per

millorar aquest potencial de reciclatge’. Quan els productes son volatils,
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aquests poden ser destil-lats del LI. No obstant si els productes no son
volatils, s’ha d’utilitzar un sistema bifasic amb un altre dissolvent,
normalment convencional, que pot ser molt efectiu pero fa perdre
I’objectiu ambiental d’utilitzaci6 d’un LI. Hi ha una alternativa recent
que sembla ser prometedora que és 1’is de CO, com a segona fase per la

recuperacio6 del producte del LI, reduint aixi els residus de dissolvent'.

No obstant, algunes de les seves propietats presentes certs desavantatges
com:

0 Son cars en comparacid amb els dissolvents organics, no obstant
aquests es poden reciclar.

0 No hi ha dades de toxicitat, encara que per la seva constitucio i
propietats sembli poc probable que siguin toxics. Fins a la data no
s’han realitzat gaires estudis de toxicitat i a més es coneix molt poc
sobre els efectes a llarg termini del seu us. Recentment un estudi de
la biodegrabilitat d’alguns LIs dialquilimidazolis comuns ha mostrat
que cap dels Lls testats es pot classificar com a vertaderament

biodegradables i no-toxic'".

Una altra propietat particularment interessant és la miscibilitat dels LIs amb
I’aigua. Tots els LIs descrits fins ara son higroscopics. Alguns es barregen amb
I’aigua amb qualsevol proporcid, mentre que d’altres es saturen i després formen
dues capes amb 1’aigua. Aquest comportament esta principalment controlat per
I’anié del LIs, degut a que depeén dels ponts d’hidrogen forts que es poden
formar entre I’aigua i ’ani6'?. La solubilitat pot ser manipulada amb 1’addicio

13 . RPN . .
de cadenes curtes d’alcohols '~ al sistema bifasic per incrementar la barreja, o
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I’addici6 de sals per a separar LI miscibles amb aigua14. Els LIs [C,MIM][BF,4]

son casos atipics, on la miscibilitat amb 1’aigua es pot controlar térmicament'”.

Les caracteristiques claus d’un liquid per a ser utilitzat com a dissolvent son
aquelles que determinen com interacciona amb els soluts potencials. Per als
dissolvents moleculars, la més utilitzada és la polaritat del liquid pur, expressada
a través de la seva constant dieleéctrica. No obstant, no es possible mesurar la
constant dieléctrica d’un LI directament degut a 1’alta conductivitat d’aquest’,
per aixo, I’habilitat dels LIs per interaccionar amb els soluts s’esta investigant
mitjancant mesures empiriques derivades de les seves propietats, amb mesures
solvatocromiques, Us de tints solvatocromics 1 mesura de les seves absorcions o

.. , . . . 16-
emissions. Aquestes mesures empiriques es poden relacionar amb la polaritat®'¢

18

Els Lls interactuen amb el solut a través de diferents forces intermoleculars
entres les quals hi ha les forces 16-16, també anomenades coulombiques, forces
de dispersié 1 forces de pont d’hidrogen. Els LIs es caracteritzen per tenir
elevades forces dipolars (7*) 1 de dispersido i a més actuen formant ponts
d’hidrogen molt forts. Les forces dipolars i la forca dels ponts d’hidrogen
varien per a cada LI, mentre que les forces de dispersid6 son practicament
constants per a tots els LIs. Mentre 1’anié domina la interaccié amb els protons a
través del pont d’hidrogen (B), és principalment el catio, qui té incideéncia sobre
la interacci6 amb atoms electronegatius a través del pont d’hidrogen (a),
encara que aquesta interaccio també esta influenciada per I’anié. Les forces

dipolars (7*) depenen del cati6 i 1’ani6®'®"”.
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Les fortes interaccions 16-16 que presenten els LIs porten a un alt ordre de xarxes
polimériques supermoleculars tridimensionals dels anions i cations lligades pels
ponts d’hidrogen i/o interaccions coulombiques, produint un entorn
completament diferent als dissolvents moleculars. Aixi, els LIs presenten
propietats fisico-quimiques com viscositats elevades, densitats més grans que
I’aigua, elevats valors de pressi6 de cohesio i un alt grau d’ordre, que poden
afectar a la reactivitat dels soluts. La viscositat dels LIs és normalment més alta
que 1’aigua, similar als olis, i disminueix amb I’increment de la temperatura.
Una viscositat alta pot produir una reduccié de la velocitat de la reaccid en
moltes reaccions organiques i una reduccié de la velocitat de difusio en les
espécies redox’. Els alts valors de pressio de cohesio, mostren que és necessaria
més energia per crear un “forat” en els LIs, a més d’acomodar un solut o
permetre que tots els components puguin trobar-se per tal de reaccionar. Ara b¢,
la formacié del complex activat pot anar acompanyada per una desestructuracié

de tot el sistema, amb la conseqiient davallada de 1’activacié entropica'”.

1.2.2. IMPORTANCIA DE LA PURESA DELS LIQUIDS IONICS

Les propietat fisiques i quimiques dels LIs es poden alterar per la preséncia
d’impureses procedents de la seva preparacid, essent per tant, la purificacio dels
LIs essencial, no només per evitar les possibles interaccions entre els reactius i
les impureses sind també per evitar el canvi de la naturalesa del dissolvent. Els
principals contaminants son els anions halur i bases organiques, que provenen
del material inicial sense reaccionar, i I’aigua. Moltes vegades la puresa dels LIs
no es té en compte, especialment a nivell de contaminacid per traces. Un
exemple son les diferents dades publicades respecte als punts de fusido d’un
mateix LI, el tetrafluoroborat d’1-etil-3-metilimidazoli, [EMIM][BF4]: 12°C,
5,8°C, de 12,0°C a 12,5°C, 11°C i 14,6°C20. La diferencia entre els punts de fusio
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demostra que les propietats fisiques depenen fortament de la puresa d’aquests i
que els resultats catalitics d’aquests no poden ser comparables. Seddon i col. han
realitzat un estudi per RMN de 'H sobre com afecten els nivells d’impuresa en

la viscositat, densitat i desplacament quimic d’un LI*.

La total eliminaci6é de 1’aigua pot ser molt dificil degut a I’existéncia
d’interaccions per pont d’hidrogen entre el LI i les molécules d’aigua. Com a
conseqiiéncia, les propietats quimiques dels LIs poden ser modificades i la
densitat 1 viscositat es pot reduir. A més a més, la preseéncia de traces d’aigua pot
també reaccionar amb els constituents dels RTILs basats en els anions [PFs] 1
[BF4]" provocant una descomposicié d’aquests anions amb la producci6 de HF

resultant d’una hidrolisi lenta del [PF¢] i [BF4]™.

Un altre problema que limita I’s dels LIs en aplicacions espectroscopiques,
com RMN, espectrometria de masses, HPLC i cromatografia i(‘)nicazz, ¢és la
presencia de colors grogosos o marronosos. Recentment, s’ha comparat

I’efecte de diversos métodes de purificacio per a la transparéncia dels LIs**2.

Encara que la purificacié dels LIs sembla llarga, és ttil portar-la a terme ja que
la majoria dels LIs tenen una elevada estabilitat i, per tant, es poden
emmagatzemar sense descomposicid durant llargs periodes. No obstant son

higroscopics 1 necessiten ser assecats just abans de la seva utilitzacio.
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1.2.3. APLICACIONS DELS LIiQUIDS IONICS

Hi ha nombroses aplicacions descrites per als LIs en diferents camps com la

sintesi organica, en biotransformacions, en extraccions i en quimica analitica®®.

En sintesi organica els LIs s’estan utilitzant tant com a dissolvents com a
catalitzadors, amb 1’objectiu principal de desplacar els dissolvents organics
moleculars 1 fer el procés més especific essent d’aquesta manera més
respectuosos amb al medi ambient. A més, la capacitat per formar sistemes
bifasics amb I’aigua permet la substitucio dels sistemes bifasics aigua-dissolvent
organic no requerint en aquest cas cap canvi de modificacié del lligant (per
donar als catalitzadors la necessaria solubilitat en aigua) o canvi de la fase

Nos 2526
organica .

Entre 1’ampli espectre de reaccions®*®>?

on s’estan utilitzant els LIs podem
destacar les reaccions d’addicio d’hidrogen i de transposicio. Entre aquestes
hi ha les que estan catalitzades per metalls de transicié6 com metatesi d’olefines,
hidrogenacions i hidroformilacions (on també poden actuar els LIs com a co-
catalitzadors). També s’estan estudiant els LIs en reaccions d’isomeritzacio 1
reaccions pericicliques. Un altre tipus de reaccido son en les que hi ha
trencament d’enllacos C-O com acilacions i obertures asimetriques d’epoxids,
i les reaccions d’acoblament C-C o C-heteroatom. Entre aquestes ultimes
tindriem les cicloaddicions Diels-Alder, alquilacions, reaccions Friedel-Crafts,
dimeritzacions d’olefines (on també poden actuar com a co-catalitzadors),
reaccions de desplagament nucleofilic, preparacié de compostos heterociclics,
substitucions 1 reaccions catalitzades per metalls de transicid6 com

oligomeritzacions, polimeritzacions, al-lilacions, hidroformilacions, catalisis

amb compostos basats en pal-ladi amb els quals el LI actua com a co-
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catalitzador formant un complex amb aquests. També s’estan estudiant en
reaccions redox. Els LIs estan tenint cada vegada més importancia en sintesi

3435 .

. \ . 4 sy \ . , . .
asimétrica’. Aixi, s’esta estudiant 1"Gs de LIs quirals 1 com a catalitzadors

de les reaccions, en diferents substitucions electrofiliques i condensacions’.

Els LIs poden ser utilitzats en biotransformacions®’*******" ja que nombrosos
tipus d’enzims son cataliticament actius en LIs o en sistemes bifasics aquosos.
En aquest cas la puresa dels LIs encara és més important, ja que aquesta pot
disminuir drasticament 1’activitat dels enzims. Les lipases, degut a que tenen una
alta tolerancia en dissolvents organics son actualment les més estudiades; no
obstant, també¢ s’estan utilitzant com a medi per a protesases, glicosidases i
reaccions redox. En general s’ha observat que les activitats enzimatiques
exhibides en Lls, son iguals o més grans que amb dissolvents organics i a més a
més es millora I’estabilitat de I’enzim 1 la regio-i enantioselectivitat. Els LlIs
tenen un gran potencial com a medi de reacci6 de certes biotransformacions amb
substrats molt polars, les quals no es poden dur a terme en aigua degut a

limitacions de 1’equilibri.

Els LIs s’estan comengant a utilitzar en quimica analitica””"!, especialment en
la separacié de compostos. S’utilitzen en la preparacié de la mostra, basicament
extraccions™*. En cromatografia de gasos com a fases estacionaries™* o per
dissoldre ciclodextrines*®. En cromatografia liquida com a fases estacionaries®’
o addici6 a fases mobils en baixes concentracions® i en electroforesis*'. També
es comencen a utilitzar en deteccid com a sensors de vapors organics® o
gasos™’, en espectroscopia de masses com a part de les matrius MALDI*!
(Matrix-assisted laser desorption/ionisation; técnica suau d’ionitzacid), en

. . Y . *r rel 52
UV/Vis i en espectroscopia Raman com a solucid electrolitica™.
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2. SINTESI I PURIFICACIO DELS LiQUIDS IONICS A
TEMPERATURA AMBIENT

La majoria dels liquids ionics a temperatura ambient (RTIL) estant formats per
un catié organic estéricament volumindés amb baixa simetria associat amb un
anio6 inorganic o organic feblement coordinat. Els anions es poden classificar en
dos grups, anions polinuclears (ex. [Al,Cl7], [Al3Cljo]) 1 anions mononuclears
(ex. [BF4], [PF¢]). La segona classe de LIs dona a LIs estequiometrics.
Normalment s’escull un ani6 amb una amplia simetria com [BF4]", o bé anions

voluminosos com [F3CSOs], on la carrega pot estar localitzada.

El primer pas per a la sintesis de LIs és la quaternitzacio i alquilaci6 d’un
centre de nitrogen per generar una sal d’halur. Després hi ha dos métodes
generals per a passar de la sal d’halur al LI desitjat. El primer, i més estés en la
sintesi de LlIs, és la metatesi (intercanvi) de la sal d’halur amb una sal metal-lica
del Grup I o d’amoni de I’ani6 desitjat. El segon meétode es basa en reaccions de
neutralitzacié acid-base’>**. Com la majoria dels LIs sén higroscopics, les

reaccions per a la seva sintesi s’han de dur a terme sota atmosfera inert.

Com ja s’ha comentat, la puresa dels LIs és essencial ja que aquests no poden
ser purificats per destil-laci6 degut a la seva negligible pressi6 de vapor,
contrariament als dissolvents moleculars. En conseqiiéncia, s’han de produir

altament purs.

Per a la majoria dels LIs, és possible desenvolupar sintesis que portin a
dissolvents lliures de la preséncia d’halurs. Aixo, es pot aconseguir rentant el
producte amb aigua destil-lada fins que no hi hagin traces d’ions halur

detectables amb nitrat de plata (AgNO3)">.
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Ara bé, la impuresa més probable de trobar en grans concentracions en la
majoria dels LIs és ’aigua. L aigua es pot eliminar agitant el LI i escalfant fins

80°C sota condicions de buit durant unes hores’.

Per evitar la preséncia de colors grogosos o marronosos els aspectes claus son
la utilitzacié de reactius inicials acabats de destil-lar i processos a baixa
temperatura durant la sintesi i assecat. Si sota aquestes precaucions el LI encara
té color, és possible fer una purificacié d’aquest agitant el LI amb carb6 actiu i
després fer passar el liquid per una columna amb alumina neutra o acida’. La
font de la preséncia de color en els LIs encara no ha estat identificada tot i les
investigacions realitzades en nombrosos laboratoris durant 20 anys. Sembla ser,
que les impureses causants del color estan a una concentraci6 molt baixa,
probablement de 1’ordre de les parts per bilio, tenint aquestes uns coeficients

., 2
d’extincié molar molt elevats™.

2.1. PREPARACIO GENERAL DE LES SALS D’HALUR D’IMIDAZOLI

Els halurs de N-alquilimidazoli i N,N’-alquilimidazoli es van preparar per

alquilaci6 a temperatura moderada (Figura 2)

[—— [——

N . fCHpn e Ny + CH

—_— ~N —_— 3 ~

R Y/N H3C X N2 R \%N\(CHz)/n + X
Ry ]

Figura 2. Esquema general de la sintesi de les sals d’halur.
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L’alquilaci6 amb bromoalcans va ser lleugerament diferent a la realitzada amb
cloroalcans, ja que els bromoalcans reaccionen més rapidament que els

corresponents cloroalcans.

Per tal d’assegurar alts rendiments de reaccid i evitar la perdua de producte en el
procés de purificacid, la mescla amb cloroalcans va ser agitada i escalfada a
45°C, equipada amb un refrigerant de reflux, durant 5 dies i la mescla amb
bromoalcans va ser agitada a temperatura més baixa, 35°C, també equipada amb
un refrigerant de reflux, durant 5 dies. A més, com el bromoalcans sén molt
reactius, es va addicionar aquest poc a poc a la mescla d’imidazole amb tolue, la
qual estava dins un bany de gel. Per tal d’assegurar la total reaccié de
I’alquilimidazoli es va addicionar un lleuger excés dels haloalcans. La

preparacid de les sals d’halur van ser realitzades sota atmosfera de N,.

L’eliminacié dels possibles contaminants procedents dels materials inicials, es
va realitzar per recristal-litzacio de les sals d’halur en acetonitril o ¢ter etilic amb
successius rentats amb acetat d’etil per tal d’obtenir un solid cristal-li sense
color. Es va addicionar la mateixa quantitat de dissolvents, del dissolvent per
dissoldre la sal i del dissolvent per precipitar-la, per facilitar la precipitaci6 del
solid cristal-li i evitar pérdues en el rendiment. Entre cada recristal-litzacié
s’elimina el dissolvent residual per decantacio, filtracid 1 assecat al buit 1 es

continua recristal-litzant fins que els cristalls fossin completament blancs.
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2.2. PREPARACIO GENERAL DE LES SALS D’HALUR DE
PIRROLIDINI
Els halurs de pirrolidini es van preparar de manera similar als halurs
d’imidazoli, per alquilaci6 a baixa temperatura (Figura 3).

CHa HiC

CH; (CH)n
| s (G

N . (CHa)n 2-propanol N
( ) T HC X N, > < 7 X

Figura 3. Esquema general de la sintesi de les sals d’halur de pirrolidini

En aquest cas la sintesi es va dur a terme en 2-propanol i la recristal-litzaci6 de
les sals d’halur es va realitzar a partir del 2-propanol amb successius rentats

amb acetat d’etil.

2.3. PREPARACIO DELS LIQUIDS IONICS A TEMPERATURA
AMBIENT: METATESI

La preparacio dels LIs, amb ani6é no halur, va ser per metatesi. La reaccio va
implicar I’agitacio dels precursors halur d’imidazoli i de pirrolidini amb una sal
metal-lica de 1’ani6 desitjat, NaBF4 o Li(N(Tf);), en diclorometa durant 36 h a
temperatura ambient 1 sota atmosfera de N,. Seguidament es va deixar
precipitar la sal que no va reaccionar i la solucio incolora es va filtrar mitjangant
el transvasament amb canula a un altre bal6 sota atmosfera de N,. La sal que va
quedar es va rentar varies vegades amb diclorometa i es va filtrar i transvasar al
balo. Les operacions posteriors al transvasament de la solucié de diclorometa
que conté el producte de la reaccid, el LI, no va ser necessari realitzar-les sota

atmosfera de N,.
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2.4. PURIFICACIO DELS LIQUIDS IONICS

Posteriorment, per tal d’eliminar els possibles residus d’halur, es va dissoldre el
LI amb més diclorometa (per tal de reduir la seva viscositat) i es va rentar amb
aigua. L’aigua dels rentats es va testar amb AgNO; Figura 4, i es va rentar el LI
fins que el test va sortir negatiu (no s’observava precipitacié en 1’aigua). Com
que la solubilitat maxima del AgCl a ’aigua és de 1,4 mg/l, el LI final va tenir
una concentracié de X <1,4 mg/l, sempre i quan suposem una solubilitat igual o

superior de 1’16 clorur en aigua que en el liquid i0nic.

AgNO; + X —> AgX{+ NO3

Figura 4. Reacci6 de I’halogen present en el LI, Cl o Br, amb AgNO3

Es molt important tenir en compte la naturalesa hidrofobica o hidrofilica dels
LIs en I’eliminaci6 de I’halur. Els LIs hidrofobics, els que contenen anions
[N(Tf),] 1 [PFs]’, es van dissoldre amb la quantitat minima de diclorometa i es
van rentar amb grans quantitats d’aigua. No obstant, els LIs hidrofilics, [BF4],
es van dissoldre en grans quantitats de diclorométa i es van rentar amb petites
aliquotes d’aigua (1-2 ml) per tal de minimitzar la pérdua del LI per solubilitat

amb la fase aquosa.

Tot 1 tenint cura durant la sintesi dels LIs, de vegades aquests tenen un color
grogds o marronds. No hi ha cap evidéncia que aquestes impureses que donen
color al LI afectin a les seves propietats fisico-quimiques. No obstant, si que
poden interferir quan es realitzen mesures que impliquin absorcié o emissio de

Hum.
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Com ja s’ha comentat, el color del LI es pot eliminar agitant amb carbd actiu
durant 1 setmana. Tot seguit es filtra a través d’una columna d’alimina neutra.
El tractament amb carb¢é actiu es realitza les vegades necessaries fins que el LI

és completament incolor®.

3. PART EXPERIMENTAL

3.1. REACTIUS I DISSOLVENTS

L’1-metilimidazole, 1,2-dimetilimidazole 1 1-metilpirrolidina van ser
subministrats per Avocado 1 destil-lats en preseéncia d‘hidroxid potassic (80°C) a
pressid reduida. El 2-propanol, 1’l-clorobuta i 1’l-bromohexa van ser
subministrats per Lancaster. El 2-propanol va ser destil-lat en preséncia d‘hidrur
de calci sota atmosfera de N, amb reflux durant 1 hora. Els haloalcans van ser
destil-lats en preséncia de pentoxid de fosfor sota atmosfera de N, amb reflux
durant 1 hora. El tetrafluroborat de sodi (NaBF4) va ser subministrat per

Lancaster i el bis(trifluorometasulfonil)imidur de liti per Fluka.
Els dissolvents utilitzats van ser purificant per destil-lacié a partir d’agents
dessecants estandards: tolu¢ (amb Na), ¢ter dietilic, acetat d’etil (hidrur de calci,

H,Ca), diclorometa i acetonitril.

L’alimina neutra, Brockman I STD grade 150 mesh, i el carb6 actiu van ser

subministrats per Aldrich.
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3.2. MATERIAL

Tot el material utilitzat es va assecar abans en una estufa a 100°C un minim
d’una hora o bé va ser sotmeés a buit durant 24 h. A més, abans d’addicionar els
productes de reaccid previament destil-lats, es va desplagar 1’aire de tots els

balons i matrassos amb N».

3.3. SINTESI DE LES SALS D’HALUR
3.3.1. Sintesi del clorur d’1-butil-3-metilimidazoli, [BMIM]|CI]

— HsC tolué /_:\
CH
+ 3
H3C/N\/N + 12C. N > H3C/N\\%N\/\/
» Np

Cl cr

Figura 5. Sintesi del clorur d’1-butil-3-metilimidazoli

En un matras rodé de dues boques, situat dins d’un bany de gel, el qual contenia
I’1-metilimidazole (100 ml, 1,25 mols) en tolu¢ (75 ml) agitant-se amb imant, es
va addicionar lentament 1’1-clorobuta (150 ml, 14,4 mols). La mescla es va
deixar agitant durant 5 dies en un bany d’oli a 45°C, sota atmosfera de N; i
equipat amb un refrigerant de reflux. A partir d’ara totes les operacions van ser

realitzades sota atmosfera de N».
La corresponent mescla es va deixar decantar. El tolu¢ s’elimina mitjangant
decantaci¢ 1 filtracio i la fase que va quedar es va evaporar al buit per eliminar

les restes de tolue i cristal-litzar la sal.

A continuacid, es va procedir a la seva purificacié dissolent la sal amb el minim

d’acetonitril (20 ml) 1 seguidament addicionant el mateix volum d’acetat d’etil
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(20 ml) per a recristal-litzar. Es va deixar recristal-litzar a -20°C durant 12 h.
Una vegada cristal-litzat es va separar la part organica per decantacio, filtraci6 i
assecat al buit. Aquesta operacid es va repetir fins que el producte dissolt amb
acetonitril va ser completament transparent i els cristalls foren completament

blancs. Totes les operacions es van realitzar sempre sota atmosfera de N».

Es van obtenir 185 g, 1,06 mols. El rendiment va ser del 85%.

1H NMR (270 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 0,83 (t, J=7,3, 3 H) 1.19 (sextuplet, J =
7,3 Hz, 2 H) 1.74 (quintuplet, J = 7,4 Hz, 2 H) 3.94 (s, 3 H) 3.90 (s, 3 H) 4,23 (t,
J=17,1Hz, 2H) 7,92 (s, 1H) 9,80 (s, 1 H)

13C NMR (68 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,15 (1C, CHs) 18,63 (1C, CH,) 31,33
(1C, CHy) 35,57 (1C, CHs) 48,20 (1C, CH,) 122,20 (1C, CH) 123,42 (1C, CH)
136,76 (1C, CH)

m/z FAB+ MS: 313, [(bmim),CI]", 20 %; 139, [bmim]", 100 %.
m/z FAB- MS: 383, [(bmim)>Cls]", 20 %; 209, [(bmim)CL]’, 100 %; 35, [CI], 50
%.

Analisi elemental: teoric: H 8,66 %, C 55,01%, N 16,04%; obtingut: H 8,74%, C
55,14%, N 15,72%.
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3.3.2. Sintesi del bromur d’1-hexil-3-metilimidazoli, [HMIM]|[Br]

CHs

/—:\ tolué /_:\
_—N + ] /N + \/\/\/CH3
H3C \/N 45°C, N2 H3C vN

Br
Br

Figura 6. Sintesi del bromur d’1-hexil-3-metilimidazoli.

En un matras rod6 de dues boques, situat dins d’un bany de gel, el qual contenia
I-metilimidazole (100 ml, 1,25 mols) en tolu¢ (75 ml) agitant-se amb imant, es
va addicionar lentament I’1-bromohexa (203 ml, 1,44 mols). La corresponent
mescla es va deixar agitant durant 5 dies a 35°C en un bany d’oli, amb atmosfera
de nitrogen i equipat amb un refrigerant de reflux. A continuaci6 els passos van
ser els mateixos que pel [BMIM][CI]. En aquest cas els rentats es van dur a

terme amb é&ter etilic (20 ml)/ acetat d’etil (20 ml).

Es van obtenir 279 g de cristalls, essent el rendiment del 90%.

1H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 0,58 (t, J=7,0, 3 H) 1,02 (m, 6 H) 1,64 (m, 2
H) 3,87 (s, 3 H) 4,07 (t, = 7,4 Hz, 2 H) 7,37 (s, 1H) 7,53 (s, 1H) 10,0 (s, 1 H)

13C NMR (400 MHz, CDCly) § ppm 13,72 (1C, CH;) 22,10 (1C, CH,) 25,58
(1C, CH,) 30,30 (1C, CH,) 30,80 (1C, CH,) 36,43 (1C, CHs) 49,76 (1C, CH,)
122,08 (1C, CH) 123,73 (1C, CH) 136,74(1C, CH)

m/z FAB+ MS: 413, [(hmim),Br]", 45 %; 167, [hmim]", 100 %.
m/z FAB- MS: 138, [Bra], 2 %:; 81, [Br], 85 % 79, [Br], 100 %.

Analisi elemental: teoric: H 7,73%, C 48,75%, N 11,22%; obtingut: H 7,75%, C
48,62%, N 11,34%.
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3.3.3. Sintesi de la sal d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli, [ BM,IM][CI]

/‘:\ H3C tolue N@ CH3
—N + —————— > — N\/\/
H3C /N 45°C, N, H3C ]
cl Cl
H3C H3C

Figura 7. Sintesi del clorur d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli

En un matras rod6 de dues boques, situat dins d’un bany de gel, el qual contenia
I’1,2-dimetilimidazole (66 ml, 0,85 mols) en tolu¢ (100 ml) agitant-se amb
imant, es va addicionar lentament I’I-clorobuta (95 ml, 0,97 mols). La
corresponent mescla es va deixar agitant durant 5 dies a 45°C en un bany d’oli
sota atmosfera de nitrogen 1 equipat amb un refrigerant de reflux. La
metodologia posterior, cristal-litzaci6 1 recristal-litzacio, és la mateixa que pel

[BMIM][CI].

Es van obtenir 120 g de cristalls, essent el rendiment del 84%.

1H NMR (270 MHz, DMSO-d¢) & ppm 0.88 (t, J=7.3, 3 H) 1.28 (sextuplet, J =
7.5 Hz, 2 H) 1.74 (quintuplet, J = 7.4 Hz, 2 H) 2.60 (s, 3 H) 3.73 (s, 3 H) 4.12 (t,
J=7.3Hz, 2H) 7.53 (s, IH) 7.78 (s, 1 H)

13C NMR (68 MHz, DMSO-dg) § ppm 8.90 (1C, CHs) 13.15 (1C, CHs) 18.88
(1C, CH,) 31.19 (1C, CHy) 34.50 (1C, CHs) 47.37 (1C, CHa) 120.76 (1C, CH)
122.21 (1C, CH) 144.36 (1C, CH)

m/z (FAB+): 342 ([(bm,im),Cl1]", 41 %), 153 ([bm,im]", 100 %).
m/z (FAB-): 223 ([(bm,im)CL,]", 100 %), 35 ([CI], 40 %).

Analisi Elemental: teoric: H 9,08%, C 57,29%, N 14,85%; obtingut: H 9,26%, C
57,28%, N 14,72%.
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3.3.4. Sintesi de la sal d’1-butil-1-metilpirrolidini, [BMPy][Cl]

CHj3
\_\; 2-propanol IL*/\/\CH3
45°C, N, .

Cl

Figura 8. Sintesi del clorur d’1-butil-1-metilpirrolidini

En un matras rodé de dues boques, situat dins d’un bany de gel, el qual contenia
I-metilpirrolidina (100 ml, 0,94 mols) en 2-propanol (100 ml) agitant-se amb
imant, es va addicionar lentament I’l1-clorobuta (111 ml, 1,00 mol). La
corresponent mescla es va deixar agitant durant 5 dies a 45°C en un bany d’oli,
amb atmosfera de nitrogen i equipat amb un refrigerant de reflux. A continuacid
els passos van ser els mateixos que pel [BMIM][CI]. En aquest cas els rentats es

van dur a terme amb 2-propanol (20 ml)/ acetat d’etil (20 ml).

Es van obtenir 151 g de cristalls essent el rendiment del 92%.

1H NMR (270 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 0,91 (t, J=7,3, 3 H) 1,29 (sextuplet, J =
7,3 Hz, 2 H) 1,66 (m Hz, 2 H) 2,06 (m, 4H) 3,02 (s, 3 H) 3,69-3,40 (m, 6H)

13C NMR (68 MHz, DMSO-dg) § ppm 13,39 (1C, CHs) 19,19 (1C, CH,) 20,82
(2C, CH,) 24,85 (1C, CH,) 46,97 (1C, CH;) 62,11 (1C, CHa) 62,83 (2C, CH,)

m/z (FAB+) MS: 319 ([(bmpy),Cl1]", 15%); 142 ([bmpy]", 100 %),
m/z (FAB-) MS: 212 ([(bmpy)CLy)T, 100%); 37 ([*'CI]", 34%); 35 ([*°CI],
40%).

Analisi elemental: teoric: H 11,34%, C 60,83%, N 7,88%; obtingut: H 11,44%,
C 60,62%, N 7,92%,
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3.4. SINTESI DELS LIQUIDS IONICS

3.4.1. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-3-metil
imidazoli, [BMIM][N(Tf),]

/\\ CH diclorometa —

N\_"/ N T .

NN~ LiNGT, Ny ¢ N~
cr N e

H,C—

CH3
N(Tf),-

Figura 9. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-3-metil

imidazoli.
En un matras rodé de dues boques, el qual contenia [BMIM][CI] (10,9 g, 0,1
mols) es va addicionar bis-(trifluorometilsulfonil)imidur de liti (19,4 g ml, 0,11
mols). El bis-(trifluorometilsulfonil)imidur de liti es va manipular i pesar dintre
una cabina d’atmosfera inert (dry box). Posteriorment, es van addicionar 50 ml
de diclorometa i es va deixar agitant la mescla a temperatura ambient durant 36
h. El producte format es va decantar del dissolvent mitjancant filtraci6 amb
canula. Una vegada filtrat es va dissoldre amb diclorometa (per disminuir la
seva viscositat, 50 ml) i es van fer rentats amb petites quantitats d’aigua (2 ml)
per eliminar el LiCl sobrant. Per comprovar la total eliminacié del clorur de liti
es va anar determinant el nivell de clor a 1’aigua de rentat amb addicio de
AgNOs; concentrat. Es van fer els rentats necessaris fins no observar precipitats
de AgCl i despres es van rentar dues vegades més amb aigua per assegurar la
total eliminaciéo del clor. Una vegada lliure d’halogen, es va eliminar el
diclorometa al buit 1 es va deixar agitant durant 1 setmana amb carb6 actiu.
Després es va filtrar amb una columna d’alimina neutra. Finalment es va

assecar al buit a 80°C, durant 12 h.

Es van obtenir 23 g de LI. El rendiment va ser del 90%.
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1H NMR (270 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 0,91 (t, J=7,3, 3 H) 1,28 (sextuplet, J =
7,4 Hz, 2 H) 1,79 (quintuplet, J = 7,3 Hz, 2 H) 3,86 (s, 3 H) 4,17 (t, J = 7,2 Hz,
2H) 7,70 (s, 1H) 7,70 (s, 1 H) 9,08 (s, 1H)

13C NMR (68 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 12,93 (1C, CH3) 18,75 (1C, CH,) 31,38
(1C, CH,) 35,60 (1C, CH3) 48,67 (1C, CH») 119,57 (q, "J13c.10r = 321,8 Hz, 2C)
122,21 (1C, CH) 126,68 (1C, CH) 136,54 (1C, CH)

m/z (FAB+) MS: 558, [(bmim)>(N(T)»)]", 1 %:; 139, [(bmim)]", 100%
m/z (FAB-) MS: 699, [(bmim)(N(Tf)2)»)], 8 %; 280, [N(TH).]", 92%

Analisi elemental: teoric: H 3,61%, C 28,60%, N 10,02%; obtingut: H 3,49%, C
28,65%, N 9,85%

3.4.2. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli, [BMIM]|[BF,]

/\\ CH, diclorometa -

N\ "
H;C \\%N\/\/ + NaBF44>H3C/N/-\+;\N\/\/

cr N2

CH3
BF,

4

Figura 10. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli

En un matras rodé de dues boques, el qual contenia [BMIM][CI] (15,8 g, 0,18
mols) es va addicionar tetrafluororat de sodi (21,96 g, 0,20 mol). El NaBF, es va
manipular i pesar dintre una cabina d’atmosfera inert. Posteriorment, es van
addicionar 50 ml de diclorometa i es va deixar agitant la mescla a temperatura
ambient durant 36 h. El producte format es va decantar del dissolvent mitjangant
filtraci6 amb canula. Una vegada filtrat es va dissoldre amb diclorometa per

disminuir la seva viscositat (50 ml) i es van fer rentats amb petites quantitats
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d’aigua (2 ml) per eliminar el NaCl sobrant. Per comprovar la total eliminacid
del clorur de sodi es va anar determinant el nivell de clor a I’aigua de rentat amb
addicio de AgNO; concentrat. Es van fer els rentats necessaris fins no observar
precipitats de AgCl 1 despres es van rentar dues vegades més amb aigua per
assegurar la total eliminacié del clor. Una vegada lliure d’halogen, es va
eliminar el diclorometa al buit i es va deixar agitant durant 1 setmana amb carb6
actiu. Després es va filtrar amb una columna d’alimina neutra. Finalment es va

assecar al buit a 80°C, durant 12 hores.

Es van obtenir 37,43 g de LI. El rendiment va ser del 92%.

1H NMR (270 MHz, DMSO-d¢) é ppm 0,88 (t, J=7,3, 3 H) 1,26 (sextuplet, J =
7,4 Hz, 2 H) 1,77 (quintuplet, J = 7,3 Hz, 2 H) 3,85 (s, 3 H) 4,16 (t, J = 7,2 Hz,
2H) 7,61 (s, 1H) 7,68 (s, 1 H) 8,96 (s, 1H)

13C NMR (68 MHz, DMSO-dg) & ppm 13,16 (1C, CH;) 18,83 (1C, CH,) 31,43

(1C, CHa) 35,66 (1C, CH;) 48,68 (1C, CH,) 122,26 (1C, CH) 136,52 (1C, CH)
136,54 (1C, CH)

m/z (FAB+) MS: 365, [(bmim)(BF,)]", 12 %; 139, [(bmim)]", 100 %
m/z (FAB-) MS: 313, [(bmim)(BF4),)]’, 8 %; 87, [BF4]", 92 %; 19, F", 100%

Analisi elemental: teoric: H 6,79%, C 42,51%, N 12,39%; obtingut: H 6,71%, C
42,45%, N 12,26%.
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3.4.3. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-hexil-3-metil
imidazoli, [HMIM][N(Tf),]

f—
—

/j ) diclorometa /—\\

—NE \/\/\/CH3
HSC/N\\;N\/\/\/CH;:, + LiN(TT), T» HaC \L}N
Br N(Tf),

Figura 11. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-hexil-3-metil
imidazoli

La metodologia seguida va ser la mateixa que per la sintesi de [BMIM][N(Tf),].
En aquest cas, en un matras rodé de dues boques, el qual contenia [HMIM][Br]
(141 g, 0,57 mols) es va addicionar la imida de liti bis-(trifluorometilsulfonil)
(224 g, 0,80 mols) i 75 ml de diclorometa. Aquesta vegada I’halogen a eliminar

va ser el Br, NaBr.

Es van obtenir 230 g de LI. El rendiment va ser del 90%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=6,90, 3 H) 1,25 -
1,39 (m, 6 H) 1,80 - 1,91 (m, 2 H) 3,94 (s, 3 H) 4,15 (t, ]=7,69, 2 H) 7,28 (t,
J=1,59 Hz, 1 H) 7,29 (t, 3=1,59 Hz, 1 H) 8,76 (s, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,02 (1C, CH3) 22,49 (1C, CH,)
25,95 (1C, CH») 30,22 (1C, CHy) 31,14 (1C, CH,) 36,58 (1C, CH;) 50,45 (1C,
CH,) 118,41 (q, Jisc.1or = 321,40 Hz, 2C) 122,37 (1C, CH) 123,86 (1C, CH)
136,35 (1C, CH)

m/z (FAB+) MS: 614, [(hmim),(N(T))]", 14 %; 167, [(hmim)]", 100 %
m/z (FAB-) MS: 280, [N(Tf),]", 100 %.

Analisi elemental: teoric: H 4,23%, C 32,27%, N 9,32%; obtingut: H 4,28%, C
32,22%, N 9,39%
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3.4.4. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-hexil-3-metilimidazoli, [HMIM][BF4]

[—
P—

/\\ diclorometa /\\
—NE \/\/\/CH3 + NaBFy ————————hc—NY N\/\/\/CH3
HsC \\}N _ N, 3 o »
Br BF,

Figura 12. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-hexil-3-metilimidazoli

En un matras rodé de dues boques, el qual contenia [HMIM][Br] (138 g, 0,56
mols) es va addicionar tetrafluoroborat de sodi (76,1 g, 0,70 mols) i 100 ml de
diclorometa. La metodologia va ser la mateixa que per [BMIM][BF4]. Aquesta

vegada I’halogen a eliminar va ser el Br, NaBr.
Es van obtenir 132 g de LI. El rendiment va ser del 93%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=6,90, 3 H) 1,25 -
1,39 (m, 6 H) 1,80 - 1,91 (m, 2 H) 3,94 (s, 3 H) 4,15 (t, ]=7,69, 2 H) 7,28 (t,
J=1,59 Hz, 1 H) 7,29 (t, 3=1,59 Hz, 1 H) 8,76 (s, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 13,80 (1C, CHs) 22,52 (1C, CH,)
25,85 (1C, CH,) 29,96 (1C, CH,) 30,74 (1C, CH,) 36,66 (1C, CHs) 50,42 (1C,
CH,) 122,54 (1C, CH) 123,70 (1C, CH) 135,96 (1C, CH)

Analisi de masses FAB i elemental no realitzat
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3.4.5. Sintesi del Dbis-(trifluorometilsulfonil)imidur  d’1-butil-2,3-
dimetilimidazoli, [BMLIM][N(T);]

— diclorometa

/_T\\ CH,
Y 2 HAC N(Tf),

H,C Cl

Figura 13. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-2,3-
dimetil imidazoli

En un matras rod6 de dues boques, el qual contenia [B,MIM][CI] (18,82 g, 1,00
mol) es va addicionar bis-(trifluorometilsulfonil)imidur de liti (31,5 g, 1,10
mols) 1 50 ml de diclorometa. La metodologia va ser igual que pel

[BMIM][N(T®),].

Es van obtenir 38,47 g de LI. El rendiment va ser del 89%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,97 (t, J= 7,42, 3 H) 1,32 -
1,43 (m, 2 H) 1,72 - 1,83 (m, 2 H) 2,60 (s, 3 H) 3,81 (s, 3 H) 4,05 (t, J= 7,42, 2
H) 7,16 (d, J=1,95 Hz, 1 H) 7,20 (d, J=1,95 Hz, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 9,86 (1C, CHz) 13,56 (1C, CHs)
19,76 (1C, CHa) 32,93 (1C, CH,) 35,60 (1C, CH,) 48,88 (1C, CH,) 119,57 (q,
Jisc.ior = 321,6 Hz, 2C) 121,04 (1C, CH) 126,61(1C, CH) 144,17 (s, 1C)

m/z (FAB+) MS: 586, [(bmaim)>(N(TH),)]", 1 %; 153, [(bmaim)]*, 100%
m/z (FAB-) MS: 280, [N(Tf),)]",100%

Analisi elemental: teoric: H 3,95%, C 30,69%, N 9,70%; obtingut: H 4,00%, C
30,52%, N 9,51%
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3.4.6. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-2,3-metilimidazoli,
[BMLIM][BF4]

/\ ox diclorometa N/_T\\N CH,
ch/N\\%N\/\/ "+NaBF, N, e Y ~
HC or H,C BF,

Figura 14. Sintesi del tetrafluroborat d’1-butil-2,3-dimetilimidazoli

En un matras rodé de dues boques, el qual contenia [B,MIM][CI] (13,12 g, 0,70
mols) es va addicionar el tetrafluoroborat de sodi (8,4 g, 0,77 mols) 1 40 ml de

diclorometa. La metodologia va ser igual que pel [BMIM][BF,].

Es van obtenir 13,35 g de LI. El rendiment va ser del 80%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,96 (t, J= 7,42, 3 H) 1,31 -
1,43 (m, 2 H) 1,73 - 1,83 (m, 2 H) 2,58 (s, 3 H) 3,75 (s, 3 H) 4,08 (t, J= 7,42, 2
H) 7,18 (d, J=1,95 Hz, 1 H) 7,21 (d, J=1,95 Hz, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 9,88 (1C, CHs) 13,64 (1C, CHz)
19,69 (1C, CH,) 32,29 (1C, CH,) 35,55 (1C, CH) 50,15 (1C, CH,) 122,25 (1C,
CH) 126,62 (1C, CH) 144,20 (s, 1C)

m/z (FAB+) MS: 393, [(bmyim),(BF4)]", 1 %; 153, [(bm,im)]", 100 %,
m/z (FAB-) MS: 87, [BF4],95 %, 19 [F]’, 100%

Analisi elemental no realitzat
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3.4.7. Sintesi del  bis-(trifluorometilsulfonil)imidur  d’1-butil-1-
metilpirrolidini, [BMPy][N(Tf);]

N diclorometa ,L*/\/\CH

cl 2 N(TH,

Figura 15. Sintesi del bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-
Imetilpirrolidini

En un matras rod6 de dues boques, el qual contenia [BMPy][CI] (13,56 g, 0,078
mols) es va addicionar la imida de liti bis-(trifluorometilsulfonil) (24,52 g, 0,085

mols) 1 50 ml de diclorometa. La metodologia va ser igual que pel

[BMIM][N(T®),].

Es van obtenir 28,01 g de LI. El rendiment va ser del 85%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,97 (t, J=7,42 Hz, 3 H) 1,33-
1,49 (sextuplet, J=7,42, 2H) 1,64 - 1,81 (m, 4 H) 3,04 (s, 3 H) 3,27 - 3,35 (m,
J=8,21, 3,91 Hz, 2 H) 3,39 - 3,60 (m, 4 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 13,63 (1C, CHs) 19,77 (1C, CH,)
21,77 (2C, CH») 25,98 (1C, CH,) 48,72 (1C, CH;) 64,72 (1C, CH,) 64,83 (2C,
1CH>) 116,10 (g, 'Jisc.10r = 321,2 Hz, 2C)

m/z (FAB+) MS: 564, [(bmpy) (N(T)2)]", 1%; 142, [(bmpy)]", 100%
m/z (FAB-) MS: 702, [(bmpy)(N(Tf)2)] ,5 %;280, [N(Tf)2)],100%

Analisi elemental: teoric: H 4,77%, C 31,28%, N 6,63%; obtingut: H 4,86%, C
31,38%, N 6,51%
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3.4.8. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-1metilpirrolidini, [BMPy][BF]

CHs CH

| [
TN e diclorometa N+/\/\CH3

N s
_
Q cl v N N2
BF,

4

Figura 16. Sintesi del tetrafluoroborat d’1-butil-1metilpirrolidini

En un matras rodé de dues boques, el qual contenia [BMPy][CI] (3,75 g, 0,022
mols) es va addicionar el tetrafluoroborat de sodi (2,60 g, 0,023 mols) i 35 ml de

diclorometa. La metodologia va ser igual que pel [BMIM][BF4].

Es van obtenir 4,08 g de LI. El rendiment va ser del 81%.

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,92 (t, J=7,42 Hz, 3 H) 1,29 -
1,44 (sextuplet, J=7,42, 2H) 1,60 - 1,74 (m, 4 H) 3,01 (s, 3 H) 3,26 - 3,33 (m,
J=8,60, 3,52 Hz, 2 H) 3,35 - 3,56 (m, 4 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 13,75 (1C, CHs) 19,88 (1C, CH,)
21,84 (2C, CH,) 25,97 (1C, CH,) 48,36 (1C, CHz) 64,37 (1C, CH,) 64,55 (2C,
1CH>)

Analisi de masses FAB i elemental no realitzat
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3.5. ALTRES LiQUIDS IONICS

Els segiients LIs sintetitzats per Veronica Llopis Mestre’ també es van provar
per la sintesi d’¢sters d’halohidridina 1 per la hidrolisi d’aquests esters per a la

seva transformacio a la corresponent halohidrina:

[OMIM][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-octil-3-metilimidazoli
[OMIM]|[BF,]: tetrafluoroborat d’1-octil-3-metilimidazoli

[BDIM][BF,]: tetrafluoroborat d’1-dodecil -3-butilimidazoli

[B2IM][BF4]: tetrafluoroborat d’1,3-dibutilimidazoli

[BPy][N(Tf),]: bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butilpiridini

3.6. INSTRUMENTACIO

3.6.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
Els equips de RMN utilitzats van ser un JEOL 270 i Varian 400 MHz de
Imperial College of London i un MERCURYplus AS400 MHz de Varian.

3.6.2. ESPECTROMETRIA DE MASSES
Els espectres de Massses FAB (Fast-Atom Bombardment) van ser enregistrats
en un Espectrometre de Masses VG AutoSpec-Q del Imperial College of

London.

3.6.3. ANALISI ELEMENTAL

L’analisi elemental va ser dut a terme per la Metropolitan University of London.
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1. INTRODUCCIO

1.1. ESTERS D’HALOHIDRINA

Els esters d’halohidrina son compostos organics que tenen un grup €ster i un

halogen en un dels carbonis de la resta d’alcohol (Figura 1).

Ry
Ry (CHy)N—X
T >—(CH2)n
X \—o

o -

R2 R2

Figura 1. Esters d’halohidrina.

Els ésters d’halohidrina s’estan utilitzant en la preparacié d’epiclorohidrines'?,

3,78 :

haloalcohols™, epoxids™”® i nitrils’, els quals poden ser intermediaris sintétics

atils per a la preparacio de medicaments''’, vitamines', surfactants'', aromes'?,

1 1, . U . 13 . , . .3
feromones ', liquids ionics quirals , resines, polimers i adhesius’.

1.1.1. METODES PER SINTETITZAR ESTERS D’HALOHIDRINA

Els ésters d’halohidrina es poden obtenir per diferents metodologies. Una d’elles
¢s a partir d’acids que presenten un cetal ciclic. Aquestes substancies s’obtenen
amb rendiments entre el 50-89% per reaccio d’1,2-, 1,3- 1 1,4-diols amb un
cetoacid, com 1’acid piravic i I’acid benzoilformic. Posteriorment aquests acids
cetalics ciclics es fan reaccionar amb clorur de tionil'* o pentaclorur o

15,16

pentabromur de fosfor per formar 1’¢ster d’halohidrina amb rendiments al

voltant del 80% amb elevada regio- i estereoespecificitat (Figura 2).
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J i

©  PX, 0S0Cl, x
HO CH,CI

X=Cl, Br

Figura 2. Sintesi d’ésters d’halohidrina a partir d’acids cetalics ciclics.

Una variant d’aquesta reaccio passa per transformar diols, com 1,2- 1 1,3-glicols,
en els corresponents ortogsters emprant acids com el benzoic o el cloroacetic
com a catalitzadors. Els rendiments d’aquest primer pas es troben entre el 62-
91% depenent del diol. Posteriorment aquests &sters es tracten amb clorur de
tritil en diclorometa formant-se els acetats de les clorohidrines amb rendiments

entre el 38-89%'” (Figura 3).

H,C O—CH,
HO
.
427R j’CHs)s H O . 2CHOH (1)
R + —
H,C
OH R R
o)
H,C O—CH, o o ( 0
>< N )k
o Do - cn, e, o7 o, 9
+ (HsCgJy ~cl s
%
>—< cl R
R R CH.CI,

Figura 3. Sintesi d’ortoésters a partir de diols i conversié d’aquests a
esters de clorohidrina.

Posteriorment els mateixos autors van proposar una nova metodologia

substituint el clorur de tritil pel clorotrimetilsila (CTMS), ja que el clorur de
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tritil és de dificil eliminacié 1 a més el CTMS és més economic. Per tant, van
tractar els ortoésters en diclorometa amb un excés de CTMS (Figura 4). Els

rendiments obtinguts a partir dels ortoésters estudiats van ser del 73-97%'®.

H,C O—CH, 0
CH R o) CHs
o o, mel [ oy
+ /SI\CI e CH, /N6
>_< H H,C
. " € CH,Cl, R ’ éHS

Figura 4. Sintesi d’¢sters de clorohidrina a partir d’ortoésters amb CTMS.

Golding i col. van transformar diversos diols veinals al seu corresponent acetat
bromoalquil fent-los reaccionar amb HBr 6M en acid acétic amb rendiments del
90% i amb preferéncia pel regioisomer amb el brom en posicié primaria'’

(Figura 5).

OH

H,C
Br 8
HO /> °

R+ H,C OH 5 HC (0] 3 R
2 R, + 2

HBr Br

(0] (0] R,
Rl

R,

Figura 5. Sintesi d’¢sters de bromohidrina a partir de diols veinals i HBr
en acid acetic.

Ahmad i col. van investigar la utilitzacié d’acid bromhidric amb 1,2-diols de
cadena llarga. El tractament amb HBr (48%) en anhidrid acétic de 1'1,2-
hexadecandiol va donar principalment 1-bromo-2-acetoxihexadeca (66%), 2-

acetoxihexadecanol (26%) 1 1,3-hexadecandiol (8%). Quan van utilitzar 1’1,2-

octadecandiol es van obtenir productes similars?**! (Figura 6).
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H.C (o] H.C O
OH 3 \{ Br 3 oH HO
HO © © /O
(o]
s Y Y — 0 .
+
CH;  CH, HBr OH
R R R R

R= CH,y(CH,),,, CH4(CH,),,

Figura 6. Sintesi d’¢sters de bromohidrina a partir d’1,2-diols de cadena
llarga 1 HBr en anhidrid acetic.

Posteriorment van estudiar altres halurs d’acid, en concret HCl i HI, per a la
formaci6 d’ésters d’halohidrina amb 1,2-hexadecandiol i1 anhidrid acétic. Amb
HCI no es va formar I’¢ster d’halohidrina corresponent. En canvi amb HI
(Figura 7) es va formar un 20% d’éster amb el iode en posicid primaria i també
hi va haver formacié de die¢ster i monoester amb el grup hidroxil en posicid

secundaria®'.

H,C

H,C o] >:O
OH = |
HO = o
N \‘/ \( . o . He
CH, CH, HI >:o
R R (@]
R
R

R= CH,(CH,),,

H,C

Figura 7. Sintesi d’¢sters de iodohidrina a partir de 1’1,2-hexadecandiol i
HI en anhidrid acétic.
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Boeckman i col. van descriure la sintesi de formiats de bromoalcohols a partir
de diferents diols amb dibromur de trifenilfosfina (Ph;PBr;) i dimetilformamida
(DMF) a temperatures per sota dels 0°C amb rendiments que van de 50-90% i
amb la formacié també de petites quantitats de diformiats i dibromurs® (Figura
8).
OH ™ i
) ) PR

o~ cH

CHn~  + PhyPBr, . N J ’
DMF, T<0°C 2 > R+ hin

HO R >\—0 J\Z

HsC Br R

Figura 8. Sintesi de formiats de bromoalcohols a partir de diols i
dibromur de trifenilfosfina (Ph;PBr,).
Tanaka 1 col. van descriure la sintesi d’ésters d’halohidrina per carbonilaci6
d’halurs organics aromatics, vinilics i benzilics amb la preséncia d’éters ciclics
catalitzats per complexos de pal-ladi (Figura 9) amb rendiments entre baixos i

moderats, 4-75 %, depenent del tipus d’halur i éter ciclic™.

O complex de pal-ladi R o

/ ~ /X
R—X + CO +(CHZ)nA > \”/ (CHz)n

130°C

(0]

Figura 9. Sintesi d’¢sters d’halohidrina per carbonilaci6é d’halurs organics.

A partir de la hidrolisi del tetrahidrofuran i de diferents epoxids amb clorurs
d’acil 1 zinc com a catalitzador es poden obtenir ésters de clorohidrina amb
rendiments que van del 70-90% (Figura 10). No obstant, els ¢sters
d’halohidrina que s’obtenen son amb el clor i I’éster ambdos casos en posicid

Sy .24
primaria”.
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etanol, 25°C

)k Q = N
. T

Figura 10. Sintesi d’¢sters de clorohidrina a partir del tetrahidrofuran.

Orimaya i col. van utilitzar els halotrimetilsilans per trencar 1’anell de derivats
de 2,3-epoxi alcohols amb la conseqiient formacié d’una halohidrina, la qual per
acilacio va donar haloésters veinals amb rendiments entre el 68-100%>" (Figura

11).
CH,

PN

O

X
A
O o Rl O/RZ
A TMSX-SnX, AcX Rl\/‘\ _R,
Ry o o + OTCHS

>

DX

L CHCl, T. amb.

2

o

Figura 11. Sintesi d’ésters d’halohidrina a partir de 1’obertura d’epoxids
amb halurs de trimetilsilil.

Eras i col. van descriure la sintesi d’esters de clorohidrina amb clorotrimetilsila
(CTMS) on aquest actua com a reactiu 1 dissolvent. La formaci6 dels ¢sters de
clorohidrina es va dur a terme en un sol pas d’esterificacio-cloracid, a partir de
diols, amb els grups hidroxil separats d’1 a 6 carbonis, i ésters o acids
carboxilics (Figura 12). La reaccio és estereoespecifica i1 la regioselectivitat
depén de la distancia entre els dos grups hidroxil amb rendiments entre el 60 i el

949,26,
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OH cl

Ry R 14<
(CH)N + CHy(CH,),,COOR, __ CTMS _

Rz

(CH,)n

OR, OCO(CH,),,CH,

n=0-4; R1:H, CH3, R2: H, CH3, CHzCH3, -O-, CHzCl, R}ZH, CH}, R4:H, -(CH})zC-

Figura 12. Sintesi d’¢sters de clorohidrina amb CTMS.

En un treball posterior Méndez i col. van estudiar 1’efecte del tipus d’acid
carboxilic en la sintesi d’¢sters de clorohidrina a partir de 1’1,3-butandiol
(Figura 13). Depenent de la longitud de la cadena de I’acid carboxilic, la
proporcid de cada regioisomer va ser diferent. Quan els acids tenien una cadena
més gran de 12 carbonis, es van obtenir principalment ¢sters amb el clor en
posicié primaria. Aquests ¢esters, poden ser els precursors del R-4-cloro-2-
butanol, un intermediari quiral per a la preparacio de lactones’. Com més curta
era la cadena de carbonis més proporcié de I’isomer amb el clor en posicid
secundaria es va obtenir, essent per 1’acid acetic la proporcid entre els dos

regioisomers d’1:17.

o o ctvMs  © OCOR OCOR OH
W + RCOOH———> +
H, cl

C
CH,

Figura 13. Sintesi d’ésters de a,y-clorobutil amb CTMS.

Aoyama 1 col. van descriure la sintesi de ésters de m-bromoalcohols a partir
d’aldehids aromatics amb diols, la majoria d’ells alcohols primaris, en preséncia
de perbromur d’hidrobromur de piridina (PHPB) i trietoximeta amb bons

rendiments en la majoria dels casos entre el 70- 97%* (Figura 14).
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Br
+ HO

R,iR,=H, CH,

Figura 14. Sintesi de ¢sters de w-bromoalcohols a partir d’aldehids
aromatics amb PHPB.

Stamatov 1 col. van descriure una nova ruta per a la sintesi d’ésters d’halohidrina
veinals amb halotrimetilsilans (XTMS), ja que aquests es poden utilitzar en
I’obertura regioselectiva i estereoselectiva d’anells oxirans d’ésters i ¢ters del

glicidol amb rendiments entre el 80 i 96% (Figura 15).

R I
| o}
o _— ]
Piridina-XTMS-R,COOH-TFAA )k
CHCl,; 80°C o Ry
X

X=Cl, Br, |

o

Figura 15. Sintesi d’¢sters d’halohidrina veinals amb halotrimetilsilans
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1.2. ELS ORGANOSILANS

Els organosilans son compostos que contenen silici enllagat a un o més atoms de
carboni. La seva importancia €és cada vegada més gran i s’utilitzen en el camp de
la medicina, la industria dels polimers i el transport entre altres. En quimica, son
importants agents sililants en reaccions de derivatitzaci6 i proteccid de grups

funcionals, també com reactius en sintesi organica i en analisi’.

1.2.1. ELS HALOALQUILSILANS

Els haloalquilsilans pertanyen al grup dels organosilans. Aquests tenen una
estructura quimica: (C,Hzn+1)pS1 Xg, on p 1 q poden ser 1, 2 o 3 1 es caracteritzen
per manifestar una elevada electrofilia, la qual augmenta segons [>Br>CI>F

implicant diferéncies de reactivitat molt clares també en aquest ordre™*".

El clorotrimetilsila 1 el bromotrimetilsila sén haloalquilsilans amb enllagos
covalents senzills d’estructura tetra¢drica (Figura 16). Quimicament es

comporten com agents sililants en front de nucleofils.
X

Si—
H3C/ \ CHz

Hs

Figura 16. Estructura d’un halotrimetilsila.

El clorotrimetilsila (CTMS) és el més utilitzat, es va fer servir per primera
vegada al 1944 per sililar alcohols™. Es pot fer servir sol o en combinacié amb
altres reactius, normalment també agents sililants, com |’hexametildisilaza
(HMDA). Sovint s’hi afegeix una base, com la trietilamina o piridina per captar

el clorur d’hidrogen que s’acostuma a alliberar en moltes reaccions.
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El CTMS ha estat utilitzat com a catalitzador en I’alcoholisi d’ésters* >’ i en la

sintesi d’ésters d’halohidrina®**’ (Figura 17).

(0]
0 ‘ CHs
CTMS _R3 |
_ - o o + HC—Si—O  + HCI
R o0—R + R3;—OH | \
1 2 R, CH; Re

Figura 17. Alcoholisi d’¢sters amb CTMS.

També s’ha utilitzat el CTMS en la transformacid de nitrils a ésters amb

rendiments que van de 70-92%° (Figura 18).

N P CTMS o H,O Jj\
4 HCT o> —_— _
R P

ONINH;

Figura 18. Sintesi d’ésters a partir de nitrils amb CTMS.

Xu i col. van publicar la utilitzacié del CTMS en el liquid ionic [BMIM][PFg]
per al trencament d’epoxids amb la conseqiient formacié de clorohidrines amb

una elevada estéreo- i quimioselectivitat’’ (Figura 19).

O HO Cl
A CTMS (
R3 R, R e

BMIM PF, * 2

Figura 19. Formacié de clorohidrines pel trencament d’epoxids amb
CTMS en presencia d’un liquid ionic.
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El bromotrimetilsila (BrTMS) també ha estat utilitzat en sintesi organica per a
la sintesi de dibromats veinals i bromolactones. La seva combinacié amb un
oxidant el converteix en una font de brom. Juntament amb permanganat de
tetradeciltrimetilamoni, CH3(CH2)13(CH3)3N+MnO4', permet la transformacio

. .. . . 19.38
estereo- i quimioselectiva d’alquens al seu corresponent compost dibromat ™

(Figura 20).
0 CH, o) CH
\ \ ’
BrTMS
RN*MnO,’
HCN H.C
CH2 Br Br

Figura 20. trans-dibromaci6 de la carvona.

També s’ha utilitzat en la bromolactonitzacié d’acids carboxilics insaturats en

dimetilsulfoxid (DMSO) i amb una amina, Et;N, com a base’” (Figura 21).

R R 0
>=< ? BrTMS . Rﬂ/
Ry g;}/%

Y :<R4
DMSO-Et;N
o 3
OH
Figura 21. Bromolactonitzaci6 d’acids carboxilics insaturats.

1.3. IODE COM A CATALITZADOR

El iode s’ha estat utilitzat com a catalitzador de diferents reaccions com,
deshidratacions d’alcohols, isomeritzacions cis-trans de pigments de
carotenoides, en acilacions Friedel-Crafts de diferents series de benze, per

40,41

activar el zinc en les reaccions Reformatsky i per la formacio d’cters

d’arilmetilalquil®.
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Ramalinga i col. van utilitzar el iode, I, com a catalitzador acid de Lewis per a
I’esterificacid d’acids carboxilics amb alcohols i la transesterificacié d’ésters
amb diferents alcohols, incloent alcohols terciaris i alcohols primaris i

secundaris estéricament impedits*.

Posteriorment s han publicat altres treballs on s’utilitza el I, com a catalitzador.
Karimi i col. van utilitzar el iode com a catalitzador en [’acetalaci6 de
compostos carbonilics amb 1,3-bistrimetilsiloxipropa (BTSP) en condicions

neutres i aprotiques® (Figura 22).

/\k + TMso” > otms > 0 o
R R

R/ R,

Figura 22. Acetalacié de compostos carbonilics amb BTSP i I, com a
catalitzador.

Pukan 1 col. van utilitzar el I, com a catalitzador d’acetilacions d’alcohols
primaris i secundaris sense dissolvent amb anhidrid acétic i en condicions suaus

obtenint-se rendiments molt alts**.

Li i col. van descriure la utilitzaci6 de I, en combinacié amb Zn per a catalitzar

la transesterificaci6 dels acilglicerids de 1’oli de llavor de soia amb metanol amb
. . . .. ., . . 4

elevada eficiéncia i en condicions suaus per a la produccié de biodiesel®

(Figura 23).
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o o)
0—R, HO R /lko/CHa
OH o
o OH * Rz)oko/ e
; BN
\R3 e o _CH,

Figura 23. Transesterificaci6 d’acilglicérids de I’oli de soia amb metanol i
Zn/l, com a catalitzador.

Ahmed 1 col. van utilitzar el I, per acetilar amb acetat d’isopropenil alcohols

alifatics, amines i fenols*® (F igura 24).

CH, O
3 l, H.C 0

- » R—WAc +
H,C o CH,

R—WH +
CH,
W=0, NH

R= alquil, aril, benzil

Figura 24. Acetilacio d’alcohols i amines.

1.4. ELS ETERS CORONA

Els éters corona son policters ciclics capagos de formar complexes estables amb
moltes sals de metalls alcalins i alcalins-terris i son catalitzadors de transferéncia
de fase. Els éters corona incrementen la reactivitat dels anions com a resultat de
la coordinaci6 amb els cations*’. Per anomenar-los, en lloc del seu nom
sistematic, s’utilitza una nomenclatura semitrivial: (1) nombre i tipus d’anells

d’hidrocarburs, (2) nombre total d’atoms de I’anell del polieter , (3) nom de la
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classe, crown (corona), (4) nombre d’atoms d’oxigen de I’anell policter. A la

. . 48
Figura 25 es poden veure dos exemples d’¢ter corona™ .

[ )

Co )L O
boy w
18-crown-6 dibenzo-18-crown-5

Figura 25. Exemple de dos éters corona.

1.4.1. 18-CROWN-6

L’&ter corona 18-crown-6 complexa els cations K', NHy" i Rb". Aquest s’ha
estat utilitzant en diferents reaccions per a segrestar el K. Per exemple, el
fluorur de potassi (KF) en acetonitril o benze i amb quantitats catalitiques de 18-
crown-6 es comporta com un potent nucleofil 1 base. Aquest reacciona amb
bromurs d’alquil primaris i tosilats per donar fluorurs d’alquil en alt rendiment*’

(Figura 26).

gr F K™+ 18-crown-6 F
> 100%

Figura 26. Formaci6 del fluorur de metilbenze.

S’ha utilitzat amb quantitats catalitiques en deshidrohalogenacions, en la

conversi6 d’halurs d’alquil a alquens o d’halurs d’alquil primaris a éters amb t-
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butoxid de potassi, KOC(CHj3)s (Figura 27), no observant-se la reaccid sense la

N \ 49
preseéncia d’aquest eter corona” .

1-CoH. I KOC(CH,),, 18-crown-6 . HSC/(CH )3 ~CH
eter, 60°C
CH,
H,C CHs
: \ KOC(CHs,),, 18-crown-6 HC
CH, Br > 3 \
eter, 25°C CH, CH,

Figura 27. Deshidrogenacions d’halurs d’alquil.

També s’utilitza en la sintesi de derivats de ferrocé a partir de solucions
d’alquilciclopentadiens en tetrahidrofuran, clorur de ferro (II) i hidroxid de
potassi amb rendiments de 45-65% (Figura 28). Sense I’¢ter corona s’obté un

rendiment menor del 12% en ferroce™.

18-crown-6
2C.H,R + 2 KOH + FeCl, > Fo

Figura 28. Sintesi d’un derivat del ferroce.

, . . e . 47,49-53
El 18-crown-6 també¢ s’ha utilitzat en altres reaccions en sintesi organica” ™" ".
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1.5. LIQUIDS IONICS EN QUIMICA ORGANICA

Com ja s’ha comentat en capitols anteriors, els liquids ionics (LIs) séon una
atractiva alternativa als dissolvents moleculars convencionals per reaccions
catalitiques 1 organiques, ja que, juntament amb 1’aigua, els fluids supercritics i
els dissolvents perfluorats se’ls considera respectuosos amb el medi ambient.
Amb els LIs és possible un disseny del dissolvent per a cada tipus de reaccid
amb la combinacid dels cations i anions segons els requeriments. A més els LIs

. . . 54
poden actuar com a catalitzadors i es poden reciclar™.

Fins ara, a la literatura no s’han descrit reaccions d’esterificaci6-halogenacio
amb liquids i0nics. No obstant, si que s’han descrit reaccions d’esterificacio i

d’halogenacio.

1.5.1. REACCIONS D’ESTERIFICACIO AMB LiQUIDS IONICS

En reaccions d’esterificacié s’han utilitzat LIs basats en anions dicianamides,
[NC-C-CNJ, com a dissolvents i també com a actius catalitzadors basics en
reaccions d’O-acetilacio amb anhidrid acétic d’alcohols i carbohidrats™.
Aquests LIs, comparats amb altres d’imidazoli amb anions [N(Tf),], [CI],
[PFs]” 1 [BF4], tenen baixa viscositat i dissolen un ampli grup de compostos
inorganics i organics, incloent sacarids no protegits®®. Un gran nombre
d’alcohols simples com el 2-naftol 1 alcohols t-butilics poden ser acetilats

utilitzant aquest LI dicianamida i anhidrid acétic®”,
També s’estan utilitzant en ’esterificacid d’acids alifatics amb olefines amb LIs

on s’ha introduit una funcié d’acid sulfonic (SOsH), Figura 29, els quals actuen

tant com a dissolvent com a catalitzador acid. A més, els esters produits sén poc

106



Capitol 111

solubles en aquest tipus de LIs i poden ser separats per simple decantacid

permetent el reciclatge i reutilitzacio del LI°®,

(0]
\ OH
\S<
N/\/\/ Yo

/\
R—N
\@ CF,SO,

R=CH,; CH,CH,; CH;(CH,);; CH,(CH,),

Figura 29. Liquid ionic SOs;H-funcionalitzat.

Zim 1 col. van estudiar la hidroesterificacidé de derivats d’estir¢ catalitzada per
un sistema format per PdCl,(PhCN),, (+)-neomentildifenilfosfina (NMDPP) i
acid p-toluesulfonic (TsOH) en sistemes bifasics amb tetrafluoroborat d’1-butil-
3-metilimidazoli, [BMIM][BF4], i dissolvents organics (Figura 30). S’obtenen

¢sters 2-arilpropionics amb elevada regioselectivitat i rendiments que van de

CH,
0 CH,
¥ h
O HC

<1% a 97% depenent del derivat d’estire™.

OH o] CH,

P cat ||

A XcH,t co + > AN
HC” “CH: BMIM BF,, ciclohexa + Ar 0~ “cH

CH,
0 CH
+ Ar Y 8
O HC

Figura 30. Hidroesterificacid de derivats d’estir¢ en un sistema bifasic
[BMIM][BF4]/ciclohexa catalitzada per PdCI,(PhCN), / (+)-NMDPP /
TsOH.
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Deng i col. van descriure esterificacions d’alcohols i acid acétic amb clorur
d’1,3-butilpiridini i clorur d’alumini (III), [BPy][CI] + [AICI;]. Amb quantitats
catalitiques de AICl;, s’obtenen uns rendiments i selectivitats satisfactories i
amb facil recuperacio dels productes degut a la seva immiscibilitat en el LI®.

Brinchi 1 col. han estudiat reaccions d’esterificacid6 amb diferents sals
carboxiliques amb halurs d’alquil en metasulfonat d’1,3-dimetilimidazoli,

[MMIM][CH;3S0s], i metasulfonat d’1-butil-3-etilimidazoli [BEIM][CH;SO;]"!
(Figura 31).

(0]
)]\ MMIM CH,SO, o BEIM CH,SO,
- + 4+ R—X >

R O Na - R @)

Figura 31. Esterificacio de sals carboxiliques amb halurs d’alquil en Lls.

Posteriorment, Biondini i col. van descriure un sistema de reaccié amb fluorur
potassic (KF) en [MMIM][CH3SO;], metasulfonat d’1-butil-3-metilimidazoli:
[BMIM][CH3S0;], metasulfonat de tributilmetilamoni: [tbma][CH3SOs3] i
[BMIM][BF4] en I’esterificaciéo d’acids hidroxibenzoics amb halurs d’alquil62
(Figura 32).

(0] OH o OR

KF, LI
+ R—X o

OH OH

Figura 32. Esterificacio de 1’acid 4-hidroxibenzoic amb halur d’alquil en
LIs.

També s’ha descrit la sintesi d’ésters d’aminoacids en [EPy][CF;CO;] 63,
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1.5.2. REACCIONS D’HALOGENACIO AMB LiQUIDS IONICS

S’han publicat diversos estudis sobre 1’Gs de LIs, [BMIM][PF¢], [BMIM][BF4]
[BMIM][Br] i [BMIM][CI], com alternativa als dissolvents clorats per a
I’halogenaci6 estercoselectiva d’alquens i alquins amb X, (Figura 33). El
rendiment ¢és elevat, si bé segons el LI utilitzat es formen diferents proporcions

. 64,65
de cada estereoisomer’ .

X
R R, X, ! Fi__ ] R:_ X X, R H
e
H H LI X H X R, LI H R,
X=Cl o Br

Br, R Br R R,
RERl e >:< + >=<
LI Br R, Br Br
Figura 33. Halogenacio estereoselectiva d’alquens i alquins.

S’ha estudiat la fluoracid per substitucié nucleofila del naftalat del 2-(3-
metanosulfoniloxipropil) amb [BMIM][BF,] i diferents fluorurs metal-lics®. La
fluoracié d’aquest naftalat amb KF en un dissolvent organic com acetonitril a
100°C rarament es du a terme, en canvi amb [BMIM][BF,] la reaccio té lloc en 2
h (Figura 34). El KF t¢ una solubilitat limitada en dissolvents organics i la seva
baixa nucleofilicitat requereix condicions vigoroses. No obstant quan s’utilitza
un LI en un sistema bifasic amb aigua, es produeix una significant millora de la

seva activitat.
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(e}
O\/\/O\MS KF, 100°C \/\/F
ACN (5% HZO), BMIM BF,

Figura 34. Fluoracié del naftalat del 2-(3-metanosulfoniloxipropil).

També es pot produir la fluoracid per substituci6 electrofila d’arens en un sol
pas 1 en condicions no acidiques en diferents LIs imidazolis com
trifluorometanosulfonat d’1-etil-3-metilimidazoli: [EMIM][OT{], [EMIM][BF4],
[EMIM][PF¢], [BMIM][BF4] i [HMIM][PFs] amb agents fluorinitzants [N-F]"
67,68 (Figura 35).

OSiMe, OSiMe,
N\ reactius N-F* R
R > F

(CH,)n LI (CH)n

Figura 35. Fluoracio electrofila enantioselectiva d’eters sililenolics en LIs
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2. OBJECTIUS

Considerant els coneixements que teniem al nostre grup en la preparacié d’ésters
d’halohidrines a partir de diols ens varem plantejar 1’Gs del metode que haviem
desenvolupat en la preparacié de derivats de 1’1,2-octandiol, possible precursor
de lactones asimetriques. A més a més, ens varem proposar buscar alternatives a
aquest metode 1 diferents metodologies descrites per a sintetitzar ¢&sters
d’halohidrina. L’alternativa buscada hauria de permetre superar els
inconvenients propis d’aquests métodes ja coneguts com sén 1’us de reactius
que, ho son dificils de manipular o poden ser contaminants. L’aproximacio que
ens varem proposar estudiar passava per desenvolupar una nova metodologia de
sintesi d’esters d’halohidrina en un sol pas a partir de diols i acids carboxilics
utilitzant sals d’halur, KX, com a font d’halogen. A més, es va voler estudiar la
utilitzaci6 de LIs en aquest procés d’halogenacio-esterificacidé d’alcohols amb

acids carboxilics.
Concretament es van fixar els segiients objectius:
- Estudi de la sintesi del palmitat d’a,B-halooctil, utilitzant CTMS, BrTMS
1 HBr 1 desenvolupament d’una nova metodologia on la font de

d’halogen, en concret el brom, era una sal d’halur, concretament el KBr.

- Extensi6 de la nova metodologia desenvolupada, més respectuosa

mediambientalment, a altres diols, acids 1 sals d’halur.
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3. RESULTATS I DISCUSSIO

En primer lloc, es va procedir a estudiar la possible extensio de la reaccid
descrita per Eras i col.?®, en la qual es sintetitzen &sters de clorohidrina a partir
de diols 1 acids carboxilics amb CTMS, a I’l,2-octandiol, ja que l’¢ster de
clorohidrina corresponent pot ser un intermediari util per a la sintesi de
lactones®, com la y-octalactona’’, de gran interés en la industria alimentaria i

del perfum’" i d’alcohols asimétrics’?.

3.1. SINTESI DEL PALMITAT D’a,p-CLOROOCTIL

Com ja s’ha comentat anteriorment, Eras i col. havien desenvolupat una
metodologia de sintesi d’ésters de clorohidrina en un tnic pas amb CTMS, el
qual actua com a dissolvent, font de clor i activador de la reaccié d’esterificacio-
cloracio. Els diols estudiats havien estat: 1,2-propandiol, 1,2- i 1,3-butandiol,
1,4-pentandiol 1 1,6-hexandiol i diols amb els dos hidroxils en posicid
secundaria: 2,3-butandiol i el 4-hidroximetil-2,2-dimetil-1,3-dioxola (solketal)26.
Posteriorment, Méndez 1 col. havien estudiat la influéncia de 1’acid carboxilic en
la sintesi d’¢sters d’a,y-clorobutil. Els acids carboxilics que s’estudiaren van ser
tots acids saturats de diferent longitud carbonada, de 2 fins a 18 carbonis, 1 els

\ - . ‘L. . e s e 27
acids tricloroacétic, dicloroacétic i cloroacétic™’.

Per a I’estudi de la reaccié de D’esterificacio-cloracié de 1’1,2-octandiol es va
triar 1’acid palmitic, ja que en I’estudi de la influéncia de I’acid carboxilic en la
reaccio amb CTMS i 1’1,3-butandiol quan es va utilitzar 1’acid palmitic es va
formar una baixa proporcié de I’isomer amb el clor en posicio 2 (25%).
També, al ser solid i d’escassa volatilitat a temperatura ambient és més senzilla

la seva manipulacid, essent, a més, el seu preu assequible. Les proporcions que
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es van utilitzar van ser 2:1:7 (diol:acid:CTMS) i la reaccio es va dur a terme a

80°C durant 48h (Figura 36).

23

CTMS

(CH2)14 o)

O

O (CHpyy 24 j\/w

CHs

jvw T CH4(CHy);4COOH
+

Figura 36. Reaccio6 de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic i el CTMS.

Els productes de reacci6 de 1’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic i el CTMS van
ser majoritariament els palmitats d’a,B-clorooctil (24 i 25). Es va obtenir un
rendiment del 86% d’aquests, un 77,4% del palmitat d’1-(clorometilheptil) (24)
1 un 8,6% del palmitat de 2-clorooctil (25). També hi va haver una petita
formacid (6%) de cloroalcohols (26 1 27), amb una relacié isomerica d’ambdods

de 10:90. Respecte del pes total d’esters d’a,B-clorooctil i dels cloroalcohols,
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aquests cloroalcohols representaven només un 3%. El rendiment de palmitat
d’a,B-clorooctil va ser similar a I’obtingut per Eras i col. i Méndez i col. quan
van utilitzar 1’1,3-butandiol i 1’acid palmitic (88% i 86% respectivament)*®*’, i
similar també a 1’obtingut per als altres 1,2-diols estudiats, 1,2-propandiol i1 1,2-
butandiol amb rendiments del 92 i 94% respectivament™. De la mateixa manera,
el regioisomer amb més proporcid va ser el que té el clor en posicid primaria
(24), amb una relaci6 isomeria de 24:25 de 90:10. Amb la metodologia del
CTMS, per I’1,2-propandiol i 1,2-butandiol la proporcié de 1I’isomer amb el clor

en posicio secundaria va ser <10% pel primer i < 25% per 1’1,3-butandiol”’.

3.2. SINTESI DEL PALMITAT DE L’0,3-BROMOOCTIL

3.2.1. SINTESI DEL PALMITAT DE L’a,p-BROMOOCTIL AMB BrTMS

Després de comprovar que la reaccié amb CTMS era efectiva es va voler provar
amb bromotrimetilsila (BrTMS), ja que el brom és millor grup sortint, facilitant
després la seva substitucid pel nucleofil desitjat i obtenint-se d’aquesta manera
un intermediari més reactiu (Figura 37). Les condicions de reaccid van ser les

mateixes que pel CTMS.

En aquest cas també es van formar majoritariament els palmitats d’a,f-
bromooctil (28 1 29), amb formacié de bromoalcohols (30 i 31) i, a més,
s’observa la formacio de dibromoocta (32). Es va obtenir un rendiment del 79%
dels palmitats d’a,p-bromooctil, un 59% del palmitat d’1-(bromometil)heptil
(28) i un 20% del palmitat de 2-bromooctil (29). El rendiment fou una mica
inferior que amb el CTMS i I’isdomer majoritari era també el que té el brom en
posicid primaria, en aquest cas en menor proporcio que el seu corresponent ester
de clorohidrina, relaci6 isomeérica de 75:25 (28:29). Els bromoalcohols es

trobaven en major proporcid, respecte del pes total d’ésters d’a,B-bromooctil,
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bromoalcohols 1 dibromoocta representaven un 27%. La formacio de més
quantitat de bromoalcohols i d’un 1% de dibromoocta podria ser deguda a la

major capacitat del BrTMS de donar reaccions de substitucio nucleofila directa.

HsC
j\/\/\/CHs + CH3(CH5)14CO0H
HsC
21

23

BrTMS

fCHI1a _o
H 7
CHs 3¢
(0]

o

PR
o] ((|3H2)14 28 + j\/\/\/

CH3
Br
CHg 29 CH3
Br
+
j\/\/\/CH3 + "o
HO 31
30 Br

Br

+ j\/\/\/CH3
Br

32

Figura 37. Reaccid de 1’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic i el BrTMS.

Aixi doncs, el BrTMS es pot utilitzar com una font de brom, dissolvent i

iniciador de la bromacié-esterificacid en un sol pas i sense I’addici6 de cap altre

38,39

reactiu Encara que es produeix un rendiment considerable de
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bromoalcohols, aquests poden ser facilment separats fent passar el producte de

reaccio a través d’una columna de silice seca amb hexa:éter (99:1).

3.2.2. SINTESI DEL PALMITAT DE L’a,p-BROMOOCTIL AMB HBr

HO
j\/WCH3 + CH3(CH,)14COOH
HO
21

23

HBr

Y

/ Br -
(CH2)14 O
CH;  HiC \f
(0] 5 K
A
o~ (?HZ)M 28 ¥ j\/\/\/CH3
Br

CHg 29

Br
+
j\:;zA/vCH?’
Br
O

H3C
(CH2)14
me P
(CH3)14 70 o 0
O\/‘\/\/VCHS
+
33
H3C

Figura 38. Reaccio6 de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic i ’'HBr.
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També es va estudiar la bromacid-esterificacié amb una altra font de brom, amb
HBr,q del 62% (Figura 38), ja que hi havia diversos métodes a la literatura que

o1 . N . Ny 7 1. e 19-21
Iutilitzaven, en tots els casos dissolt en acid acétic o anhidrid acétic’>".

L’HBr és un gas i la seva solubilitat a I’aigua és de 193 g/ 100 ml a 20°C.
Aquest es comercialitza, a part d’en forma de gas liquat, dissolt en aigua o acid
acetic. Es va utilitzar ’'HBr,q del 62% per queé és en la maxima concentracid en
que es comercialitza. Les condicions de reaccid van ser les mateixes que pel

BrTMS.

Quan la font de brom fou I’HBr el rendiment de palmitat d’a,-bromooctil (28 i
29) fou baix, del 44%, un 20% del palmitat d’1-(bromometil)heptil (28) i un
24% del palmitat de 2-bromooctil (29). A més, aquesta vegada I’'isomer amb
més proporcid va ser el que tenia el brom en posici6 2, essent la proporcié entre
els dos regioisomers de 45:55 (28:29). No hi va haver formacidé de
bromoalcohols, perd si de dibromoocta (32) que, respecte el pes total dels
productes formats representava un 33%. Aquesta vegada hi havia ’aparicio d’un
nou producte, un dimer (33) format per la condensacio dels dos monoesters amb
el grup palmitic en posicié secundaria. Aquest producte era present en un 7%

del pes total del cru.

Golding 1 col. quan van fer reaccionar 1,2-propandiol amb HBr 6M en acid
acetic van obtenir un rendiment dels corresponents acetats d’a,B-bromopropa del
94% amb un 94% de 1’isomer amb el brom en posicidé primaria. També van
obtenir un 93% de (+)-(S)-2-acetoxi-1-bromo-1-fenileta a partir del (-)-(R)-
fenileta-1,2-diol i un  91%  d’acid  d’eritro-9(10)-(acetoxi)-10(9)-

bromooctadecanoic a partir de I’acid threo-9,10-dihidroxioctadecanoic'”.
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Ahmal i col. també van obtenir rendiments alts, al voltant del 90%, quan van
tractar 1’1,2-hexadecandiol 1 1’1,2-octadecandiol amb HBr en anhidrid acétic. Hi
va haver tamb¢ una petita formaci6, al voltant del 8%, del corresponent 1,3-diol

per transposicié®*?'.

No obstant a la literatura no s’ha trobar cap metodologia amb HBr i altres acids

diferents de 1’aceétic.

En el nostre cas, pero, com ja s’ha dit, la utilitzacié d’HBr per a I’esterificacio-
bromacié de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic només va donar un rendiment
moderat de palmitat d’a,pf-bromooctil, acompanyat d’un seguit de molts
subproductes. A més, el regioisdomer majoritari era el que tenia el brom en
posicid 2, 1 no €s un intermediari Gtil per a la posterior sintesi de les lactones

comentades.

3.2.3. SINTESI DEL PALMITAT D’a,p-BROMOOCTIL AMB KBr

43,44 4 i1 . . .
34446 yan utilitzar el iode, I, com a catalitzador acid

Ramalinga i col.* i altres
de Lewis per a esterificar. Per tant, ens varem plantejar estudiar 1’s del I, com a
catalitzador de la reaccio d’esterificacio-bromacié de 1’1,2-octandiol amb acid
palmitic (Figura 40). Es va pensar que aquesta aproximacié podria permetre
emprar bromur potassic (KBr) com a font de brom, el que portaria a un nou
metode sintetic sense la necessitat d’emprar reactius poc respectuosos amb el

medi ambient.
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Figura 39. Organosilans utilitzats com a dissolvents en I’estudi de la
reaccid de 1’1,2-octandiol amb acid palmitic, KBr i I,.

Primerament es van estudiar diferents dissolvents convencionals tals com:
acetona, butanona, pentanona, hexanona, t-butil metil ¢ter (TBME) 1

dimetilformamida (DMF).

A més, com que la reaccié d’halogenacio-esterificacid quan s’utilitzava CTMS o
el BrTMS com a dissolvents i font d’halogen es duia a terme amb un elevat
rendiment 1 d’una manera selectiva es va estudiar I’is d’altres organosilans, ara
no halogenats, com a dissolvents en la reaccié de bromacid-esterificacié quan la
font d’halogen fos una sal, el KBr. La Figura 39 mostra els organosilans que es

van estudiar.
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Figura 40. Reacci6 de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic, KBr, I, en
diferents dissolvents. Els protons en vermell i verd van ser els utilitzats
pel seguiment de la reacci6. Els protons en vermell van ser els utilitzats
per la quantificacio de la proporcid de cada producte de la reaccio.
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3.2.3.1. PROCEDIMENT SEGUIT PEL SEGUIMENT DE LES
REACCIONS

Per tal de poder determinar quins productes s’havien format i la seva posterior
quantificacidé, en primer lloc es va plantejar realitzar una analisi per
cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC). Es va triar una columna de silice,
amb una fase mobil formada d’hexa:acetat d’etil:acid formic (96:4:0,01), i un
detector de difusié lluminosa (Evaporative Light Scatering Detector, ELSD). Per
separat es van analitzar els reactius, 1’1,2-octandiol (21) i I’acid palmitic (23), i
els productes purificats en columna de silice de les reaccions de bromacio-
esterificaci6 amb BrTMS i1 HBr: els ésters de bromohidrina (28 1 29), els
monoc¢sters (34 1 35), el dimer (33) i el di¢ster (36). .

La Figura 41 mostra la separaci6é dels ¢sters de bromohidrina, monoc¢sters,
dimer, acid palmitic 1 1,2-octandiol. L’1,2-octandiol (21), els ¢&sters de
bromohidrina (28 i 29) i el diéster (36) eluien als 6 min, estaven molt poc
separats entre ells, i els monogésters eren els més retinguts en la columna. No
obstant, el dimer (33) tenia el mateix temps de retencid que els esters de
bromohidrina. Es van provar diferents fases mobils amb diferent polaritat i
tamb¢ una columna de fase inversa, una C18, perd no es va aconseguir millorar
la separacid ni separar el dimer dels ¢sters de bromohidrina. Per tant, ’HPLC-
ELSD, amb les columnes assajades, no era un metode apte per al seguiment i
quantificacié de palmitats d’a,-bromooctil. No obstant, si que es podia utilitzar

pel seguiment i quantificaci6 de mono¢sters.
Per tant, es va decidir seguir les reaccions per RMN, realitzant un espectre de 'H

a cada mostra. D’aquesta manera es va poder saber si hi havia el producte

desitjat i en quin percentatge molar.
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Figura 41. Cromatograma d’HPLC dels reactius (acid palmitic i 1,2-
octandiol) 1 diferents productes de reaccié (monoesters, esters de
bromohidrina i diéster) en una columna de silice i amb fase mobil
hexa:acetat d’etil:acid formic (96:4:0,01)

Per a cada producte de reaccio es va integrar 1’area del senyal del/s protdé/ns més
caracteristic/s de cada compost que no es superposava amb cap altre senyal dels
altres productes o reactius. La senyal escollida normalment va correspondre als
protons més desapantallats. La Figura 40 mostra en vermell els protons dels

quals es van integrar les senyals pel seguiment de la reaccio.

Per a I’acid palmitic, tots els senyals es superposaven amb els dels altres
compostos 1 per poder seguir la reaccio es va utilitzar el senyal corresponent als
dos protons més propers al grup carboxil, triplet amb un desplacament quimic
(0) de 2,32 ppm, el qual es superposava amb els senyals dels productes que
tenien un grup ¢ester: els esters d’a,B-bromooctil, mono¢sters, diester 1 dimer, els
quals tenien també un senyal triplet en la mateixa zona, corresponent als protons

de la part del palmitat més propers al grup éster. Per tant, per poder obtenir
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I’area del senyal corresponent a I’acid palmitic es va restar a I’area del senyal
compresa entre 2,25-2,40 1’area corresponent a dos protons dels compostos amb
un grup ester, obtenint-se d’aquesta manera 1’area per a I’acid palmitic. La

Figura 42 mostra un exemple de calcul d’arees.

34 (2H)
35 (2H)
23 (2H)

0.10 0.41 0.45 2.40
[ [y [

T T
30 25
Chemical Shift (ppm)

Figura 42. Exemple de calcul d’arees d’un proté de cada compost.
Area d’un proté del palmitat d’ 1-(hidroximetil)heptil (35): 0,10

Area d’un prot6 del palmitat de 2-hidroxioctil (34): 0,38

Area d’un proto d’acid palmitic (23): (2,40-(0,10)*2-(0,38)*2)/2=0,72

A partir de ’area del senyal caracteristica de ’espectre de 'H de cada producte
de reaccio i 1’acid palmitic es va calcular el percentatge molar de cadascun
d’ells. Per tal d’assegurar-nos que al moment d’enregistrar la FID tots els
protons estiguessin relaxats 1 aixi I’area d’integracio de cada senyal caracteristic

fos més real a la quantitat de producte, es va utilitzar un temps de relaxacié de

10 s i un pols de 30°7.
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En els casos en que es va obtenir un percentatge elevat de [’éster de
bromohidrina es va procedir a purificar amb columna de silice cada producte de

la reacci0, obtenint aixi un rendiment final sobre producte aillat.

3.2.3.2. ESTUDI DE LA REACCIO DE L’1,2-OCTANDIOL, ACID
PALMITIC, KBr i I AMB DIFERENTS DISSOLVENTS

La Taula 1 mostra els productes obtinguts per a cada dissolvent estudiat en la
reaccié de 1’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic, KBr i I, com a catalitzador de la
reaccio. A 1’Annex IL1. es poden veure els espectres de 'H corresponents a la
reacci6 amb cada dissolvent. L’Unic dissolvent amb el que es va obtenir
palmitats d’o,B-bromooctil (28 i 29) va ser amb 1’organosila hexametiltrisiloxa
(HMTSO). No obstant el rendiment va ser molt baix, estimant-se en un 3%
respecte als altres productes formats i1 a 1’acid palmitic. Els productes majoritaris
van ser els palmitats de I’a,p-hidroxioctil (34 1 35), amb més proporcio de
I’isomer amb el grup hidroxil en posicié secundaria (34), seguit pel diester de
1’1,2-octandiol (36) i pel dimer (33), amb els grups &sters en posicid secundaria,

1 quedant encara molt acid palmitic sense reaccionar.

Pel que fa als altres dissolvents estudiats, en tots els casos, a excepcid de la
DMF amb la qual els reactius no van reaccionar, es van sintetitzar palmitats
d’a,B-hidroxioctil. Per 1’acetona, TBME, butanona, hexanona, HEDSO 1
HpMTSO es van formar els dos regioisomers sempre amb proporcidé majoritaria
de I’éster amb I’hidroxil en posicié secundaria (34) i amb I’ACN i HMDSO
només es va produir el monoester 34. Un dels altres productes majoritaris
formats va ser el diester (36). Aquest es va formar en un percentatge elevat quan

es va utilitzar butanona, pentanona, HEDSO 1 HpMTSO i en un percentatge més
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baix amb TBME. Amb el TBME es va produir també una certa quantitat d’1,2-
dibromoocta (32). A més, amb ’acetona, butanona i HpMTSO es va formar un

petit percentatge de dimer (33).

En resum, amb cap dels dissolvents estudiats es va produir un percentatge
significatiu de palmitats d’a,-bromooctil (28 i 29), produint-se amb la majoria
dels dissolvents estudiats una barreja de diferents esters, a excepcid de ’ACN i1
HMDSO, amb els quals I'inic producte format va ser el palmitat de 2-
hidroxioctil (34) quedant, no obstant, molt acid palmitic sense reaccionar,
indicant un baix rendiment de la reacci6 ja que 1’acid palmitic era el reactiu
limitant. Semblava, doncs, que si bé es formava monogster, producte que s’ha
postulat com I’intermedi de reaccid necessari per la posterior formacié de
I’intermedi ciclic que hauria de portar a 1’¢ster de la bromohidrina, no
evolucionava cap el producte desitjat practicament en quasi cap cas. En el cas

que ho feia (amb HMTSO), I’extensio del procés era molt petita.
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Taula 1. Productes de la reaccid de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic,

KBri I, en diferents dissolvents a les 48 h.
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T

Integracio

DISSOLVENT ©C) PRODUCTES senyal RMN® % molar
HMTSO 100 28 0,38 2
29 0,05 1
34 6,81 36
35 1,89 10
36 1,19 6
33 3,81 20
23 4,73 25
ACETONA | 80 34 1,25 43
35 0,30 10
33 0,24 8
23 1,12 38
TBME 80 34 2,66 14
35 2,52 13
36 1,20 6
38 3,71 18
23 9,73 20
DMF 80 - - -
ACN 80 34 1,24 63
23 0,73 37
BUTANONA | 100 34 6,20 32
35 2,60 13
36 9,80 51
33 0,80 4
23 nd -
PENTANONA | 100 34 1,46 37
35 0,62 16
36 1,92 48
23 nd -

* Integracio6 del senyal caracteristic de I’espectre de RMN de 'H per a cada
producte. Les integracions corresponen a la mitja de dues repeticions. A
1’ Annex I1.1. hi ha els espectres RMN de 'H d’una d’aquestes repeticions.
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Taula 1 (cont.).

T Integracio
DISSOLVENT ©C) PRODUCTES senyal RMN® % molar
HEXANONA | 100 34 0,96 79
35 0,33 17
36 0,49 25
23 nd -
HMDSO 100 34 6,12 64
23 3,38 36
HEDSO 100 34 2,40 38
35 0,40 6
36 3,60 56
23 nd -
HpMTSO 100 34 2,00 26
35 0.2 3
36 5,00 65
33 0,5 6
23 nd -

® Integraci6 del senyal caracteristic de I’espectre de RMN de 'H per a cada
producte. Les integracions corresponen a la mitja de dues repeticions. A I’Annex
I1.1. hi ha els espectres RMN de 'H d’una d’aquestes repeticions.

3.2.3.3. SINTESI DEL PALMITAT DE L’a,p-BROMOOCTIL AMB KBr,
I I DIFERENTS LIQUIDS IONICS

Com que amb cap dels dissolvents convencionals estudiats es va aconseguir la
sintesi d’esters de bromohidrina en rendiment adequat, es va voler estudiar si la
bromacid-esterificacid es duia a terme amb liquids ionics, amb el KBr com a
font d’halogen i el I, com a catalitzador de la reaccio6. Fins ara no s’ha descrit
cap reacci6 d’halogenacid-esterificacié en un sol pas amb Lls, pero si que han

estat emprats LIs en reaccions d‘esterificacio 1 d’halogenacio.
Ja que tots els LIs descrits a la literatura per esterificacions i halogenacions son

tots derivats de I’imidazole i la piridina, es procedi a estudiar un seguit de LIs

amb cations derivats de I’imidazole, la pirrolidina 1 la piridina. Els anions foren:
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[BF4]', [PFe]” 1 [N(Tf),]. Part d’aquests, concretament: [HMIM][N(Tf)],
[HMIM][BF,],  [BMPy][N(Tf).],  [BMaIM][N(Tf),],  [OMIM][N(Tf),],
[OMIM][BF4], van estar sintetitzats per mi durant la meva estada al grup de
recerca del Prof. Tom Welton a I’Imperial College of London. Altres van estar
sintetitzats pel seu grup d’investigacio: [BPy][N(Tf),], [BHIM][BF4],
[BDIM][BF4], [DBIM][BF4] i un era comercial, subministrat per Merck:
[BMIM][PF¢]".

La Taula 2 mostra els productes formats i la proporcié entre ells i I’acid
palmitic sense reaccionar per als LIs que contenen 1’ani6 [N(Tf),]. En tots els
casos va quedar bastant acid palmitic sense reaccionar. A excepcid del
[BMLIM][N(TH),], hi va haver formaci6 de palmitat d’a,B-bromooctil (28 i 29)
amb tots els LIs, essent perd el seu percentatge respecte els altres productes

formats 1 I’acid palmitic molt baix.

En tots els casos el producte majoritari que es va formar van ser els palmitats
d’a,B-hidroxioctil (34 i 35), amb proporcid sempre més gran del regioisomer

amb el grup hidroxil en posicio secundaria (34).

Al ser en tots els casos el producte majoritari el monoester 34 i al quedar bastant
acid palmitic sense reaccionar ens indicava que la reaccid d’esterificacio-
bromacio si que es produia pero molt lentament. En tots els casos, menys pel
[BMLIM][N(T),], també hi va haver formacié de diester (36) en un baix

percentatge.

*

: L’eleccio del cati6 i ani6 va ser aconsellada pel Prof. Tom Welton, professor de Quimica Sostenible al Departament
de Quimica de I’Imperial College of London, amb 80 publicacions sobre LIs, un Ilibre sobre Sintesi en Liquids Ionics™,
un capitol en un llibre sobre Avengos en sals fosses”” i una patent sobre un procés de reciclatge de LIs"
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Taula 2. Productes de la reaccié de 1I’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic,
KBri I, en diferents LIs amb I’ani6 [N(Tf),] a 100°C durant 48 h.

. . Integracio
LIQUID IONIC |PRODUCTE senyal RMN* % molar
[HMIM][N(TH);] 28 0,16 10

29 0,05 3

34 1,03 62

35 0,22 13

36 0,21 13

23 0,37 22

[OMIM][N(TY),] 28 0,82 3
29 0,45 2

34 10,44 38

35 2,72 10

36 1,27 5

33 0,10 1

23 12,00 41

[BMLIM][N(T*),] 28 0,45 30
35 0,15 10

23 0,91 60

[BPy][N(Tf),] 28 0,88 3
29 0,25 1

34 9,70 30

35 3,31 10

36 1,42 4

23 16,40 51

[BMPy][N(TH);] 28 1,15 5
29 0,65 3

34 11,49 47

35 3,12 13

36 1,66 7

39 0,18 1

23 6,38 26

* Integraci6 del senyal caracteristic de I’espectre de RMN de 'H per a
cada producte. Les integracions corresponen a la mitja de dues
repeticions. A I’Annex II.1. hi ha els espectres RMN de 'H d’una
d’aquestes repeticions.
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La Taula 3 mostra els resultats per als LIs amb 1’ani6 [BF4] i [PF¢]. Quan es
van utilitzar els LIs [BDIM][BF4] i [B,IM][BF,], els reactius van reaccionar
molt poc produint-se Unicament palmitats d’a,p-hidroxioctil (34 i 35),
basicament el monoe¢ster amb I’hidroxil en posicio secundaria (34). Amb els LIs
[BMLIM][BF4] i [HMIM][BF4] només hi va haver una petita formaci6 del
mono¢ster 34 i va quedar molt acid palmitic sense reaccionar. Amb els altres LIs
estudiats amb ’anié [BF4]", [OMIM][BF4] i [BMPy][BF.], hi va haver formacio6
de palmitat d’a,B-bromooctil (28 i 29) en una proporcid6 molt baixa i a més
també va quedar molt acid palmitic sense reaccionar. En aquests dos casos els
productes majoritaris eren els palmitats d’a,p-hidroxioctil (34 1 35) 1 un petit

percentatge de dicster (36).

Amb aquests LlIs, al ser el producte majoritari el monoéster 34 i al quedar molt
acid palmitic sense reaccionar ens indicava que la reaccid d’esterificacio-
bromacié si que es produia perod molt lentament. Només quan es va utilitzar el
[BMIM][PF¢] hi va haver una formacié significativa dels palmitats d’a,f-
bromooctil (28 1 29), 48% 1 27% respectivament, obtenint-se també en aquest
cas, més proporcié de I’isomer amb el brom en posicié primaria. Hi va haver
també formacié de diéster i va quedar encara acid palmitic sense reaccionar

(16%).
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Taula 3. Productes de la reaccié de 1’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic,
KBr i I, en diferents LIs amb I’ani6é [BF4]" i amb [BMIM][PF¢] a 100°C
durant 48 h.

Integracio
LI PRODUCTE senyal RMN® % molar
[B2IM] [BF4] 34 0,60 25
35 0,11 5
23 1,66 70
[HMIM][BF,] 34 0,54 18
23 2,45 82
[OMIM][BF,] 28 0,07 4
34 0,72 37
35 0,22 11
36 0,05 3
23 0,89 46
[BM>IM][BF4] 34 2,50 12
23 17,53 88
[BDIM]|[BF4] 34 0,23 13
35 0,05 3
23 1,53 85
[BMPy][BF,] 28 0,08 4
29 0,02 1
34 0,60 29
35 0,17 8
36 0, 04 2
23 1,18 56
[BMIM][PF¢] 28 0.88 48
29 0,50 27
36 0,17 9
23 0,30 16

* Integraci6 del senyal caracteristic de I’espectre de RMN de 'H per a
cada producte. Les integracions corresponen a la mitjana de dues
repeticions. A I’Annex IL.1. hi ha els espectres RMN de 'H d’una
d’aquestes repeticions.
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3.2.3.4. SINTESI DEL PALMITAT DE L’q,-BROMOOCTIL AMB KBr I
[BMIM][PF4] SENSE I,

Els LIs en sintesi organica poden actuar, a part de com a dissolvent en reaccions,
com a catalitzadors™**"""®  concretament poden ser considerats com
organocatalitzadors. Els organocatalitzadors tenen la particularitat de tenir un
facil equilibri entre els estats electro-rics i electro-deficients. Per entendre aquest
equilibri es pot considerar la protonacio-desprotonaciod, on, d’una banda pot
activar el reactiu 1 per 1’altra pot contribuir a I’equilibri cinétic del lligant. Com a
resultat d’aquest equilibri el mateix centre pot actuar com a acid o base de
Lewis’” o Bronsted”. Per exemple, la ribonucleasa A, conté una unitat

d’imidazole. Aquesta unitat pot actuar com a base general i la seva forma

protonada com un acid general®.

Per tant, es va creure convenient estudiar la reaccid de esterificacio-bromacio
amb el LI que vam obtenir més formacié de palmitat d’o,B-bromooctil, amb
[BMIM][PF¢], amb les mateixes condicions perd aquesta vegada sense I,

(Figura 43).

La reaccié de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic i el KBr en [BMIM][PF¢] i
sense I, va tenir lloc de la mateixa manera 1 amb la formacié dels mateixos
productes 1 en la mateixa proporcidé que amb I: 50% de 28, 24% de 29, 11% de
34, un 1% de 35, 1% de 36 i 13% de 23. Aix0 indica que el LI, el
[BMIM][PF¢], a part de dissolvent també ha catalitzat la reaccio.
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CH + CH3(CH,);4,COOH
Hoj\/\/\/ 3 3(CH2)14
21 23
KBr
BMIM PF,
Br H (CH2)14 O
H/yl\/\/\/ 3 {
CHy O n \
(0] \
)\ " * |>|/Y/\/29\/\/
2 CH
o ((|3H2)14 8 Br H ?
CHs
/(CH2)14 o HO
H,C

Figura 43. Reacci6 de 1’1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr en
[BMIM][PF¢]. Els protons en vermell i verd van ser els utilitzats pel
seguiment de la reacci6. Els protons en vermell van ser els utilitzats per la
quantificacid de la proporcid de cada producte de la reaccio.
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Tot seguit es va procedir a la purificaci6 dels productes obtinguts en columna de
silice per tal de conéixer el seu rendiment en pes aillat de cada producte de
reacci6. El rendiment de palmitat d’a,B-bromooctil fou moderat, d’un 43%, un
30% del palmitat d’1-(bromometil)heptil (28) 1 un 13% del palmitat de 2-
bromooctil (29). També hi va haver bastant formacié de monoe¢sters (34 i1 35),
un 23%. A més van apargixer altres productes en més baixa proporcid, el
bromoalcohol que té I’halogen en posicid primaria (30), rendiment del 4%, i que
no s’havia identificat en I’espectre de RMN de 'H, segurament per estar en un

baix percentatge, 1 un 6% de dicster (36).

Es va pensar que una possible explicacié del per que el rendiment era baix podia
ser deguda a la preséncia del catié K lliure en el medi de reaccid. Per aixo es va
voler estudiar la reaccié amb la preséncia d’un éter corona que segrestés el K i
d’aquesta manera s’augmentés la capacitat de 1’16 Br™ per halogenar, segons el
mecanisme proposat per Eras i col.?, comentat més endavant. Segons Sam 1
Simmons el ions halurs incrementen la seva reactivitat en preséncia d’éters
corona degut a la complexacio dels cations, fet que incrementa la dissociacid
ionica. També la reactivat pot ser deguda a I’augment de les propietats basiques

dels complexos*’.
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3.2.3.5. SINTESI DEL PALMITAT DE L’0,p-BROMOOCTIL AMB KBr
EN [BMIM][PF¢] SENSE I, AMB 18-CROWN-6 A DIFERENTS TEMPS
DE REACCIO

HO

+
Hoj\/\/\/CH3 CH3(CH7)14COO0H

21 23

BMIM PF,

\f -———————
j\/\/\/CH3 o (CHy)1,
HO I 35

CH,
oY
Br- +
K -—= KBr
(0] (0]
o
B
lj\/\/\/ /(CHZ)M ’
H,C
CH,
0 o
/I\ 29
9 (CH)14 28 + CH,
| Br

CH,

Figura 44. Esquema proposat per I’esterificacio-bromacié amb preséncia
de 18-crown-6.
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Es va realitzar doncs, la reaccio en les mateixes condicions a diferents temps de
b4 N\ . \ —+
reaccio pero ara amb ’addicié d’un éter corona per segrestar el K', 18-crown-6

(Figura 44). El seguiment de la reaccio es va dur a terme per RMN de 'H.

EVOLUCIO DE LA REACCIO

80
70 ~
60 -
50 +
40 ~
30 +
20 +
10 -

% MOLAR

Temps (h)

——23 28 —4A—29 —¢34 =35 —-36 —+—28+29

Figura 45. Evolucio dels diferents productes de reaccié de 1’1,2-octandiol
amb I’acid palmitic, KBr, 18-crown-6 en [BMIM][PFg].

A la Figura 45 es pot veure 1’evolucio de cada producte de reaccio i de I’acid
palmitic amb el temps. El percentatge entre els productes de reaccid 1 1’acid
palmitic va ser el calculat a partir de les integracions de cada senyal caracteristic
per cada producte de 1’espectre de 'H. L acid palmitic (23) va disminuir de les 0
fins les 24 h de forma exponencial. El monoéester amb 1’hidroxil en posicid
secundaria (34) va tenir el maxim de proporcio a les 8 h, disminuint després fins
a percentatges molt baixos. En canvi el mono¢ster amb I’hidroxil en posicid
primaria (35) practicament va mantenir durant les 48 h el seu maxim aconseguit

a les 4 h. El diéster (36) es comporta també d’una manera similar, tenint el seu
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maxim de proporcid6 a les 16 h, quan encara quedava acid palmitic per
reaccionar, i mantenint-se després. El palmitat d’a,B-bromooctil amb el brom en
posici6 secundaria (28) va tenir el seu maxim de percentatge de formacio a les 4
h, percentatge que practicament es va mantenir amb el temps. En canvi, el
palmitat d’a,B-bromooctil amb el brom en posicidé primaria (29) va augmentar
d’una forma exponencial amb el temps. Com que a partir de les 24 h aquest va
continuar augmentant i la proporcié d’acid palmitic no va disminuir pero si ho
va fer la proporcié del monoéester amb 1’hidroxil en posicidé secundaria (34),
podem concloure que aquest ¢ster de bromohidrina es va formar a partir del
monoester, confirmant el mecanisme de reaccid posteriorment comentat.
Golding i col. van observar la mateixa evolucid dels productes de reaccié amb el
temps en la formacié d’acetats de bromohidrina a partir del 2,3-butandiol 1 1’1,2-

ciclohexandiol amb HBr 6 M en acid acétic'’.

A continuacid es va procedir a la purificacié dels productes de reaccid després
de 48 h de reacci6 en una columna de silice. La preséncia de 1’¢ter corona, amb
I’objectiu de segrestar el K", va fer augmentar el rendiment de palmitats d’a.,p-
bromooctil d’un 43% a un 85%, un 60% del palmitat d’1-(bromometil)heptil
(28) 1 un 25% del palmitat de 2-bromooctil (29). Va disminuir la produccié de
diester recuperat (36), ara del 3%, pel que fa a la reaccié sense 1’¢ter corona .
Tal 1 com es veia en la grafica de la figura, també hi va haver una disminucio de
palmitats d’a,B-hidroxioctil (34 1 35), essent el rendiment del 6%, amb una
relaci6 d’isomers de 90:10 (34:35). Amb la preséncia de I’¢ter corona també es
va formar 1’1-bromooctan-2-ol (30), amb un rendiment del 5%, i un 1% del 2-
bromooctan-1-ol (31). El percentatge de cada un dels productes formats respecte
al total de tots ells va ser d’un 87% pel palmitat d’a,B-bromooctil, d’un 5% pels

bromoalcohols, un 5% pels monoesters i d’un 3% pel diéster. Encara que hi ha
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formacié de subproductes, el palmitat d’a,B-bromooctil és de facil purificaci6 ja
que només s’ha de passar per una columna de silice seca al buit amb hexa:éter

(99:1), essent el primer que elueix.

3.2.3.6. ESTUDI DE LA INFLUENCIA DE L’ESTEQUIOMETRIA
KBr:ACID PALMITIC EN LA SINTESI DEL PALMITAT D’a,p-
BROMOOCTIL

Una vegada aconseguit un elevat rendiment d’esterificacio-bromacié es va voler
estudiar la influéncia de la proporcié molar del KBr amb 1’acid palmitic. Per
aixo es van estudiar diferents estequiometries KBr:acid palmitic (23). A I’igual

. .7 . 1
que anteriorment, la reacci6 es va seguir per RMN de H.

Si es consideren les dades obtingudes per RMN de 'H, amb un excés molar de 3
del KBr respecte del palmitic (23) ja es va produir el maxim rendiment de la

reacci6 (Taula 4).

A continuacio6 es va procedir a la purificacié dels productes de les reaccions en
les que es va obtenir un alt rendiment d’¢sters de bromohidrina, proporcions 5:1
i 3:1 de KBr:acid palmitic (23). Com que I’objectiu era congixer el rendiment de
palmitat d’a,B-bromooctil, només es van purificar els palmitats d’a,B-bromooctil
(28 129) 1 el diester (36), ja que aquest a I’hora de la purificacié en columna de

silice eluia justament a la fraccio segiient als palmitats d’a,-bromooctil.

Amb una proporcié molar de 3:1, el rendiment de palmitat d’a,p-bromooctil
baixava fins a un 64%, amb una relacio regioisomerica de 28:29 de 73:27. A
més en aquest cas es va veure una mica més afavorida la producci6 de diéster,

amb un rendiment del 8%, que amb una proporcié de 7:1 KBr:acid palmitic.
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Amb una proporcid de 5:1, s’obtenia el mateix rendiment que amb 7:1. Un 84%
dels palmitats d’a,B-bromooctil, amb una relacié 71:29 entre el palmitat d’1-
(bromometil)heptil (28) i el palmitat de 2-bromooctil (29), i un 3% de diéster, el
que indicava que la reaccid es podia dur a terme reduint la quantitat de KBr de

7:1a5:1.

Taula 4. Productes de la reaccio de 1’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic,
KBr en [BMIM][PFs] 1 18-Crown-6 a diferents proporcions
estequiometriques de KBr:acid palmitic(23) a 100°C i durant 48 h.

. Integracio
KBr:23 | PRODUCTES senyal RMN® % molar
7:1 28 9,00 53

29 3,39 20
34 0,83 5
36 2,27 13
23 1,62 9
5:1 28 1,60 57
29 0,47 25
36 0,16 8
23 0,18 10
3:1 28 1,12 61
29 0,47 25
36 0,14 8
23 0,12 6
2:1 28 0,89 43
29 0,50 24
36 0,30 14
23 0,39 19
1,1:1 28 0,84 28
29 0,41 14
36 0,29 9
23 1,46 49

*Integracié del senyal caracteristic de I’espectre de 'H per a
cada producte. Les integracions corresponen a la mitja de
dues repeticions.
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Es pot concloure, doncs, que si bé per RMN la proporcioé 3:1 semblava donar
rendiments equivalents, quan es purificaven els crus de reaccid es feia evident
que s’havia d’anar a una relacié 5:1 per obtenir els percentatges més elevats. Per
la seva banda la proporci6 de KBr no semblava afectar en gran mesura a la

relaci6 entre els dos regioisomers.

Aixi doncs, una de les metodologies per sintetitzar palmitat d’a,p-halooctil en
un sol pas és I’extensié de la metodologia descrita per Eras i col.’’. Es pot
obtenir el palmitat d’a,B-clorooctil a partir de 1’1,2-octandiol i 1’acid palmitic
amb CTMS amb un rendiment del 86%, un 77,4% del palmitat d’1-
(clorometilheptil) i un 8,6% del palmitat de 2-clorooctil (proporcié 90:10).

Amb la substitucié del CTMS pel BrTMS també es pot obtenir el corresponent
palmitat d’a,B-bromooctil a partir de 1’1,2-octandiol i1 1’acid palmitic amb un
rendiment en aquest cas del 79%, un 59% del palmitat d’1-(bromometilheptil) i

un 20% del palmitat de 2-bromooctil (proporcio 75:25).

Al intentar realitzar 1’esterificacié-bromacié amb HBr a partir de 1’1,2-octandiol
1 I’acid palmitic, el rendiment del palmitat d’a,B-bromooctil va ser només del
44%, 1 hi va haver més proporcié de I’isomer amb el brom en posicid
secundaria. Aixi s’obté un 20% del palmitat d’1-(bromometilheptil) 1 un 24%
del palmitat de 2-bromooctil (proporcio 45:55). Encara que a la literatura hi ha
metodes descrits per la sintesi d’ésters d’halohidrina amb elevat rendiment i
regioespecificitat a partir d’HBr aquests sempre son acetats i no hi ha cap
métode descrit amb altres acids'®>'. Els acetats d’halohidrina sovint no sén tan
utils per a la transformacioé d’aquests amb lipases, ja que aquestes prefereixen

\ . 81
¢sters de cadena més llarga™ .
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Finalment el palmitat d’a,B-bromooctil es pot també obtenir a partir de 1’1,2-
octandiol, I’acid palmitic i el KBr en [BMIM][PF¢] en un sol pas. En aquest cas
el rendiment és del 85%, major que amb BrTMS, encara que amb una proporcid
una mica superior del palmitat de 2-bromooctil (29% en front del 25%). Amb
els altres metodes quimics descrits en la literatura, en cap cas s’obté un
rendiment de reaccid quantitatiu i en la majoria d’aquests es formen també
subproductes com diesters 1 monog¢sters. Els métodes quimics descrits utilitzen,
per a I’obtencié d’ésters d’halohidrina, fonts d’halogen variades com: halurs
d’acid, pentahalogenurs de fosfor, halurs de tionils, dibromurs de trifenilfosfina,
bromosuccimida (NBS) i halotrimetilsilans entre altres. Reactius amb diferent
nivell de toxicitat i generalment irritants, per tant no gaire respectuosos amb el
medi ambient. A la vegada poden generar subproductes halogenats, entre ells
halurs d’acid. A més, a excepcido dels halotrimetilsilans, es necessita de
dissolvents com benze, diclorometa, dimetilformamida, per a que es dugui a
terme la reacci6 i de vegades la preséncia de bases com la piridina. A més a més

generalment es requereix més d’una etapa de reaccio.

La metodologia desenvolupada en aquesta tesi per a la sintesi de palmitat d’a,[3-
bromohidrina és ambientalment més respectuosa. El KBr o altres KX son de
facil manipulacid ja que son solids i amb baixa pressié de vapor i son menys
toxics que altres fonts d’halogen. El KBr, encara que la Food and Drug
Administration (FDA) ha prohibit el seu us, s’havia utilitzat al segle XIX i al
comencament del segle XX en medicina i veterinaria com anticonvulsiu i
sedant. Actualment s’utilitza com a medicament antiepiléptic per a gossos i gats.

, . . e1a .. 8283
A Alemanya es permet el seu us en medicaments antiepileptics

. Pel que fa
als LIs, en el capitol on es descriu la preparacié de liquids ionics, ja s’ha explicat

que, degut a les seves propietats fisico-quimiques séon una de les alternatives als
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dissolvents convencionals, normalment inflamables, volatils 1 toxics, per tenir
una molt baixa pressio de vapor, gran estabilitat térmica, dissoldre un ampli rang

de compostos i capacitat de ser reciclats entre moltes altres.

Segons la meva coneixenga €s la primera vegada que s’utilitza un LI per a la
sintesi d’esters d’halohidrina en un sol pas com a medi de reacci6 i com

catalitzador d’aquesta.

Degut a I’elevat rendiment i bona regioespecificitat de 1’esterificacio-bromaciéd
de 1’1,2-octandiol amb I’acid palmitic i el KBr en [BMIM][PF¢] es va voler

estudiar I’extensio de la reaccio a altres 1,2-diols, acids 1 sals d’halur.

3.3. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-BROMACIO
AMB DIFERENTS DIOLS

Es va estudiar I’esterificacidé-bromacio de diferents diols amb 1’acid palmitic, el
KBr i amb [BMIM][PF¢] (Figura 46). En concret es van estudiar 1’1,2-
hexandiol, 1,2-pentandiol, 1,2-butandiol, 1,2-propandiol i 1’1,3-butandiol, un
1,3-diol precursor del R-4-cloro-2-butanol, intermediari sintétic per a la

preparacio de lactones”.

La Taula 5 mostra per als diols estudiats els productes obtinguts i el percentatge
molar dels productes de la reacci6 i I’acid sense reaccionar. La Taula 6 mostra
els rendiments dels productes recuperats per a cada diol una vegada el cru de

reaccio fou purificat emprant una columna de silice.
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HO
S(CHN
+ CH3(CH5)14COOH
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(CH2)n j/H \ﬁ| H (CH2)n
P (CHy) (CHon J<H
n
j\ Ri 4 o~ 2 + o~ 2 + o R1
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CH/(CH2)14
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37, 42, 47, 52, 55: n=1 ; R,=(CH,);CHj
38, 43, 48, 56: n=1 . R;=(CH,),CH;

39, 44, 49, 53, 57, 60: n=1 . R,=CH,CH;
40, 45, 50, 58: n=1 . R,=CH,

41, 46, 51, 54, 59, 61: n=2 . R,=CH,CH;

Figura 46. Reaccié de diferents diols amb I’acid palmitic, KBr i 18-

crown-6 en [BMIM][PF¢]. Els protons en vermell van ser els utilitzats per
la quantificaci6 de la proporcid de cada producte de la reaccio.
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Taula 5. Productes obtinguts de la reaccid de diferents diols amb 1’acid
palmitic, KBr i 18-crown-6 en [BMIM][PF¢] a 100°C i durant 48 h.

Integracio
DIOL PRODUCTES senyalgRMN“ % molar
37 | 1,2-hexandiol 42 1,19 50
47 0,59 25
55 0,61 26
23 - -
38 | 1,2-pentandiol 43 1,58 57
48 0,71 25
56 0,50 18
23 - -
39 | 1,2-butandiol 44 1.01 40
49 0.55 22
57 0,26 10
23 0,73 29
40 | 1,2-propandiol 45 2,73 41
50 1,06 16
58 0,26 4
23 2,69 40
41 | 1,3-butandiol 45 1,23 36
51 0,63 19
59 1,54 45
23 - -

* Integraci6 del senyal caracteristic de 1’espectre de 'H per a cada producte.
Les integracions corresponen a la mitja de dues repeticions.

Pel que fa a tots els 1,2-diols estudiats el rendiment de palmitats d’a,p-
bromoalquil ha disminuit si es compara amb 1’1,2-octandiol. Per a 1’1,2-
hexandiol (37) 1 1’l,2-pentandiol (38) el rendiment de palmitats d’o,p-
bromoalquil (productes 42, 47 1 43, 48 respectivament) ha passat d’un 85%, que
s’obtenia amb 1’1,2-octandiol, a un 60%. No obstant s’ha conservat la proporcio
entre els dos regioisomers (70:30). A I’igual que per 1’1,2-octandiol, hi ha hagut
formacié de diester (55 1 56 respectivament), aquesta vegada amb un
percentatge lleugerament superior. Si bé no es van detectar per RMN de 'H,

quan es va purificar el cru es recuperaren petites quantitats de monoesters. Aixi
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en el cas de 1’1,2-hexandiol es recupera un 4% del monoester 52 (hidroxil en

posici6 secundaria).

Taula 6. Productes i rendiment obtinguts de la reaccié de diferents diols
amb 1’acid palmitic, KBr i 18-crown-6 en [BMIM][PF¢] una vegada el cru
ha estat purificat emprant gel de silice.

DIOL Producte | %Rendiment reaccié”
42 60
37 | 1,2-hexandiol g; (67433)
55 13
43 60
38 | 1,2-pentandiol 48 (70:30)
56 5
44 53
49 (65:35)
40 | 1,2-butandiol 53 6
60 (72:28)
57 8
45 47
41 | 1,2-propandiol 50 (72:28)
58 3
46 41
51 (66:34)
42 | 1,3-butandiol 54 9
61 (73:27)
59 21

# El rendiment de cada producte, després purificaciéo en columna de
silice, s’ha calculat respecte els mols maxims que es poden formar a
partir del reactiu limitant, I’acid palmitic. Els rendiments corresponen a
la mitja de dues repeticions.

El rendiment d’¢ster de bromohidrina obtingut per 1’1,2-butandiol (39) va ser
encara més baix, del 53 % (44, 49) i va augmentar la proporci6 de 1’¢ster amb el
brom en posicid secundaria, essent en aquest cas la proporcio entre 44 i 49 de

65:35. Hi va haver també formacido de monoe¢sters (53, 60), amb proporcid
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majoritaria de I’éster amb el grup hidroxil en posicié secundaria (53), i formacid
de diester (57). A més va quedar bastant acid palmitic sense reaccionar. Per
1’1,2-propandiol (40) el rendiment va ser encara més inferior, del 47% (45, 50), i
queda encara més acid palmitic sense reaccionar. Aquesta vegada, pero, la

proporci6 entre 45:50 fou de 74:29. També hi va haver formaci6é d’una mica de

di¢ster (58).

En resum, a I’escurgar la cadena carbonada de 1’1,2-diol el rendiment dels ésters
de bromohidrina disminueix. Disminueix en un 26% quan passa de 8 a 6
carbonis, conservant-se de 6 a 5 carbonis. Com que no s’observa un significant
increment en la quantitat de diéster podria indicar que la reaccié amb cadenes
carbonades d’1,2-diols més curtes que 1’1,2-octandiol és més lenta. La longitud
de la cadena carbonada no sembla que tingui cap tipus d’influéncia amb la

proporci6 entre els dos regioisomers dels esters de bromohidrina.

Pel cas del 1,3-diol estudiat, 1’1,3-butandiol (41) déona també un rendiment baix
d’ester d’a,y-bromobutil (46, 51), concretament el 41%. També hi ha formacio6
de monoesters (54 1 61). En aquest cas el rendiment de die¢ster és molt més
elevat que en el cas dels 1,2-diols, indicant que la major separacié dels dos
grups hidroxils del diol podria afavorir 1’esterificacio dels dos hidroxils en front

de la substitucio.

146



Capitol 111

3.4. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-BROMACIO
AMB DIFERENTS ACIDS

Es va voler també estudiar la influéncia del tipus d’acid en la reaccio
d’esterificacio-bromacié (Figura 47). Per aix0 es van triar diferents tipus
d’acids, dos lineals saturats de cadena més curta que I’acid palmitic: I’acid
decanoic 1 I’acid acétic 1 altres amb un anell de benzé amb diferents substituents,
I’acid benzoic, I’ibuprofé i I’acid cinamic. En aquest cas la relacié KBr:acid va

ser de 3:1, per aixi veure millor la diferéncia entre els rendiments.

La Taula 7 mostra per als diferents acids estudiats els productes obtinguts 1 el
percentatge molar entre els productes i I’acid sense reaccionar. A I’ Annex II.1.
es poden veure els espectres de RMN de 'H corresponents a una de les

repeticions de la reaccio.

Pel que fa als acids lineals saturats, 1’acid acétic (1) i el decanoic (62), es va
observar un percentatge elevat, al voltant del 80%, d’¢sters d’a,B-bromooctil
(66, 71 1 67 i 72 respectivament) amb la preséncia en ambdods casos d’acid
sense reaccionar (menys del 10%) 1 amb la formaci6 de monoester amb
I’hidroxil en posicio secundaria (75 1 76 respectivament). Les proporcions entre
els dos esters de bromooctil foren de 62:38 pel cas de 1’acid acetic i de 68:32 per
I’acid decanoic. Sembla ser doncs que es compleix el que ja varen observar
Méndez. i col en un estudi semblant amb CTMS, quan més curta és la cadena de
I’acid major és la proporcid del regioisomer amb el brom en posicid

secundaria®’.

Amb els acids que tenien un anell de benze, 1’acid benzoic, cinamic i I’ibuprofe,

també hi va haver formacié d’¢sters de bromohidrina. Quan I’acid fou el benzoic
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(63), aquest reaccionava molt poc ja que s’observa un percentatge d’acid molt
elevat (88%). L’tnic producte que s’observava en I’espectre de RMN de 'H era

el benzoat d’1-(bromometil)heptil (68), és a dir, I’éster amb el brom en posici6

primaria.
HO
j\/\/\/CHS + RCOOH
HO
21 1, 62-65
BMIM PF,
KBr
18-crown-6
H Br
/ BFWCH3 H3C H \
o) R 5
H
T 66-70 + 71-74 o
© OH CH, R/KO
H,C 0
+ 3 MH 04</
H H
o R + R
76, 77 Y

! (@] OYO 75 i
\ Ji

R

1, 66, 71, 75: R=CH; ; 62, 67, 72, 76: R=(CH,)3sCH3 ; 63, 68: R= :

O CH,
64, 69, 73: R= ; 65,70, 74, 77: R=

CH,

Figura 47. Reaccié de 1’1,2-octandiol amb diferents acids, KBr, 18-
crown-6 en [BMIM][PF]. Els protons en vermell van ser els utilitzats per
la quantificaci6 de la proporcid de cada producte de la reaccio.
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Quan I’acid fou el cinamic (64) també va quedar molt acid per reaccionar i els

dos tnics productes que es van formar foren els cinamats d’a,f-bromooctil (69,

73), en aquest cas els dos regioisdmers estaven en percentatges semblants

(58:42), 28% de 69 1 20% de 73. Quan I’acid fou I’'ibuprofe (65) també hi va

haver formacié d’¢sters d’a,p-bromooctil (70, 74) en una proporcié de 81:19,

quedant una quantitat important d’acid sense reaccionar (28%). En aquest cas

també es va formar diéster (77).

Taula 7. Productes obtinguts de la reaccio de diferents acids amb 1°1,2-
octandiol, KBr i 18-crown-6 en [BMIM][PFs], amb una proporcido de
KBr:acid de 3:1 a 100°C i durant 48 h.

. Integracio % molar
Acid PRODUCTES senyal
RMN*
66 1,74 51
1 acetic 71 1,05 3
75 0,52 15
1 0,12 3
67 1,42 57
. 72 0,66 27
62 | decanoic 76 0.22 9
62 0,18 7
. 68 0,44 12
63 benzoic 63 315 28
69 4,09 28
64 | cinamic 73 2,90 20
64 7,68 52
70 8,63 46
. . 74 2,07 11
65 | ibuprofe 7 27 15
65 5,23 28

* Integracio6 del senyal caracteristic de I’espectre de 'H per a cada

producte. Les integracions corresponen a la mitja de dues repeticions.
A I’ Annex IL1. hi ha I’espectre de RMN de 'H d’una de les repeticions
de cada reaccid.
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La purificaci6 en columna de silice del cru de reacci6 resultant d’emprar I’acid
decanoic (62) va rendir un 43% de decanoats d’a,Bf-bromooctils purs,
concretament un 29% del decanoat d’1-(bromometil)heptil (67) i un 14% del
decanoat de 2-bromooctil (72). Aquest rendiment era un 20% inferior al que
s’havia obtingut en el cas dels palmitats d’a,B-bromooctil. Tenint en compte
aquest resultat i que els percentatges pels altres acids calculats per RMN de 'H
eren inferiors als de 1’acid decanoic no es va creure necessari la purificacio dels

altres crus de reaccio .

A continuacié es va passar a estudiar la reaccid de 1’1,2-octandiol, 1’acid
palmitic amb 18-crown-6 en [BMIM][PFs] amb altres fonts d’halogen,
concretament el clorur de potassi (KCl), el iodur de potassi (KI) i el fluorur de
potassi (KF), per veure si el nostre sistema de reaccié funcionava amb els altres

halogens (Figura 48).

35. ESTUDI DE LA REACCIO D’ESTERIFICACIO-
HALOGENACIO AMB DIFERENTS FONTS HALOGEN

La Taula 8 mostra els productes obtinguts i el seu percentatge molar, calculat
per RMN de 'H, amb els diferents halurs de potassi emprats. En aquest cas
només es va obtenir 1’éster d’halohidrina desitjat quan la font d’halogen va ser el
clor (24 i 25), en un 86% de rendiment i en una proporcié de 80:20. Quan
s’empra clorur potassic també es va observar formacio de diester (36). Amb el
KI només es van obtenir monoesters (34 1 35) quedant encara molt acid palmitic
sense reaccionar (65%). Amb KF no es va formar cap producte. El rendiment
d’ésters de clorohidrina (24 1 25) després de la seva purificacié en columna de
silice va ser moderat, d’un 55%, un 44% del palmitat d’1-(clorometil)heptil (24)
1un 11% del palmitat de 2-clorooctil (25).
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HO.
j\/\/\/CHg CH3(CH,)1,COOH
HO
21 23
KX
BMIM PF,
18-crown-6
(CH2)14_o o \
{ :l\/\/\/CHs Hac” Y _(CH)14 0 /(CH2)14'x
o 4 )\ HaC \[( H CH,
X I
07" (Crizua 24 + CHa
CHa X o
OH Ho
CH, H CH3
CH3
o
+ 34 j\ * )\H
CH
07 Nchus  © foHzha 3
CH3
KX: X=CL LI F
24, 25: X=Cl

Figura 48. Reacci6 de I’1,2-octandiol amb 1’acid palmitic, amb diferents
sals d’halogen en [BMIM][PF¢]. Els protons en vermell van ser els
utilitzats per la quantificaci6 de la proporcié de cada producte de la

reaccio.
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Taula 8. Productes obtinguts de la reaccid de diferents sals d’halur amb
1’1,2-octandiol, 1’acid palmitic, 18-crown-6 en [BMIM][PF¢], amb una
proporci6 de KX:acid palmitic(23) de 5:1.

Sal d’halur | PRODUCTES s::;glgﬁ‘ﬁ‘l’v % molar
KCI 24 4.10 69
25 1.02 17
36 0.83 14
23 ) ;
Kl 34 233 19
35 1.89 16
23 7.79 65
KF nd - -

2 Integracio del senyal caracteristic de I’espectre de RMN de 'H per
a cada producte. Les integracions corresponen a la mitja de dues
repeticions. A I’Annex II.1. hi ha I’espectre de RMN de 'H d’una
de les repeticions de cada reaccio.

nd: no detectat

Com els LIs estan formats de dues parts, tenen el gran avantatge d’una
flexibilitat sintética molt gran, permetent aquest fet el disseny de LIs per a cada
procés especific. No obstant, les fortes interaccions 16-16 que presenten els LIs
fa que hi hagi un elevat ordre de xarxes polimériques supermoleculars
tridimensionals dels anions i cations necessitant-se energies més altes per
acostar tots els soluts®, fent que quan es canvien els soluts canvii la energia per
acostar-los i per tant que la reacci6 sigui més rapida o més lenta. A més, el LI no
només actua com a dissolvent sind que també fa de catalitzador i1 la seva

interaccio amb el solut es deu veure molt afectada per la naturalesa d’aquest.
A més, els halogens tenen una gran interaccio amb el LI degut a la seva

naturalesa ionica, modificant completament les propietats fisico-quimiques del

LI. En el Capitol II ja s’explica que un nivell molt baix d’impureses d’halogen,
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aixi com també¢ 1’aigua, poden modificar les seves propietats d’'una manera molt

significativa, ja que modifica les xarxes polimeriques tridimensionals.

3.6. REACCIO DE L’1-OCTANOL AMB L’ACID PALMITIC

Per tal de comprovar que no es produia una bromacio6 directa de 1’alcohol es va
fer reaccionar 1’l-octanol amb acid palmitic i KBr en proporcions
estequiometriques de 2:0,5:7 respectivament (Figura 49). Com es pot observar
en I’espectre de RMN de 'H (Figura 50) dels productes de reaccié no es va
observar la formacié d’1-bromoocta. Unicament s’observa 1’esterificacié de 11-

octanol amb 1’acid palmitic .

0]
HO CH C )L CH
N\ —~'s + CH3(CH2)14COOH ——— /( Hg)7 s
(CH2)7 H,C o (CH2)14

Figura 49. Reacci6 de 1’1-octanol amb 1’acid palmitic i KBr
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Jul 25 2007 | Date Stamp Ju 25 2007_] File Name E107.00i012007\atito_2007.07. 2 01 ]
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 [Points Count 8102 |
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 2000 Solvent CHLOROFORM-d [ Spectrum Offset (Hz)  1800.4095 ]
Sweep Width (Hz) 400160 | Temperature (degree C) 25.000

525 ]1-octanol+paimitic.esp

015

Normalized Intensity

010

T T T
45 4.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 50. Espectre de RMN de 'H del producte de reaccié de 1’1-octanol
amb 1’acid palmitic, el palmitat d’1-octanol.

3.7. MECANISME DE LA REACCIO

El fet de que quan es va realitzar el seguiment de la reaccié amb el temps, es va
veure com primer hi havia més percentatge del monoester 34, mono¢ester amb
I’hidroxil en posicié secundaria, i que aquest disminuia amb la formacié dels
esters d’a,B-bromooctil (28 i 29) porta a pensar que per qué hi hagi formacid
dels ¢sters de bromohidrina s’ha de formar un ortoéster procedent dels
monogsters 1 aquest posteriorment reacciona amb els ions bromur a través d’un
procés nucleofil. A més, el fet de qué no hi hagi formacio d’1-bromoocta indica
que no es dona una bromacié directa de 1’alcohol ni una substitucié nucleofila
sobre 1’éster una vegada format. A la Figura 51 hi ha el mecanisme proposat

per la reacci6 de formacio d’ésters de bromohidrina.
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KBr <—= K* j Br
R o Br
2

0 R
B\)\ )J\ + HO

. o R, Ry o~/<

28 29 Ry

R,= (CH,),,CH;; R, = (CH,);CH,

Figura 51. Mecanisme de reaccid proposat per a la sintesi de palmitat
d’a,B-bromooctil a partir de 1’1,2-octandiol 1 I’acid palmitic, KBr, 18-
crown-6 en [BMIM][PFg].

Segons el mecanisme de reaccid proposat, el diol es pot transformar en els

monogsters corresponents. Els monoésters (34 1 35) poden donar a la formacio

d’un anell dioxigenat, similar al proposat per diversos autors

7,15,17,19,21,26,85

Aquests intermediaris, amb equilibri amb el mono¢ster, poden tautomeritzar cap
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a 80. Després, aquest compost pot reaccionar amb els ions bromur a través d’un
15,17,19,26,85

procés nucleofil d’obertura similar al proposat per diversos autors
\ + \ . , .
L’¢ter corona 18-crown-6, segresta el K' provocant la preséncia de més ions
lliures de bromur. L’atac pel bromur pot produir els corresponents ésters de
bromohidrina, amb preferéncia per 1’¢ster amb el brom en posici6 primaria (28),

posici6 més favorable estéricament.

Quan augmenta la distancia entre els hidroxils, 1’anell de I’intermediari
dioxigenat és més gran, augmentant la flexibilitat d’aquest intermediari i
s’originant-se un nombre superior d’estats conformacionals d’energia similar,
permetent que el brom es pugui aproximar amb més facilitat a la posicid

secundaria’®.
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4. CONCLUSIONS

Amb la finalitat de trobar noves metodologies per les reaccions organiques
mediambientalment més respectuoses, s’ha desenvolupat un sistema de reaccio
per a la sintesi del palmitat d’a,f-bromooctil que consisteix en I’esterificacio-
bromaci6 de 1’1,2-octandiol amb [I’acid palmitic i KBr en un LI, el
[BMIM][PF¢], amb un rendiment elevat, del 85% i en un sol pas. A més hi ha
més proporcid del regiosomer amb el grup brom en posicié primaria, un 70%
respecte del que té el brom en posicid secundaria, essent aquest un intermediari
més atil per a la sintesi de compostos d’interés comercial®®. Pel que ens consta
¢és el primer métode d’esterificacio-bromacio en un sol pas amb LIs que s’ha

descrit.

L’extensi6 d’aquest sistema de reaccio a altres diols, acids o altres sals d’halur
no va tenir ¢xit en tots els casos. Si que es va aconseguir la sintesi del
corresponent ester d’halohidrina per tots els 1,2-diols estudiats i per 1’1,3-
butandiol, pero el rendiment va ser moderat, d’un 40-60%. Aquest rendiment
moderat podria ser degut a que ara la reaccid és molt més lenta, al igual que
passava quan es va estudiar la reaccid6 amb I’l,2-octandiol i altres LIs com
[HMIM][N(TD),],  [OMIM][N(Tf)], [BPY][N(Tf2], [BMPy][N(T.] i
[BMPy][BF4] amb els quals si que es produia I’¢ster de bromohidrina desitjat i

el seu precursor, el mono¢ster.

Quan es du a terme la reaccié amb altres acids en lloc del palmitic, la davallada
en el rendiment encara és més gran indicant també que potser la reaccio €s molt
més lenta, segurament degut a la diferent naturalesa dels acids respecte de 1’acid

palmitic.
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Quan es va estudiar la reacci6 amb altres fonts d’halogen, KCI, KI 1 KF, només
es va obtenir I’éster d’halohidrina desitjat pel KCI i el rendiment també va ser

moderat, del 55%.

Per tal d’estendre la reacci6 d’esterificacio-halogenacié a altres reactius, diols,
acids 1 fonts d’halogen, aixi com augmentar els rendiments ara obtinguts,
s’haurien d’estudiar modificacions de la reaccid, tant pel que fa a temps i
temperatura de reaccid, quantitat del LI, com en el disseny de nous LIs més
especifics per a cada procés, per exemple modificant dels substituents del cati6

que forma part del LI.
La RMN de 'H ens permet seguir ’evolucid dels productes majoritaris de

I’esterificacid-halogenacié (>10%), coneixent el percentatge entre ells 1 si els

reactius han reaccionat en molt o poc per a la formacio dels diferents productes.
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5. MATERIAL I METODES

5.1. MATERIAL

L’1,2-octandiol (21), el iode, el KBr, el KCI, el KI I’acetona, 1’1-octanol, 1,2-
pentandiol (38), la butanona, pentanona, hexanona i el cloroform deuterat van
ser subministrats per Acros Organics, Barcelona, Espanya. El CTMS, BrTMS,
HBr,q del 62% 1 1’1,2-butandiol (39), I’acid benzoic (63), I’1-bromoocta van ser
subministrats per Fluka, Madrid, Espanya. L’HMTSO, HMDSO, HEDSO,
HpMTSO, 18-Crown-6, I’1,2-propandiol (40), 1’1,2-hexandiol (37), 1’acid
decanoic (62), I’ibuprofe (65), 1’1-bromooctanol van ser subministrats per
Sigma-Aldrich, Madrid, Espanya. El [BMIM][PF¢], I’acid acetic (1), 1’acid
cinamic (64) i la silice gel 60H va ser subministrat per Merck, Barcelona,
Espanya. L’acid palmitic (23), 1’1,3-butandiol (41) va ser subministrat per
Riedel-de Haén, Madrid, Espanya.

5.2.INSTRUMENTACIO
5.2.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

L’equip de Ressonancia Magnética Nuclear utilitzat va ser un MERCURYplus
AS400 MHz NMR Spectrometer Systems de VARIAN amb una sonda 400
AutoSwitchable 4 Nucleus Probe 'H/ F/C/A'P, 'H/ F/{ °N- *'P} PFG, dels

Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Lleida.

5.2.2. CROMATOGRAF DE LiQUIDS, HPLC

Les analisis per cromatografia liquida d’alta resolucio, HPLC, es van dur a
terme en un cromatograf format per un injector Waters'™ 717 plus Autosampler,

un desgassificador en linia Waters, una Bomba binaria, Waters 1525 p i un
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detector de difusio lluminosa (ELSD), Eurosep. El software utilitzat va ser el

Millenium®? de Waters.

5.2.3. ESPECTROMETRIA DE MASSES

Espectrometre de masses d’alta resoluci6 VG AutoSpec (Micromass
Instruments) amb técnica d’ionitzacié EI i analitzador de sector electric i
magnetic, de la Unidad de Espectrometria de Masas de la Universidad de

Cordoba, pels productes 28, 29, 34-36.

Espectrometre de masses d’alta resoluci6 Finnigan MAT95S amb técnica
d’ionitzacid EI i analitzador de sector magnetic, de la Unitat de Espectrometria

de Masses de la Universitat d’Alacant, pels productes 24, 25, 42-51.

5.3. METODES

53.1. ESTUDI DE LA SINTESI DEL PALMITAT DE L’a,p-
CLOROOCTIL AMB CTMS i DEL PALMITAT DE L’a,p-
BROMOOCTIL AMB BrTMS i HBr

En un vial de rosca es van agitar a 80°C durant 48 h una mescla d’1,2-octandiol
(0,23 g, 1,6 mmols), acid palmitic (0,20 g, 0,8 mmols) i CTMS (7,1 ml; 5,6
mmols) o BrTMS (7,4 ml; 5,6 mmols) o HBr (3,6 ml; 5,6 mmols). Després, es
van addicionar 20 ml d’hexa i 10 ml d’una solucié aquosa de bicarbonat sodic
(NaHCO:;) saturada i es va deixar agitant durant 12 h. La solucid organica es va
rentar amb aigua i es va assecar amb MgSQO, anhidre. Finalment es va eliminar
I’hexa per destil-lacio a 40°C 1 buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues

repeticions de cada reaccio.
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53.2. ESTUDI DE LA SINTESI DEL PALMITAT DE L’ap-
BROMOOCTIL AMB I,, KBr I DIFERENTS DISSOLVENTS

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla d’1,2-octandiol
(0,23 g, 1,6 mmols), acid palmitic (0,20 g, 0,8 mmols), iode (0,004 g, 0,016
mmols), KBr anhidre (0,67 g, 5,6 mmols) i 0,5 ml de cada dissolvent. Després,
es van addicionar 20 ml d’hexa i es van filtrar. La soluci6 organica es va rentar
amb una solucid aquosa de tiosulfat sodic saturat, seguit d’un rentat amb aigua i
es va assecar amb MgSO, anhidre. Finalment es va eliminar 1’hexa per
destil-laci6 a 40°C 1 buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions de cada

reaccio.

53.3. ESTUDI DE LA SINTESI DEL PALMITAT DE L’ap-
BROMOOCTIL AMB I,, KBr I DIFERENTS LIQUIDS IONICS

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla d’1,2-octandiol
(0,11 g, 0,8 mmols), acid palmitic (0,10 g, 0,4 mmols), iode (0,004 g, 0,016
mols), KBr anhidre (0,33 g, 2,8 mmols) i 0,21 g de cada LI. Després, es va
realitzar una extraccié amb hexa i es va filtrar. La solucié organica es va rentar
amb una soluci6 aquosa de tiosulfat sodic saturat seguit d’un rentat amb aigua i
es va assecar amb MgSO4 anhidre. Finalment es va eliminar ’hexa per
destil-laci6 a 40°C 1 buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions de cada

reaccio.

53.4. ESTUDI DE LA SINTESI DELS PALMITATS DE L’ap-
BROMOALQUIL AMB KBr en [BMIM][PF4] I 18-CROWN-6

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla de cada diol
[1,2-octandiol (0,11 g, 0,8 mmols), 1,2-propandiol (0,06 g, 0,8 mmols), 1,2-
butandiol (0,07 g, 0,8 mmols), 1,2-pentandiol (0,09 g, 0,8 mmols), 1,2-
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hexandiol (0,09 g, 0,8 mmols) i 1,3-butandiol (0,07 g, 0,8 mmols)], acid
palmitic (0,10 g, 0,4 mmols), KBr anhidre (0,33 g, 2,8 mmols), 18-crown-6
(0,03 g, 0,013 mmols) i 0,21 g de [BMIM][PF¢]. Després, es va realitzar una
extracci6 amb hexa i1 es va filtrar. Finalment es va eliminar I’hexa per
destil-laci6 a 40°C 1 buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions de cada

reaccio.

5.3.5. ESTUDI DE LA SINTESI D’ESTERS DE L’0,8-BROMOOCTIL
AMB KBr en [BMIM][PFg]

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla d’1,2-octandiol
(0,11 g, 0,8 mmols) i diferents acids [acid decanoic (0,07 g, 0,4 mmols), acid
acetic (0,03 g, 0,4 mmols), acid cinamic (0,06 g, 0,4 mmols), acid benzoic (0,05
g, 0,4 mmols) i ibuprofe (0,08 g, 0,4 mmols)], KBr anhidre (0,15 g, 1,2 mmols),
18-crown-6 (0,03 g, 0,013 mmols) i 0,21 g de [BMIM][PF¢]. Després, es va
realitzar una extracci6 amb hexa i es va filtrar. Finalment es va eliminar I’hexa
per destil-lacié a 40°C 1 buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions de

cada reaccio.

5.3.6. ESTUDI DE LA SINTESI DE PALMITATS DE L’a,-HALOOCTIL
en [BMIM][PFq]

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla d’1,2-octandiol
(0,11 g, 0,8 mmols), acid palmitic (0,10 g, 0,4 mmols), KX anhidre [ KCI (0,22
g, 2,8 mmols), KI (0,46 g, 2,8 mmols), KF (0,17 g, 2,8 mmols)], 18-crown-6
(0,03 g, 0,013 mmols) i 0,21 g de [BMIM][PF¢]. Després, es va realitzar una
extraccio6 amb hexa 1 es va filtrar. Finalment es va eliminar 1’hexa per
destil-lacio a 40°C i buit a 300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions de cada

reaccio.
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5.3.7. PURIFICACIO DELS DIFERENTS PRODUCTES DE REACCIO

Els productes obtinguts van ser purificats en una columna de gel de silice 60H.
Si el producte de reaccié contenia encara acid sense reaccionar abans de la seva
purificaci6 es dissolia amb hexa i es rentava amb una solucié saturada de
bicarbonat sodic durant un minim de 2 h. Després es filtrava i rentava amb aigua
destil-lada en embut de decantaci6. La solucid organica s’assecava amb sulfat
magnesic anhidre, es filtrava i s’evaporava 1’hexa per destil-laciéo 40°C i buit a

300 mmHg.

Els diferents productes de reaccid es van purificar en una columna de 15 g de
silice al buit (dry-flash column cromatography) passant diferents fraccions de 10
ml de dissolvent. La mostra es va introduir amb hexa. El dibromat va eluir el
primer amb hexa. Els ¢sters d’halohidrina van eluir els segiients amb hexa:¢eter
etilic 99:1, seguit del diester amb hexa:eter etilic 98:2. Seguidament es va
canviar la proporcié de dissolvents per hexa:eter etilic 95:5 on primer eluia el
mono¢ster de 2-hidroxioctil, seguit del 2-bromooctan-1-ol i del palmitat d’1-
(hidroximetil)heptil. Finalment s’utilitza una proporci6 de dissolvents
d’hexa:éter (80:20) on primer eluia I’1-bromooctan-20l 1 per ultim 1’1,2-
octandiol. Els productes purificats es van caracteritzar per RMN de 'H i °C i

els productes d’interes es van caracteritzar també per masses exacta.

5.3.8. REACCIO DE L’1-OCTANOL AMB KBr I L’ACID PALMITIC

En un vial de rosca es van agitar a 100°C durant 48 h una mescla d’1-octanol
(0,10 g, 0,8 mmols), acid palmitic (0,06 g, 0,2 mmols) i KBr anhidre (0,33 g, 2,8
mmols) i 0,21 g de [BMIM][PF¢]. Després, es va realitzar una extraccid6 amb
hexa i es va filtrar. Finalment es va eliminar 1’hexa per destil-lacié 40°C 1 buit a

300 mmHg. Es van realitzar dues repeticions.
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5.3.9. ANALISIS PER HPLC-ELSD

Les analisis per HPLC es van dur a terme en una columna de silice LiChrosorb®
Si60 de Spm x 4mm x 250mm, Waters. L’analisi va ser isocratica amb una fase
mobil d’hexa:acetat d’etil:acid formic (96:4:0,01) a 1 ml/min. El detector
utilitzat va ser de difusio lluminosa (ELSD) a una temperatura de nebulitzacid

de 30°C, temperatura d’evaporacio de 40°C i HT PM de 400.

5.3.10. ANALISI PER RMN

20 mg de cada mostra a analitzar es van dissoldre en 0,7 ml de cloroform
deuterat. Per les mostres en les que es va voler saber el percentatge molar dels
productes de reaccid a través de la integraci6 de I’area corresponent al senyal
caracteristic per a cada producte, es va realitzar I’experiment de 'H amb un pols
de 30° i un temps de relaxacio de 10 s. Per les mostres on es pretenia
caracteritzar el producte es va utilitzar un pols de 45° i un temps de relaxaci6 d’1

S.
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5.4. CARACTERITZACIO DELS PRODUCTES
Palmitat d’1-(clorometil)heptil (24)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,80 (t, J=7,03, 6 H) 1,13 -
1,32 (m, 32 H) 1,52 - 1,65 (m, 4 H) 2,26 (t, J=7,82, 2 H) 3,49 (dd, J=11,33, 5,47
Hz, 1 H) 3,57 (dd, J=11,72, 4,30 Hz, 1 H) 4,92 - 5,02 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,25 (s, 1 CH3) 14,33 (s, 1
CH3) 22,75 (s, 1 C) 22,91 (s, 1 C) 25,23 (s, 1 C) 25,26 (s, 11 C) 29,21-29,91 (s,
1C)31,78 (s, 1 C) 31,85 (s, 1 C) 32,14 (s, 1 C) 34,66 (s, 1 C) 46,02 (s, | CH2)
72,81 (s, 1 CH) 173,57 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 402,3271, 323,2540, 256,2383, 239,2384,110,1094 Massa
teorica: 402,3278, Massa trobada:402,3271, -0,7 ppm; 24C, 47H, 20, 1Cl

Palmitat de 2-clorooctil (25)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,80 (t, J=7,03, 6 H) 1,13 -
1,32 (m, 32 H) 1,52 - 1,65 (m, 4 H) 2,26 (t, J=7,03, 2 H) 3,92 - 4,03 (m, 1 H)
4,10-4.21 (m, 2 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,25 (s, 1 C) 14,33 (s, 1 C)
22,75 (s, 1 C) 22,91 (s, 1 C) 24,44 (s, 1 C) 25,26 (s, 1 C) 29,21-29,91 (s, 11 C)
31,78 (s, 1 C) 31,85 (s, 1 C) 32,14 (s, 1 C) 34,66 (s, 1 C) 46,02 (s, 1 C) 66,88 (s,
1 CH) 67,75 (s, | CH2) 173,57 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 402,3271, 323,2540, 256,2383, 239,2384,110,1094 Massa
teorica: 402,3278, Massa trobada:402,3271, -0,7 ppm; 24C, 47H, 20, 1Cl

1-clorooctan-2-ol (26)87

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,83 (d, J=7,03 Hz, 3 H) 1,13 -
1,32 (m, 7 H) 1,40 - 1,51 (m, 1 H) 1,51 - 1,71 (m, 2 H) 2,05 (d, J=4,64 Hz, 1 H)
3,41 (dd, J=11,33, 7,03 Hz, 1 H) 3,58 (dd, J=11,33, 3,13 Hz, 1 H) 3,67 — 3,78
(m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,28 (2C, CHs) 22,79 (1C,

CH,) 25,34 (1C, CH,) 29,77 (1C, CH2) 31,92 (1C, CH,) 34,30(1C, CH,) 49,29
(1C, CH») 74,01 (1C, CH)
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2-clorooctan-1-ol (27)87

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,82 (d, J=7,03 Hz, 3 H) 1,11
- 1,41 (broad, 6 H) 1,41 - 1,64 (broad, 2 H) 1,53 - 1,64 (m, 2 H) 2,00 (d, J=9,74
Hz, 1 H) 3,50 (dd, J=11,33, 5,86 Hz, 1 H) 3,59 (dd, J=11,33, 7,03 Hz, 1 H) 3,92
4,00 (m, 1 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,26 (2C, CHz) 22,77 (1C, CH,)
24,93 (1C, CH,) 29,51 (1C, CH2) 31,82 (1C, CH,) 35,84 (1C, CH,) 64,24 (1C,
CH,) 67,12 (1C, CH)

Palmitat d’1-(bromometil)heptil (28)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=6,64, 6 H) 1,14 -
1,40 (m, 32 H) 1,51 - 1,66 (m, 4 H) 2,27 (t, J=7,42, 2 H) 3,35 (dd, J=10,94, 5,47
Hz, 1 H) 3,44 (dd, J=10,94, 4,69 Hz, 1 H) 4,88 - 4,98 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) § ppm 14,25 (2C, CHz) 22,75 (1C,
CH,) 22,92 (1C, CH,) 25,20 (2C, CH,) 27,32 (1C, CH,) 29,71 (broad, 10C,
CH») 31,00 (1C, CH) 31,85 (1C, CH») 31,99 (1C, CH,) 32,78 (1C, CH,) 35,43
(1C, CH,) 72,37 (1C, CH) 173,47 (1C, C)

HRMS (EI+)m/z: 448,293, 446,276, 367,384, 256,287, 239,266,111,107 Massa
teorica: 446,275942 Massa trobada:446,276315, -0,8 ppm; 24C, 47H, 20, 1Br

Palmitat de 2-bromooctil (29)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=6,64, 6 H) 1,14 -
1,40 (m, 32 H) 1,51 - 1,66 (m, 2 H) 1,65 - 1,86 (m, 2 H) 2,27 (t, J=7,42, 2 H)
3,99 - 4,09 (m, 1 H) 4,17 - 4,30 (m, 2 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,33 (2C, CHs) 22,80 (2C,
CH,) 25,16 (1C, CHy) 28,85 (1C, CH,) 29,71 (broad, 10C, CH,) 31,82(1C, CH,)
31,94 (1C, CH,) 32,15 (1C, CH,) 34,53 (1C, CH,) 34,70 (1C, CH,) 51,95 (1C,
CH, ) 67,84 (1C, CH) 173,55 (1C, C)

HRMS (EI+)m/z: 448,293, 446,276, 367,384, 256,287, 239,266,111,107 Massa
tedrica: 446,275942 Massa trobada:446,276315, -0,8 ppm; 24C, 47H, 20, 1Br
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1-Bromooctan-2-ol (30)88

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,83 (d, J=6,96 Hz, 3 H) 1,15 -
1,33 (m, 7 H) 1,34 - 1,44 (m, 1 H) 1,45 - 1,55 (m, 2 H) 2,05 (d, J=4,64 Hz, 1 H)
3,31 (dd, J=10,21, 6,96 Hz, 1 H) 3,48 (dd, J=10,21, 3,25 Hz, 1 H) 3,65 - 3,77
(m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) § ppm 14,28 (2C, CHs) 22,79 (1C,
CH,) 25,81(1C, CH,) 29,37 (1C, CH2) 31,92 (I1C, CHy) 3535(1C, CH,)
40,94(1C, CH») 71,32 (1C, CH)

2-Bromooctan-1-ol (31)88

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § ppm 0,82 (d, J=6,96 Hz, 3 H) 1,11 -
1,41 (broad, 6 H) 1,41 - 1,64 (broad, 2 H) 1,73 - 1,82 (m, J=12,95, 7,83, 4,72,
1,82, 0,97 Hz, 2 H) 2,00 (d, J=9,74 Hz, 1 H) 3,67 (dd, J=12,06, 6,96 Hz, 1 H)
3,76 (dd, J=12,06, 5,10 Hz, 1 H) 4,03 - 4,12 (m, | H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,26 (2C, CH;) 22,77 (1C, CH,)
27,63(1C, CH,) 28,89 (1C, CH2) 31,82 (1C, CH,) 35,10(1C, CHy) 60,44(1C,
CH,) 67,52 (1C, CH)

1,2-dibromoocta (32)*

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,91 (d, J=6,96 Hz, 3 H) 1,24 -
1,48 (broad, 6 H) 1,51 - 1,63 (m, 1 H) 1,72 - 1,84 (m, 1 H) 2,08 - 2,20 (m, 1 H)
3,63 (t, J=10,21 Hz, 1 H) 3,86 (dd, J=10,21, 4,18 Hz, 1 H) 4,12 - 4,22 (m, 1 H)
13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,28 (2C, CHz) 22,78 (1C, CH,)

26,95(1C, CH,) 28,71 (1C, CH2) 31,82 (1C, CH,) 36,28(1C, CH,) 36,60(1C,
CH.,) 53,40 (1C, CH)
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Palmitat d’1-{ [(2-etoxioctil)oxi]metil}heptil (33)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,69 (t, J=6,25 Hz, 12 H) 1,05
- 1,20 (broad, 64 H) 1,41 - 1,54 (m, 8 H) 2,16 (t, J=7,42 Hz, 4 H) 3,08 (dd,
J=10,55, 5,47 Hz, 2 H) 3,18 (dd, J=10,55, 4,69 Hz, 2 H) 4,48 - 4,59 (m, 2 H)

13C NMR (MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 8,75 (2C, CH3)14,34 (2C, CHs)
22,79 (4C, CH,) 25,18 (4C, CH,) 28,67(2C, CH,) 29,60 (20C, CH2) 31,49(2C,
CH,) 32,15(2C, CH,) 34,40(2C, CH,) 36,70(2C, CH,) 69,27 (2C, CH) 72,26
(2C, CH) 173,59 (2C, C)

Palmitat de 2-hidroxioctil (34)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,90 (dt, 6 H) 1,21 - 1,37 (m,
32 H) 1,42 - 1,52 (m, 2 H) 1,59 - 1,69 (m, 2 H) 2,35 (t, =7,55 Hz, 2 H) 3,78 -
3,89 (m, 1 H) 3,96 (q, J=11,29, 7,32, 3,97 Hz, 1 H) 4,15 (dd, J=11,29, 2,90 Hz,
1 H)

13C NMR (75 MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,16 (2C, CHj) 22,73 (2C,
CH,) 25,37 (2C, CHa) 29,50 (broad, 11C, CH,) 31,75 ( 1C, CH,) 31,96 ( 1C,
CH,) 33,39 (1C, CH,) 34,26 (1C, CH,) 68,54 (1C, CH, ) 75,45 (1C, CH) 173,93
(1€, C)

HRMS (EI+)m/z: 384,359, 299,287, 270,279, 239,266, Massa teorica:
384,360346 Massa trobada: 384,358785; 24C, 48H, 30, 4,10 ppm, 1,6 mDa

Palmitat d’1-(hidroximetil)heptil (35)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § ppm 0,88 (dt, J=,7,82, 6H) 1,15 -
1,37 (m, 30 H) 1,41 - 1,51 (m, 2 H) 1,50 - 1,70 (m, 4 H) 2,30 (t, J=7,32, 2 H)
3,60 (q, J=11,73, 6,35, 5,86, 1 H) 3,70 (dd, J=11,72, 3,42, 1 H) 4,86 - 4,94 (m, 1
H)

13C NMR (75 MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 14,10 (2C, CH;) 22,61 (2C,
CH,) 25,0 (1C, CH,) 25,12 (1C, CH,) 29,50 (broad, 11C, CH,) 31,70 (1C,
CH,)31,96 (1C, CH,) 33,39 (1C, CH) 34,59 (1C, CH,) 64,97 (1C, CH, ) 70,05
(1C, CH) 174,26 (1C, C)

HRMS (EI+)m/z: 384,359, 299,287, 270,279, 239,266, Massa teorica:
384,360346 Massa trobada: 384,358785; 24C, 48H, 30, 4,10 ppm, 1,6 mDa
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Palmitat de 2-etoxioctil (36)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=6,45, 9 H) 0,90 -
1,31 (m, 58 H) 1,49 - 1,65 (m, 6 H) 2,22 (t, J=7,62, 2 H) 3,96 (q, J=12,01, 6,74,
1 H) 4,15 (dd, J=12,01, 3,52, 1 H) 4,96 - 5,09 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) & ppm 13,10 (3C, CH3) 21,68 (2C,
CH,) 23,90 (2C, CH,) 24,05 (2C, CH,) 28,03 (1C, CH,) 28,35(20C, CH,) 29,78
(1C, CH) 30,62(2C, CH,)30,91(1C, CH,) 33,17(1C, CH,) 33,48(1C, CHy)
63,97 (1C, CH) 70,31 (1C, CH) 172,35 (1C, C) 172,55 (1C, C)

HRMS (EI+)m/z : 623,594, 367,368, 239,241; Massa teorica: 622,590012 Massa
trobada: 622,593961, -6,3 ppm; 40C, 78H, 40

Palmitat d’1-(bromometil)pentil (42)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=7,03, 3 H) 0,89 -
0,94 (m, 3 H) 1,22 - 1,43 (m, 28 H) 1,53 - 1,73 (m, 4 H) 2,34 (t, J=6,25, 2 H)
3,43 (dd, J=10,94, 5,47 Hz, 1 H) 3,51 (dd, J=10,94, 4,69 Hz, 1 H) 4,96 - 5,06
(m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,11 (s, 1 CH3) 14,32 (s, 1
CH3) 22,29 (s, 1 C) 22,87 (s, 1 C) 25,15 (s, 1 C) 27,43 (s, 1 C) 29,34-29,90 (s,
10 C) 32,14 (s, 1 C) 32,47 (s, 1 C) 34,55 (s, 1 C) 35,14 (s, 1 C) 72,37 (s, 1 CH)
173,53 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 418,2474, 292,9824, 256,2394, 239,2388, 93,08591, Massa
teorica: 418,2501, Massa trobada:418,2474; 22C, 43H, 20, 1Br

Palmitat d’1-(bromometil)butil (43)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) é ppm 0,81 (t, J=6,84, 3 H) 0,87 (t,
J=7,33,3 H) 1,12 - 1,33 (m, 26 H) 1,52 - 1,65 (m, 4 H) 2,27 (t, J=7,33, 2 H)
3,35 (dd, J=10,75, 5,37 Hz, 1 H) 3,44 (dd, J=10,75, 4,89 Hz, 1 H) 4,90 - 4,99
(m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 13,10 (s, 2 CH3) 21,68 (s, 1

C) 23,68 (s, 1 C) 24,02 (s, 1 C) 28,05- 29,28 (s, 10 C) 32,91 (s, 1 C) 33,22 (s, 1
C) 33,41 (s, 1 C) 33,65 (s, 1 C) 69,58 (s, 1 CH) 178,19 (s, 1 C)
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HRMS (EI+)m/z: 404,2324, 292,9824, 256,2391, 239,2365, 69,0702, Massa
teorica: 404,2358, Massa trobada: 404,2324; 21C, 41H, 20, 1Br

Palmitat d’1-(bromometil)propil (44)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=7,03, 3 H) 0,86 (t,
J=7,42,3 H) 1,15 - 1,31 (m, 24 H) 1,53 - 1,62 (m, 2 H) 1,62 - 1,80 (m, 2 H) 2,27
(t, J=7,42, 2 H) 3,37 (dd, J=10,94, 5,47 Hz, 1 H) 3,44 (dd, J=10,94, 4,69 Hz, 1
H) 4,83 - 4,93 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 9,61 (s, 1 CH3) 14,33 (s, 1
CH3) 22,91 (s, 1 CH2) 25,15 (s, 1 CH2) 25,26 (s, 1 CH2) 29,34-29,90 (s, 10
CH2) 32,14 (s, 1 CH2) 34,03 (s, 1 CH2) 34,64 (s, 1 CH2) 73,54 (s, 1 CH)
173,53 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 404,2324, 257,2460, 239,2350, 55,05238, Massa teorica:
390,2197, Massa trobada: 390,2165; 20C, 39H, 20, 1Br

Palmitat d’1-(bromometil)etil (45)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=7,03, 3 H) 1,14 -
1,26 (m, 24 H) 1,28 (d, J=6,25 Hz, 3 H) 1,52 - 1,61 (m, 2 H) 2,25 (t, J=7,42, 2
H) 3,30 - 3,45 (m, 2 H) 4,97 - 5,07 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,33 (s, 1 CH3) 18,89 (s, 1
CH3) 22,68 (s, 1 C) 25,14 (s, 1 C) 29,31-29,90 (s, 10 C) 32,14 (s, 1 C) 34,37 (s,
1 C) 35,53 (s, 1 CH2) 68,92 (s, | CH) 173,29 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 376,1985, 255,2301, 239,2301, 120,9642, Massa teorica:
376,1993, Massa trobada: 376,1985; 19C, 37H, 20, 1Br

Palmitat de 3-bromo-1-metilpropil (46)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=7,03, 3 H) 1,22 -
1,37 (m, 27 H) 1,58 - 1,67 (m, 2 H) 1,98 - 2,09 (m, 1 H) 2,10 - 2,22 (m, 1 H)
2,29 (t,J=7,42,2 H) 3,31 - 3,46 (m, 2 H) 4,98 - 5,12 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,33 (s, 1 CH3) 20,06 (s, 1

CH2) 22,91 (s, 1 CH2) 25,26 (s, | CH3) 28,84-29,90 (11 CH2) 32,14 (s, 1 CH2)
34,81 (s, | CH2) 39,24 (s, 1 CH) 69,13 (s, 1 CH2) 173,50 (s, 1 C)
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HRMS (EI+)m/z: 390,2146, 256,2387, 239,2359, 136,9795, 56,06384, Massa
teorica: 390,2158, Massa trobada: 390,2146; 20C, 39H, 20, 1Br

Palmitat de 2-bromohexil (47)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=7,03, 3 H) 0,89 -
0,94 (m, 3 H), 1,22 - 1,44 (m, 28 H) 1,53 - 1,73 (m, 2 H) 1,73 - 1,93 (m, 2 H)
2,34 (t, J=7,42, 2 H) 4,05 - 4,16 (m, 1 H) 4,26 - 4,36 (m, 2 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 11,64 (s, 1 CH3) 14,32 (s, 1
CH3) 22,62 (s, 1 C) 22,90 (s, 1 C) 25,26 (s, 1 C) 29,34-29,90 (s, 10 C) 31,12 (s,
1 C)31,81 (s, 1 C) 34,40 (s, 1 C) 34,66 (s, 1 C) 51,95 (s, | CH) 67,84 (s, 1 CH2)
173,50 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z: 418,2474, 292,9824, 256,2394, 239,2388, 93,08591, Massa
teorica: 418,2501, Massa trobada:418,2474; 22C, 43H, 20, 1Br

Palmitat de 2-bromopentil (48)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) § ppm 0,81 (t, J=6,84, 3 H) 0,88 (¢,
J=7,33,3 H) 1,12 - 1,33 (m, 26 H) 1,52 - 1,65 (m, 2 H) 1,66 - 1,84 (m, 2 H) 2,27
(t, J=7,82, 2 H) 4,01 - 4,10 (m, 2 H) 4,17 - 4,29 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 13,10 (s, 1 CH3) 17,38 (s, 1
CH3) 23,91 (s, 1 C) 24,02 (s, 1 C) 25,95 (s, 1 C) 28,05-29,28 (s, 10 C) 30,94 (s,
1C) 33,22 (s, 1 C)33,42 (s, 1 C) 50,43 (s, 1 CH) 68,21 (s, 1 CH2) 178,19 (s, 1
C)

HRMS (EI+)m/z: 404,2324, 292,9824, 256,2391, 239,2365, 69,0702, Massa
teorica: 404,2358, Massa trobada: 404,2324; 21C, 41H, 20, 1Br

Palmitat de 2-bromobutil (49)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=7,03, 3 H) 1,00 (t,
J=7,03,3 H) 1,15- 1,31 (m,24 H) 1,53 - 1,62 (m, 2 H) 1,81 - 1,96 (m, 2 H) 2,28
(t, J=7,42,2 H) 3,93 - 4,06 (m, 1 H) 4,17 - 4,30 (m, 2 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) 6 ppm 9,61 (1C, CH3) 14,33 (s, 1

CH3) 22,91 (s, 1 CH2) 25,83 (s, | CH2) 29,34-29,90 (s, 11 CH2) 32,14 (s, 1
CH2) 34,39 (s, 1 CH2) 53,58 (s, 1 CH) 67,49 (s, 1 CH2) 173,00 (s, 1 C)
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HRMS (EI+)m/z : 404,2324, 257,2460, 239,2350, 55,05238, Massa teorica:
390,2197, Massa trobada: 390,2165; 20C, 39H, 20, 1Br

Palmitat de 2-bromopropil (50)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=7,03, 3 H) 1,14 -
1,26 (m, 24 H) 1,52 - 1,61 (m, 2 H) 1,63 (d, J=6,64 Hz, 3 H) 2,28 (t, J=7,42, 2
H) 4,09 - 4,17 (m, 2 H) 4,18 - 4,25 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,33 (s, 1 CH3) 22,68 (s, 1
C) 22,91 (s, | CH3) 25,19 (s, 1 C) 29,31- 29,90 (s, 10 C) 32,14 (s, 1 C) 34,65 (s,
1 C) 45,08 (s, 1 CH) 69,19 (s, 1 C) 173,48 (s, 1 C)

HRMS (EI+)m/z : 376,1985, 255,2301, 239,2301, 120,9642, Massa teorica:
376,1993, Massa trobada: 376,1985; 19C, 37H, 20, 1Br

Palmitat de 3-bromobutil (51)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,88 (t, J=7,03, 3 H) 1,22 -
1,37 (m, 24 H) 1,58 - 1,67 (m, 2 H) 1,75 (d, J=6,64 Hz, 3 H) 1,98 - 2,09 (m, 1
H) 2,10 - 2,22 (m, 1 H) 2,29 (t, J=7,42, 2 H) 4,17 - 4,22 (m, 2 H) 4,22 - 4,30 (m,
1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,33 (s, 1 CH3) 23,46 (s, 1
CH2) 26,15 (s, 1 CH2) 26,77 (s, 1 CH3) 28,71-29,91 (10 CH2) 32,15 (CH2)
34,30 (s, 1 CH2) 39,63 (s, 1 CH2) 46,98 (s, 1 CH) 62,31(s, 1 CH2) 177,25 (s, 1
C)

HRMS (EI+)m/z: 390,2146, 256,2387, 239,2359, 136,9795, 56,06384, Massa
teorica: 390,2158, Massa trobada: 390,2146; 20C, 39H, 20, 1Br

Decanoat d’1-(bromometil)heptil (67)

IH NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=6,64, 6 H) 1,11 -
1,31 (m, 20 H) 1,41 - 1,67 (m, 4 H) 2,26 (t, J=7,82, 2 H) 3,36 (dd, J=10,94,
J=5,47, 1H) 3,44 (dd, J=10,94, J=4,69, 1 H) 4,87 - 4,98 (m, 1 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,24 (2C, CH3) 25,26 (s, 1

C) 25,29 (s, 1 C) 27,32 (s, 1 C) 28,84-29,52 (s, 5 C) 29,64 (s, 1 C) 31,80-32,78
(s,4 C) 35,43 (s, 1 C) 72,38 (s, 1 CH) 173,53 (s, 1 C)
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Decanoat de 2-bromooctil (72)

1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 0,81 (t, J=6,646 H) 1,11 - 1,31
(m, 20 H) 1,41 - 1,67 (m, 2 H) 1,65 - 1,85 (m, 2 H) 2,25 (t, J=6,64, 2 H) 3,99 -
4,10 (m, 1 H) 4,17 - 4,29 (m, 2 H)

13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-d) & ppm 14,31 (s, 2 CH3) 22,88 (s,
CH2) 25,16 (s, 1 CH2) 28,84 (s, 1 CH2) 29,19-29,64 (s, 10 CH2) 31,80 (s, 1
CH2) 32,07 (s, | CH2) 34,66 (s, 1 CH2) 51,99 (s, 1 CH) 67,84 (s, 1 CH2)
173,49 (s, 1 C)
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1. INTRODUCCIO

1.1. HALOHIDRINES

Les halohidrines son alcohols que tenen un atom d’halogen en un carboni saturat

(Figura 1).
X OH

R )\(CHz)n R,

1
X=Cl, Br, I, F

Figura 1. Estructura quimica d’una halohidrina.

Les halohidrines oOpticament pures tenen una amplia aplicacid en sintesi
organica. Son intermediaris clau en la sintesi de molts compostos bioactius, com
. - 1
diversos productes naturals (per exemple productes naturals marins halogenats,
feromones®), agroquimics, medicaments’> (per exemple antivirics™®,
. . . 8-10 . . .
antidepressius’, B-bloquejadors®™'’), essent per tant de gran importancia el

desenvolupament de métodes per a la seva sintesi asimétrica.

1.2. METODES PER A LA SINTESI D’HALOHIDRINES

1.2.1. METODES QUIMICS

Els meétodes quimics descrits a la literatura per a la sintesi d’halohidrines
empren com a productes de partida epoxids, olefines, mono¢sters i diesters.
Aquests metodes poden ser més o menys regioselectius, perd amb la majoria no

es poden obtenir halohidrines opticament pures.

Un métode per a I’obtencid d’halohidrines és a partir d’un epoxid amb un halur

d’alquilmagnesi (reactiu de Grignard), Figura 2. El rendiment de I’halohidrina
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formada depéen del tipus d’halur, segons tingui 1’halogen en posicié primaria o
secundaria, i del radical alquil, generalment sén rendiments moderats, entre el
35-81%. En aquesta reaccio es pot formar en menor o major proporcid 1’alcohol

resultat de I’addici6 nucleofila de ’alquil''">.

OMgR OMgX

X R
3 o + RMgX ———>» H,C + H.C

X=ClI, Br

Figura 2. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids i reactius de Grignard.

El tractament d’epoxids amb un lleuger excés de I, Bry, o Cl; 1 P(CeHs)s en

diclorometa també genera halohidrines generalment amb rendiments elevats

(Figura 3)'.

CH, CH, CH,
Xz: P(C6H5)3 OH X

o —— > +
H H
H X OH

Figura 3. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids amb X5.

El bromur de dimetilbora, (CH3),BBr, pot hidrolitzar epoxids amb I’obtencid
dels corresponents bromoalcohols (Figura 4). Es va estudiar I’obertura de
diferents éters simétrics, asimétrics i tetrahidrofurans amb diferents substituents

amb rendiments entre el 70 i 100%"°.
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Br

OH
o — )\ Br )\ ~OH
R™ R, *+ (CH,),BBr R” “(CHyn ¥ RT “(CHyn

Figura 4. Sintesi de bromohidrines a partir d’epoxids amb (CH3),BBr.

A partir de meso-epoxids es pot dur a terme una sintesi asimetrica d’1,2-
halohidrines amb [-halodiisopinocamfeilborans (Figura 5). Seleccionant el
reactiu organobora quiral apropiat es pot obtenir un o I’altre enantiomer. Els

rendiments son entre el 63 i el 89% i no s’obté un ee>95% en cap dels casos'®.

CH H
¢ 5 OH o~
0 TNX N X
( \l + —— R/k'\\x + Rﬁ/
R R, R Ry
1

X=Cl, Br, |

Figura S. Sintesi asimétrica d’1,2-halohidrines amb organoborans

Els halurs metal-lics poden generar halohidrines d’una manera regioselectiva,
majoritariament 1’1-halo-2-alcanol, a partir d’epoxids terminals 1 amb elevat

rendiment, >95% (Figura 6)".
OH X
R{CI) + MX —> R)vx + RJ\OH

MX= HCI, AICI,, TiCl,, i-Bu,AlO-s-Bu+i-Bu,AICl, Ti(O-i-Pr)4+Bu2AIClI,
Mg(TMP)Br, i-BuAlCl,, i-Bu,AICl, Ti(Ne,)4+TiBr,

Figura 6. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids i1 halurs metal-lics.
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Kotsuki i col. van estudiar la sintesi de -halohidrines a partir d’epoxids 1 halurs
de liti sense dissolvent i en un suport de gel de silice (Figura 7). Els rendiments

obtinguts van ser entre el 42 i el 99%, depenent de I’epoxid'®.

OH X
el silice
R{I + LiX g_» )vx + R)\OH
o) R

X=Cl, Br, |

Figura 7. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids 1 halurs de liti en un
suport de gel de silice.

Akiyama i col. van sintetitzar fluorohidrines mitjangant 1’obertura d’un epoxid
terminal amb bifluorur de tetrabutil d’amoni [(TBABF)-KHF,] amb elevada

regioselectivitat (Figura 8)"°.

OH

TBABF-KHF, )v
F
]

o 120°C

Figura 8. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids amb (TBABF)-KHF,.

Les metal-loporfirines poden catalitzar 1I’obertura dels epoxids amb I, i Br,, sota
condicions neutres i suaus en dissolvents aprotics per a produir la corresponent
halohidrina amb elevats rendiments i alta regioselectivitat’’. El 2,6-bis[2-(o-
aminofenoxi)metil]-4-bromo-1-metoxibenzé (BABMB)?!, la fenilhidrazina®,
diamines aromatiques unides™ i la tiourea® també poden catalitzar ’obertura

d’epoxids amb I, i Br, (Figura 9).
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cat., X
R%‘ + X 2 > R)vx

© dissolvent, T amb.

X=Br, |

Organocatalitzadors:

Ph

(0]
Ph Ph
NH
/
H,N

Figura 9. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids amb diferents
organocatalitzadors.

Un gran nombre d’epoxids es van convertir a la seva corresponent 3-halohidrina
amb la utilitzaci6 de clorur de ceri (III) o CeCls/Nal en acetonitril (Figura 10).
Les reaccions van ser altament regioselectives i amb un rendiment elevat, entre
90 i 99%, sota condicions suaus i neutres™.

CeCl,-7H,0 o CeCl, -7H,0/Nal  OH

R >

o) CH,CN, 10 min, Tamb.

X=Cl, |

Figura 10. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids amb CeCls o
CeCls/Nal.
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No obstant, tots aquests metodes produeixen productes secundaris com dihalurs
1 1,2-diols. Xu i col. van sintetitzar clorohidrines amb CTMS a partir d’epoxids
en un LI, I’hexafluorofosfat d’1-butil-3-metilimidazoli: [BMIM][PFs], amb
excel-lents rendiments i elevada regio- i estereoselectivitat (Figura 11). Aquesta
reacci6 en dissolvents organics com el diclorometa es du a terme amb
rendiments <10%, indicant que el LI va actuar de catalitzador de la reaccio,

degut probablement a I’elevada acidesa de Lewis que presenta’®.

R, OH

CTMS al
Ry R{
© BMIMPF,, Tamb.

R,

Y

Figura 11. Sintesi de clorohidrines amb CTMS en [BMIM][PF¢] a partir
d’epoxids.
Yadav i col. van estudiar la sintesi d’halohidrines a partir d’oxirans emprant LIs
tal com: [BMIM][PFs] 1 el tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli,

[BMIM][BF,], i halurs de liti (Figura 12). Els rendiments de la reacci6é foren

alts, 81-96%, formant-se els dos regioisdmers en alguns casos'.

Y

PO LI, LiX X :
+
T ambient ; \

R R OH R X

X=Cl, Br, I

Figura 12. Sintesi d’halohidrines a partir d’epoxids amb halurs de liti en
Lls.
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Posteriorment els mateixos autors també van estudiar la sintesi d’halohidrines a
partir d’olefines utilitzant halosuccinimides en un sistema bifasic [BMIM][BF]-

aigua amb rendiments entre 70 i el 96% (Figura 13)*".

(e}
R, \ HO R,
Xy, BMIM BF,/H,0 _
— -~ >—/__//
R R X
O

X=l, Br

Figura 13. Sintesi d’halohidrines a partir d’olefines amb halosuccinimides
en LlIs.

El periodat de sodi, NalO4 oxida els halurs metal-lics en medi aquds per
halogenar alquens i1 compostos aromatics 1 produir els corresponents

haloderivats d’una forma regio- i diastereoselectiva (Figura 14).

= Y R,
1 +
/ MX, NalOg, H' > /
R //X

R
M=Li, Na X=CI, Br Y=OH, OMe, Br

Figura 14. Sintesi d’halohidrines a partir d’olefines amb halurs metal-lics.

Masuda i col. van desenvolupar una metodologia per a la sintesi de iodo- i
bromohidrines a partir d’olefines amb HsI0s 1 NaBrO; en preséncia d’un agent

reductor, NaHSO; (Figura 15)29_
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R,

HslOg 0 NaBr03‘ > <
S NaHSO,

R R X

X=l, Br
Figura 15. Sintesi d’halohidrines a partir d’olefines amb HsIOg 0 NaBrOs.

Wilen 1 col. van descriure la formacid de clorohidrines a partir de diacetats amb
clorur d’alumini anhidre d’una manera selectiva, amb el desplagament de només
un dels grups acetoxi pel clor. Posteriorment es va tractar amb borohidrur de liti
(LiBHy4) per a reduir el corresponent acetat i la conseqiient formacié de la

clorohidrina (Figura 16)*°.

(0]
PN G
0 o) CH,)n.Cl

o] CH,
H,C
Cl___(CHncl
LiBH
OYO\/(C@CI 4 HO __(CHn.Cl

H,C

Figura 16. Sintesi d’halohidrines a partir diacetats amb AICIl3/LiBH4

Una altra forma d’obtencié d’halohidrines enantioméricament pures a través de

metodes quimics €s amb catalisi asimeétrica per reduccid a-halocetones amb

: 13132
organocatalitzadors quirals” ~.
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1.2.2. METODES ENZIMATICS

Una de les maneres més facils per a I’obtencié d’halohidrines opticament pures

és mitjangant enzims. Els enzims poden mostrar tres tipus de selectivitat’>*:

Quimioselectivitat: preferéncia de I’enzim per un o més grups funcionals d’un

compost quimic.

Regio- i Diastereoselectivitat: capacitat de distingir entre grups funcionals que

estan quimicament situats en diferents regions del mateix substrat de la molécula

Enantioselectivitat: Com la majoria dels enzims estan formats per L-
aminoacids, son catalitzadors quirals. Conseqiientment, la quiralitat present
entre una molécula de substrat es reconeguda a través de la formacié del
complex enzim-substrat. Per tant, un substrat proquiral pot ser transformat en un
producte Opticament actiu a través d’asimetritzacid, reaccionant els diferents
enantiomers d’una mescla racémica a diferent velocitat i proporcionant aixi la

resolucid cinética.

A la Figura 17 hi ha representades les diferents rutes enzimatiques que es poden

utilitzar per a I’obtenci6 d’halohidrines dpticament pures™.

Els enzims es poden utilitzar en diferents formes, en forma d’enzims aillats
procedents de microorganismes (bacteris, floridures i1 llevats) o organismes
eucariotes superiors™, incloent els microorganismes recombinants® o
d’evoluci6 directa (mutaci6é dels microorganismes a l’atzar a nivell de nucleotid

o recombinacié de gens)®, enzims aillats immobilitzats®® o bé whole-cells on
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s’inclouen les cel-lules en creixement i les resting-cells (enzims lligats a

céllules de miceli fingic)*.

(0] X

/—CH2 \>_/

haloperoxidases R

monooxigenases
reductases

(0] HO

X
/

—
?
< *

R halohidrina dehalogenasa R

lipases
lipases 0]
X )j\

N s

R

Figura 17. Meétodes enzimatics per a la preparacido d’halohidrines
opticament pures.

Halohidrines oOpticament pures es poden obtenir amb dehalogenases
d’halohidrines. Aquests enzims catalitzen el tancament d’una halohidrina veinal
formant-se un epoxid i la reacci6 inversa. S’han aillat diferents microorganismes

capagos de dehalogenar halohidrines®®***

, com per exemple una soca
d’Agrobacterium radiobacter, de la qual s’utilitza la seva dehalogenasa

recombinada®,

Una altra manera d’obtenir halohidrines Opticament pures passa per la reduccié
de cetones. Martinez i col. van estudiar la reduccio d’a-halocetones amb llevats,
en concret unes soques de Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica i

Pichia mexicana. Cada soca presentava diferent estereoquimica. Van obtenir uns
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elevats rendiments i1 ee de S-halohidrines amb les resting-cells de la soca de Y.
lipolytica i de R-halohidrines amb P. mexicana’. Zhu i col. van utilitzar
cetoreductases recombinants per a la producci6 d’a-cloroalcohols
enantioméricament purs els quals son valuosos precursors de medicaments™.
Altres reductases procedents de microorganismes s’han estudiat per a 1I’obtencio

d’halohidrines dpticament pures®®***¥,

Amb lipases es pot també obtenir halohidrines via resolucid cinética ja bé, a
partir d’halohidrines amb esterificacions enantioselectives® o bé per hidrolisi

enantioselectiva d’ésters d’halohidrina®®. Hi ha molts treballs sobre 1’as de

43,51-53

lipases per a la resolucid cinctica d’alcohols i esters en dissolvents

organics, alguns d’aquests utilitzen resting-cells com a biocatalitzadors™, perd

5035 4 dels seus alcohols®®

38,55

pocs per a la resolucid cinetica d’esters d’halohidrines

62 - . . . .
, 1 encara menys els que utilitzen resting-cells com a biocatalitzadors

Un exemple és el descrit per Liu i col. els quals van preparar els 4
estereoisomers del 3-bromo-2-butanol i/o els seus acetats per resolucid cinética
mitjancant hidrolisi dels acetats amb lipases o per esterificacions dels alcohols.
La sintesi dels acetats de bromohidrina va ser a partir de dl- o meso-2,3-
butandiols (Figura 18). Les lipases que es van utilitzar van ser les de Candida
antarctica Lipase B (CALB), Pseudomonas cepacia (Amano PS) o Candida
rugosa (CRL). Es van obtenir uns rendiments del 35-40%, respecte dels rac-

. . 63
ésters de bromohidrina, amb un ee>95%".
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la:
H.C ch. HBr/acid HsC Br HC B HC Br
s ° acétic }—\ Ilpasa o >—\ N\ (
>—/ —_— \>¥ o ch, +
HO OH G HO CHy
3
Ib: (S, R)-ac (R, S)- ol
H,C Br
H,C Br H,C Br . H,C Br
S HCI 8 S lipasa 3 / o]
o) — — N B ’/ + N\
\ ﬁo CH,
ﬁO CH, HO CH, HO CH, R
H,C
3 (S, R)-ol (R, S)-éster
lla:
H,C CH, HB‘f/éCId H3C Br
acetic o] >—< Ilpasa ;\
E—
N o) cH,
HO OH
H,C
’ (S,S)-ac (R,R)-ol
lb:
c H,C Br
H Br N
’ HClaq lipasa HC BT ) \—\
Q — —_— \%o’/ CH
+ 3
>\*0 CH, HO CH, K
H,C .
(S,S)-ol (R,R)-éster

Figura 18. Obtencid dels quatre estereoisomers del 3-bromo-2-butanol a
partir del d/-2,3-butandiol (Ia i Ib) i del meso-2,3-butandiol (Ila i IIb)

mitjancant resolucié amb lipases.
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1.3. LIPASES

Les lipases (EC 3.1.1.3) son enzims que hidrolitzen triglicérids a glicerol i acids
grassos en una interfase oli-aigua. A part de la seva funci6 original, les lipases,
son ampliament utilitzades en sintesi organica per a la preparacié de valuosos
intermediaris quirals34, mitjangant reaccions d’esterificacio, acidolisi, alcoholisi,
transesterifacid i d’hidrolisi a més de reaccions amb altres nucleofils diferents
dels alcohols com, aminolisis, tiotransesterificacions i oximolisi entre altres®.
Les lipases no requereixen de cofactors i accepten un ampli grup de substrats no
naturals. En molts casos a més, exhibeixen de bona a excellent
estereoselectivitat. S’han estat utilitzant ampliament en diferents tipus de
reaccions per a I’obtencidé de compostos enantiomericament purs, entre elles en
resolucions cinétiques d’acids carboxilics racémics per hidrolisi preferencial
d’un dels enantiomers de ’&ster o per esterificacié d’alcohols®. Les lipases es
troben en molts organismes i actualment un ampli grup de lipases estan

disponibles comercialment ja bé en forma lliure o immobilitzada.

1.3.1. MECANISME D’HIDROLISI D’ESTERS

El mecanisme d’hidrolisi d’¢ésters amb enzims ¢€s similar a la hidrolisi quimica
amb una base. Un grup nucleofilic del centre actiu ataca el grup carboxil del
substrat. Aquest grup pot ser un grup hidroxil d’una serina (Ser), un grup
carboxil d’un acid aspartic (Asp) o un tiol funcionalitzat d’una cisteina. Les
lipases pertanyen al grup de les serina-hidrolases. Juntament amb la Ser hi ha
dos grups addicionals, Asp i histidina (Hist) formant 1’anomenada triada
catalitica. L especial disposicioé d’aquests tres grups provoca una disminucid del
valor pK del grup hidroxil de la serina fent que es doni a terme un atac
nucleofilic al grup carboxil del substrat. D’aquesta manera la meitat acil del

substrat es lliga covalentment a ’enzim, formant 1’intermediari acil-enzim i
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alliberant el grup sortint R,OH (Pas I de la Figura 19). Després, un nucleofil,
normalment aigua, ataca l’intermediari acil-enzim, regenerant I’enzim i
alliberant un acid carboxilic (Pas II de la Figura 19). Aquestes acilacions-
desacilacions son reversibles. En un ambient amb baixa activitat d’aigua altres
nucleofils poden competir amb ’aigua per 1’intermediari acil-enzim donant lloc
a diferents transformacions sintétiques utils com interesterificacions, aminolisi

\ ., . ., . . 34
d’ésters, formacié de peracids o formaci6 d’hidrazines

Asp His Ser
o NH,
X
H,N | NH,

0

Pas Il ‘ J_/

Figura 19. Mecanisme de la serina hidrolasa®
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1.3.2. ESPECIFICITAT DE LES LIPASES

Les lipases es poden dividir segons el seu tipus d’especificitat. Aquestes poden
ser acid gras especifiques, segons I’habilitat per hidrolitzar un tipus particular
d’acid gras, regioselectives, habilitat per hidrolitzar grups €sters en posicio sn-1
1 sn-3 o bé sn-2, i estereoespecifiques, habilitat per diferenciar entre dos

. “ . 66
enantiomers d’un substrat racémic".

El lloc actiu de I’enzim presenta quiralitat i aixo causa la preferéncia per una o
altra de les dos possibles direccions estereoquimiques de la reacci6. L’estudi de
I’especificitat de diferents lipases amb tendéncies uniques ha portat a la creacid
de regles simples per a la prediccid de quin enantiomer sera el que reaccionara

76 Un exemple és la regla

més rapid per a esters d’alcohols secundaris
empirica de Kazlauskas, exemplificat per la lipasa de Pseudomonas cepacia,
que prediu I’enantiopreferéncia per un substrat determinat , perd no prediu el

grau d’enantioselectivitat®’ (Figura 20).

Tipus | Tipus Il

enantiomer preferit

Figura 20. Tipus de substrats que accepten les lipases i enantiomer de
preferéncia.

Les lipases que més s’utilitzen es poden -caracteritzar segons els

requeriments esterics dels seus substrats esters de preferéncia (Figura 21).
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Mentre que les lipases d’Aspergillus sp. son capaces d’acceptar substrats
relativament voluminosos, exhibeixen baixes selectivitats per substrats no
voluminosos. Les lipases de Candida sp. son més versatils. Les lipases de
Pseudomonas 1 Mucor sp. s’ha trobat que son més selectives amb substrats
amb requeriments estérics limitats 1 sovint no accepten compostos
voluminosos. Com a conseqiieéncia, els substrats reconeguts amb moderada
selectivitat per les lipases de Candida sp. sovint son hidrolitzats més

selectivament per lipases procedents de Pseudomonas sp™”.

MIDA DEL SUBSTRAT

Voluminos Petit

&
<«

v

Lipases de Candida sp.

® > < @

Lipases de Pseudomonas sp.

Lipases d’ Aspergillus sp. NV
1 Mucor sp.

Figura 21. Requeriments esterics d’algunes lipases

1.3.3. FACTORS QUE INFLUENCIEN EN L’ACTIVITAT DE LES
LIPASES

A part de I’estructura del substrat i el tipus d’enzim, 1’enantioselectivitat de la
reaccio es veu afectada pel medi de reaccid. La naturalesa del medi de reaccio
amb el qual transcorre la reacci6 i el contingut d’aigua tenen una gran
influéncia. Encara que el medi natural dels enzims és un medi aquoés, 1’us de
sistemes no—aquosos presenta certs avantatges com millor solubilitat dels
substrats 1 productes, abséncia de reaccions secundaries promogudes per 1’aigua,

desaparicio per a molts processos de 1’equilibri termodinamic entre substrat i
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productes i, de vegades, exhibeixen noves propietats com millor estabilitat i
selectivitat marcadament alterada que es pot controlar amb el tipus de dissolvent

. v . 1
i la “memoria molecular”’®"!,

Normalment els dissolvents hidrofobics aporten activitats enzimatiques més
altes que els més hidrofilics ja que proporcionen un microambient més favorable
per I’enzim. Basicament els dissolvents hidrofilics tendeixen a allunyar les
molécules d’aigua de la superficie de I’enzim provocant una disminucié de I’ay,
de ’enzim”. Aquest problema, perd, es pot solucionar addicionant petites

quantitats d’aigua al dissolvent’"”.

Amb la modificaci6 del medi de reaccid, com canvi de tipus de dissolvent,
addici6¢ d’additius com amines quirals o aquirals, éters corona, sals™, es pot

modificar o inclos canviar I’enantiopreferéncia de I’enzim”” .

1.3.4. RESOLUCIO CINETICA

Contrariament a la sintesi asimetrica, en les resolucions cinétiques només es pot
obtenir un rendiment maxim del 50% de I’enantiomer desitjat. No obstant, per
aconseguir rendiments més alts, ’enantiomer no desitjat pot ser separat i re-
racemitzat en un segon pas o bé es pot dur a terme una resolucid cinctica
dinamica en la qual els dos enantiomers del substrat estant en equilibri 1
I’enantiomer no desitjat és continuament isomeritzat durant el procés de
resolucié per un segon -catalitzador, normalment no enzimatic, amb la
possibilitat de convertir tot el producte inicial a 1’enantiomer del producte

desitjat’®.
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El parametre que s’utilitza per a descriure I’enantioselectivitat en resolucio
cinctica és I’enantioselectivitat o relacidé enantiomerica (E). A més, s’utilitza
també per descriure la eficiéncia de la resolucid cinética. Aquest es pot calcular
a partir dels ee del substrat (ee;) o del producte (ee,) a un determinada
conversio de la reaccid’’:
In[(1-eey) / ( 1+eey/eep)]
b= In[(1+eey) / ( 1+ees/ee,)]

o bé a partir de I’ee, 1 la conversio:

In [1-c(1+ee,)]
E="n [1-c(1-eep)]

1.3.5. LIPASES EN LiQUIDS IONICS

L’aplicacio dels LIs com a medi de reacci6 en biocatalisi €s molt recent. Enzims
de diferents tipus son cataliticament actius en els LIs o en sistemes bifasics amb
LIs. Fins al 2002, només es van publicar tres articles sobre 1’Gs dels LIs com a
medi de reaccid per a catalitzar reaccions d’hidrolisi’® i de sintesi d’ésters’ *".
Un d’aquests ¢és el de Sheldon i col., els quals van descriure que la lipasa B de
C. antarctica (Novozyme 435) podia catalitzar reaccions d’alcoholisi, amonolisi

i perhidrolisi en [BMIM][PF¢] i [BMIM][BF4] com a medi de reaccié amb

comportament similar o millor que amb dissolvents organics’.

A partir de llavors, I’s dels LIs en biocatalisi esta creixent cada vegada més.
Els LIs més utilitzats fins ara son els que contenen un catié alquilimidazoli, en
especial el [BMIM][PF¢] i [BMIM][BF4]. Aquests han estat estudiats en
esterificacions amb lipases que provenen de C. rugosa® ™, Aspergillus niger i

Aspergillus terreus™, C. antarctica®; en alcoholisis amb lipases de C.
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. 9 . . 8 . . . . 88-90
antarctica” i P. cepacia®’; en transesterificacions amb lipases de P. cepacia®™™,

C. rugosa9°, C. antarctica’; en resoluci6 d’alcohols secundaris per acilacié amb
lipases immobilitzades de P. cepacia’® i amb Novozyme 435°°; en hidrolisis
amb C. rugosa’ 1 P. cepacia®’; en hidrolisis d’aminoacids amb Novozyme
435%; i en acilacions amb lipases de C. antarctica’®, C. rugosa’’ entre altres.
Altres LIs estudiats com a medi de reacci6 en lipases son ’hexafluorofostat d’1-
butil-3-metilimidazoli: ~ [HMIM][PFs]’*, el tetrafluorofostat  d’l-etil-3-
metilimidazoli: [EMIM][BF4]86’96, 1 el tetrafluorofostat d’1-butil-2,3-
dimetilimidazoli: [BM,IM][BF,] en transesterificacions amb Novozyme 435°, el
bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-etil-3-metilimidazoli: [EMIM][N(Tf),] i el
bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-butil-3-metilimidazoli: [BMIM][N(Tf),]**,
I’hexafluorofostat d’l-octil-3-N-imidazoli [ONIM][PF4]**, I’hexafluorofostat
d’1-metoxi-3-etilimidazoli [MOEMIM][PF¢]’ entre altres”’.

La majoria dels estudis de biocatalitzadors en LIs s’han dut a terme amb enzims
aillats. No obstant el primer article sobre biocatalisi en LIs implicava 1’as de
whole-cells de Rhodococcus R312 en un sistema bifasic amb aigua i
[BMIM][PFs]'®. Altres whole-cells procedents de llevat' i Escherichia coli
tamb¢é han mantingut la seva activitat en LIs. Sembla que els LIs son molt
menys toxics per a les membranes de les cel-lules que els dissolvents organics

. 1
convencionals'®.

Els principals avantatges de 1’as dels LIs en biocatalisi vers els dissolvents
organics son que els LIs no inactiven els enzims aixi com ho fan els dissolvents
hidrofilics, sempre que els enzims no es dissolguin en el LI'”>. S’ha trobat que
les lipases sén inactives en LIs com [MMIM][MeSO4]*°, [BMIM][NOs] i

[BMIM][lactat]’', tots aquests miscibles en aigua, i es suposa que els anions
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presents en aquests LIs solvaten 1’enzim provocant la seva inactivacio'®'%,

Altres avantatges son: Dl'increment de la seva estabilitat, que son més
estereoespecifics, de més facil recuperaci6 els productes, son reciclables, i es pot
dissenyar un LI per a cada procés especific amb la combinacié del catid i1 I’anio.
El principal desavantatge dels LIs és el seu preu, no obstant, cada dia son més

. 105
assequibles .
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2. ANTECEDENTS

En un treball anterior’’ en els nostres laboratoris s’havia estudiat la hidrolisi
selectiva amb enzims de mescles d’isomers d’ésters d’a,y-clorobutil per a

I’obtenciod del R-4-cloro-2-butanol.

Els esters d’a,y-clorobutil, sintetitzats segons la metodologia descrita per Eras i
col.'®, varen ser sotmesos a dues hidrolisis enzimatiques consecutives. La
primera implicava una hidrolisi regioselectiva amb lipases per a eliminar 1’¢ster
d’a,y-clorobutil que no interessava (85-88), el que té¢ el clor en posicid
secundaria, i que a més ¢€s el que es trobava en més baixa proporcio.
Posteriorment, desprées de 1’eliminacié dels cloroalcohols derivats de la hidrolisi
de I’¢ster de 3-clorobutil amb rentats amb metanol, es va portar a terme una
hidrolisi enantioselectiva amb lipases de I’éster de 3-cloro-1-metilpropil per a

I’obtenci6 del R-4-cloro-2-butanol, a través de resoluci6 cinetica (Figura 22).

Per tant, I’estudi es va dividir basicament en dos blocs, el primer on es pretenia
trobar les millors condicions per a dur a terme una hidrolisi regioselectiva 1 el
segon on es pretenia estudiar les millors condicions per dur a terme la hidrolisi

enantioselectiva i obtenir el R-4-cloro-2-butanol opticament pur.

Durant aquest estudi es va investigar la influéncia de diferents dissolvents
(TBME, ACN, DCM, acetona i t-butanol), de diferents longitud de cadena
carbonada del grup acil dels ésters d’a,y-clorobutil (C2, C8, C16 i C18), i de
diferents biocatalitzadors, tant resting-cells de diverses soques fungiques
(Aspergillus flavus 1 Rhizopus oryzae) com lipases comercials procedents de

Pseudomonas cepacia, Candida rugosa, Rhizomucor miehei (Lipozyme® IM) i
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Candida antarctica (Novozyme 435™)]. Per fer I’estudi es van emprar diferents

temperatures i temps de reaccio.

o
H,C
*SeHpn o o ¢l
+ H.C /\)\
HaC cl (CHZ)n >0 CHs
81-84 85-88
Hidrolisi regioselectiva
Lipases
o
H3C\ H,C 0 ¢
(CH,)n O N / /\)\
)\/\ £ B e ot
OH
e ° 1, 23, 89, 90 o1
81-84 eT T

Hidrolisi enantioselectiva

Lipases

oH ||

H,C H,C 0
*/\ 3 \(CHgn\O 3 ?CH n 4
HsC cl+ 2
OH

R-92 1, 23, 89, 90
81-84

1, 81, 85: n= 0 (C2) ; 82, 86, 89: n= 6 (C8); 23, 83, 87: n= 14 (C16);
84, 88, 90: n= 16 (C18)

Figura 22. Hidrolisi enzimatica d’ésters d’a,y-clorobutil de diferent
longitud de cadena carbonada del grup acid, 2, 8, 16 1 18 carbonis, per a
I’obtencioé del R-4-cloro-2-butanol.
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Primer es va estudiar la influéncia del dissolvent en la regioselectivitat de cada
biocatalitzador en la hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil a 40°C durant 24 h
de reaccio. El dissolvent amb el qual P. cepacia va mostrar més regioselectivitat
va ser I’ACN. C. rugosa va hidrolitzar poc 1 amb regioselectivitat molt baixa en
tots els dissolvents i Novozyme va mostrar poca regioselectivitat. Els millors
resultats es van obtenir amb 1’enzim comercial Lipozyme i amb les resting-cells

de les soques de R. oryzae i d’A. flavus en t-butanol.

La influencia de la longitud de la cadena de 1’acid es va estudiar en #-butanol. En
aquest cas els millors resultats també es van obtenir amb les dos resting-cells, R.
oryzae i A. flavus, mostrant més regioselectivitat amb cadenes llargues, de 16 i
18 carbonis, del grup acil. En aquests casos només s’hidrolitzaren els esters
amb el clor en posicid secundaria (87 i 88). Amb el grup acil de cadena més
curta, C2, I’enzim que va mostrar més regioselectivitat va ser P. cepacia,
resultat en concordanga amb els requeriments estérics estudiats per les lipases de
les espécies de Pseudomonas les quals prefereixen substrats més petits".
Lipozyme va mostrar la maxima regioselectivitat amb el palmitat d’o.y-

clorobutil.

L’efecte de la temperatura en la regioselectivitat de la hidrolisi per als diferents
esters d’a,y-clorobutil (C2, C8 i C16) es va estudiar en f-butanol, per als
biocatalitzadors que van mostrar més regioselectivitat i amb temperatures entre
5-50°C. Per Lipozyme i R. oryzae la regioselectivitat augmentava amb la
temperatura (5-40°C) davallant després a 50°C. Es va observar també que a 5°C
R. oryzae va hidrolitzar molt els ésters amb el grup acil C2, encara que amb
baixa regioselectivitat. Tot semblava indicar que ’acid acétic alliberat inhibia
I’enzim a altes temperatures pero no 1’inhibia quan la temperatura estava per

sota la temperatura de congelacié de 1’acid acétic. P. cepacia no va exhibir en
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cap cas bona regioselectivitat. La millor regioselectivitat es va obtenir amb R.

oryzae a 40°C 1 amb el palmitat d’a,y-clorobutil.

L’estudi de I’enantioselectivitat es va realitzar amb 1’tnic biocatalitzador que va
ser capa¢ d’hidrolitzar el regioisomer amb el clor en posicid primaria amb un
rendiment >50%, Novozyme, i en TBME a 30 i 40°C. Quan la longitud de la
cadena del grup acil va ser de 2 carbonis I’enzim no va mostrar
enantioselectivitat. Amb longituds de cadena més llargues, C8, C16 1 C18, tant a
30°C com a 40°C i amb 15 min es va aconseguir hidrolitzar >49,5% de 1’éster
amb 1’obtencid del R-4-cloro-2-butanol amb un eeg >98% (E>394). A partir dels
30 min de reaccid I’enzim ja va comengar a hidrolitzar I’altre enantiomer.
Aquests resultats estant en concordanga amb algunes de les regles generals sobre
“construccid de substrat” de les lipases, com que el centre quiral o proquiral ha
de contenir un atom d’hidrogen i que la cadena carbonada de I’acid tingui al
menys de 3 a 4 unitats de carboni per assegurar una alta lipofilicitat del substrat.
A més, la selectivitat es dona per I’enantiomer més favorable, el de configuracio
R del centre quiral de I’alcohol**.

En conclusio, les mescles d’isomers dels ésters d’a,y-clorobutil procedents dels
acids palmitic 1 estearic son hidrolitzades regioselectivament per les resting-cells
de R. oryzae o A. flavus en t-butanol a 40°C durant 24 h. Novozyme hidrolitza
enantioselectivament (> 49,5%) en TBME a 30°C durant 30 min amb un
eer>98% el regioisomer que no es hidrolizat per les resting-cells obtenint-se

d’aquesta manera el R-4-cloro-2-butanol desitjat.
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3. OBJECTIUS

Per tal de continuar 1’estudi del comportament de lipases en la hidrolisi d’esters
d’halohidrina per a 1’obtencié d’haloalcohols quirals valuosos com a

intermediaris en sintesi organica es van fixar els segiients objectius:

- Completar I’estudi d’hidrolisi selectiva de diferents mescles d’isomers
d’eésters d’a,y-clorobutil per a I’obtencié del R-4-cloro-2-butanol amb
altres longituds de cadena carbonada del grup acid en dissolvents

organics.

- Estudiar el comportament de noves resting-cells d’origen fungic, amb
activitat lipasica aillades de diferents fonts, en la hidrolisi de diferents

ésters d’halohidrina.

- Investigar el comportament dels diversos biocatalitzadors en la hidrolisi

d’esters d’halohidrina emprant diferents liquids ionics.
- Definir un procediment per la preparacié d’enantiomers de I’1-cloro-2-

octanol 1 I’1-bromo-2-octanol amb una elevada riquesa enantiomerica a

partir dels palmitats d’a,B-halooctil emprant lipases.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO
4.1. OBTENCIO DEL R-4-CLORO-2-BUTANOL

4.1.1. INFLUENCIA DE LA LONGITUD DE LA CADENA DEL GRUP
ACIL EN ELS ESTERS D’a,y-CLOROBUTIL

En els estudis anteriors s’havien investigat cadenes carbonades del grup acil de
C2, C81i CI16, per tant, es va voler completar I’estudi amb cadenes carbonades
amb un nombre de carbonis entre mig d’aquestes. En aquesta tesi, doncs, es
planteja estudiar el comportament dels diferents biocatalitzadors en la hidrolisi
regioselectiva d’¢sters d’a,y-clorobutil amb longitud de cadena del grup acil de
C4, C6 1 Cl2, aixi com el comportament de Novozyme en la hidrolisi
enantioselectiva d’aquests esters (Figura 23). En tots els casos 1’estudi es va dur
a terme emprant t-butanol i TBME com a dissolvents. Aquests ésters es

sintetitzaren amb la metodologia del CTMS'®.

4.1.1.1. ESTUDI DE LA REGIOSELECTIVITAT

La Taula 1 mostra els resultats obtinguts en la hidrolisi del butirat d’o.,y-
clorobutil emprant les lipases de P. cepacia, Lipozyme, i les resting- cells (R-C)
de R. oryzae 1 d’A. flavus. A ’hora d’analitzar aquests resultats s’ha de tenir en
compte que la proporcid inicial entre els dos regioisomers era de 45:55 (isomer
I: isomer II), proporcid forga diferent a la que s’obtenia amb cadenes d’acid gras

més llargues.
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Figura 23. Hidrolisi enzimatica d’esters d’a,y-clorobutil de diferent

longitud de cadena carbonada del grup acid, 4, 6 i 12 carbonis, per a
I’obtenci6 del R-4-cloro-2-butanol.
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Taula 1. Percentatges d’hidrolisi del butirat d’a,y-clorobutil (C4) en
diferents dissolvents i biocatalitzadors durant 24 h de reaccio a 40°C.
. . ® R-C R-Cd’
P.cepacia | Lipozyme de R. oryzae | A. flavus
DISSOLVENT | o4, hidrolisi | % hidrolisi | % hidrolisi | % hidrolisi
(Isomer I:1II) | (Isomer I:II) | (Isomer I:IT) | (Isomer I:1I)
93 | 96 | 93 | 96 | 93 | 96 | 93 | 96
11 74 10 92 5 91 10 70
TBME
(73:27) (90:10) (89:11) (71:29)
t-butanol 6 | 83 3 191 2 76 2 12
(82:18) (90:10) (77:23) (47:53)

Entre paréntesi es dona la proporci6 final d’ésters obtinguda

L’enzim més regioselectiu va ser Lipozyme, tant en z-butanol com en TBME.
Era d’esperar que amb les resting-cells de R. oryzae 1 A. flavus, que mostraven
excel-lent regioselectivitat quan les cadenes del grup acil de I’¢ster eren molt
llargues, amb cadenes més curtes disminuis la seva regioselectivitat, ja que, com
s’ha comentat a la introduccid, les lipases son més selectives per a substrats més
0 menys voluminosos perd no per a tots. P. cepacia va mostrar similar
regioselectivitat, encara que una mica més gran que quan la longitud de la

cadena era de 2 carbonis.

La Taula 2 mostra els resultats obtinguts de la hidrolisi del caproat d’a,y-
clorobutil. En aquest cas la proporci6 inicial entre els dos regioisomers era de
47:53 (isomer I: isomer II). Es va observar que a 1’augmentar la longitud de la
cadena de C4 a C6 va augmentar una mica la regioselectivitat per a tots els

biocatalitzadors estudiats, sobretot quan el dissolvent utilitzat fou el #-butanol .
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Taula 2. Percentatges d’hidrolisi del caproat d’a,y-clorobutil (C6) en
diferents dissolvents i biocatalitzadors durant 24 h de reaccid a 40°C.

R-C R-Cd’
de R. oryzae | A. flavus
DISSOLVENT | % hidrolisi | % hidrolisi | % hidrolisi | % hidrolisi
(Isomer I:II) | (Isomer I:1I) | (Isomer I:11) | (Isomer I:1I)
94 97 94 97 94 97 94 97
2 71 11 86 6 85 14 84

P.cepacia | Lipozyme®

TBME
(77:23) (89:11) (89:11) (86:14)
10 [or [ 2 93] 2 [8 | 1 [39
t-butanol (90:10)  (92:8)  (86:14)  (59:41)

Entre paréntesi es dona la proporcid final d’ésters obtinguda

La Taula 3 mostra els resultats obtinguts quan s’empra el laurat d’o,y-
clorobutil. Ara la proporcid inicial entre els dos regioisomers era de 66:34
(isomer I: isomer II). En aquest cas només es van estudiar els biocatalitzadors
Lipozyme i les resting-cells de R. oryzae. En tots els casos la regioselectivitat va
ser més alta amb ¢-butanol que amb TBME. Quan es va passar de 8§ a 12
carbonis, la regioselectivitat de Lipozyme va disminuir. Pel que fa a R. oryzae
si bé es va aconseguir obtenir el regioisomer I (clor en posicio 1) practicament
pur, es va observar també bastant hidrolisi d’aquest regioisomer, concretament

un 22%, resultat que potser es podria millorar disminuint el temps de reaccio.

Les lipases de P. cepacia no es van estudiar amb aquest ¢ster de clorohidrina, ja
que els estudis anteriors havien indicat que per a C8 i C16 no s’obtenien bones
regioselectivitats. Per altra part, com que I’4. flavus havia presentat un
comportament similar a R. oryzae pel que fa a la hidrolisi d’ésters de cadena

llarga no es va creure convenient tampoc realitzar I’estudi amb C12.
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Taula 3. Percentatges d’hidrolisi del laurat d’a,y-clorobutil (C12) en
diferents dissolvents i biocatalitzadors durant 24 h de reaccid a 40°C.

Resting cells
de R. oryzae
DISSOLVENT | % hidrolisi | % hidrolisi
(Isomer I:II) | (Isomer I:11)
95 98 95 98
55 85 14 97

Lipozyme®

TBME
(85:15) (98:2)
3 | 84 22 99
t-butanol (92:3) (99:1)
Entre paréntesi es dona la proporcid final d’ésters
obtinguda

La Taula 4 mostra un resum de tots els resultats obtinguts en I’estudi de la
hidrolisi dels diferents esters d’a,y-clorobutil amb els diferents biocatalitzadors i
en t-butanol, dissolvent amb el qual quasi tots els enzims van mostrar millor
regioselectivitat. Es mostra la relacio isomerica després de la reaccid d’hidrolisi
1 el percentatge d’hidrolisi de I’isomer 1. Per poder comparar millor els resultats
i els possibles efectes de la longitud de cadena a aquesta taula s’han inclos

també els resultats publicats pel nostre grup a article de Chirality’.

A excepcid de P. cepacia, tots els biocatalitzadors van ser més regioselectius
amb longituds de cadena llargues de la resta d’acil. P. cepacia va mostrar la
maxima regioselectivitat quan la longitud de 1’acid era de 6 carbonis. En aquest
cas el percentatge d’hidrolisi del regioisomer I es pot considerar moderat (10%).
Pel que fa a Lipozyme la major regioselectivitat es va obtenir amb el palmitat

(C16) amb un percentatge d’hidrolisi del regioisomer I també moderat (9%).
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Taula 4. Relaci6 isomerica i % d’hidrolisi de I’isomer I obtinguts després
de la hidrolisi d’¢sters d’a,y-clorobutil amb diferents biocatalitzadors, a
40°C 1 24 h de reaccio en t-butanol.

Biocatalitzador |Parametre| C2 C4 Co6 C8 |C12| Cl16 | C18
Is. LII [78:22(82:18(90:10|85:15| - |76:24|87:13

Poeepacla o Siar | 17 | 6 | 10 | 39 | - | 43 | 51
Lipozyme Is. LII  [66:33]90:10| 92:8 | 92:8 {92:8| 96:4 | 97:3
% Hid. I 4 3 2 14 3 9 18
R-C de Is. LII  [50:50(77:33|86:14| 93:7 |99:1| 96:4 | 96:4
R. oryzae % Hid. I 1 2 2 6 22 0 0
, Is. LI |53:47|47:53159:41| 93:7 | - | 97:3 | 98:2
RC&Aflavus = a1 | 2 | 1] 8 | -] 0] o

Is. I:II: Relaci6 isomer L:isomer II; % Hid. Is. I: % d’hidrolisi de 1’isomer I

De totes maneres els millors resultats (alta regioselectivitat i baixa hidrolisi del
regioisomer I) es van aconseguir emprant R. oryzae 1 A. flavus amb cadenes de
16 o 18 carbonis. Els resultats que ara s’han obtingut son coincidents amb altres
treballs ja publicats on es posa de manifest la influéncia de la longitud de la
cadena carbonada del grup acil en la selectivitat de les lipases'’”'%. D’aquests
resultats sembla poder-se també deduir que I’activitat observada en les resting-
cells de R. oryzae i A. flavus és clarament una activitat de tipus lipasica més que

carboxiesterasica.

4.1.1.2. ESTUDI DE L’ENANTIOSELECTIVITAT DE NOVOZYME 435

Una vegada trobades les millors condicions per a I’obtencio de I’éster de 3-
cloro-1-metilpropil es va voler disposar de més dades sobre la influéncia de la
longitud de la cadena carbonada sobre la hidrolisi enantioselectiva de

Novozyme.
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En el treball anterior el nostre grup ja s’havia trobat que, emprant diferents
esters d’a,y-clorobutil, longituds de la cadena carbonada de 2, 8, 16 i 18 i
Novozyme en TBME, s’obtenien en tots els casos percentatges d’hidrolisi
>49,5% als 15 min de reaccid. Ara bé, mentre que per les cadenes de 8 a 18
carbonis s’obtenia un eer del cloroalcohol corresponent (R-92) >98%, quan la
longitud de la cadena carbonada era de 2 carbonis 1’eez era com a maxim d’un
9%, corresponent a una hidrolisi de I’isomer I de 50-60%. Per tant, en aquesta
tesi ens varem plantejar estudiar el comportament d’aquest enzim en longituds
de cadena compreses entre 2 1 8 carbonis. També es va voler estudiar el

comportament quan el dissolvent era #-butanol.

La Taula 5 mostra els resultats obtinguts quan la longitud de la cadena
carbonada de I’éster va ser de 4 1 6 carbonis. Novozyme mostra també excel-lent
enantioselectivitat amb aquestes longituds de cadena, amb un eez>99% en tots
els casos, 1en ambdos dissolvents, #-butanol i TBME, i temperatures, 30 1 40°C,
amb un percentatge d’hidrolisi entre 44 1 51%. Als 15 min. I’éster de 3-cloro-1-
metilpropil havia estat hidrolitzat amb un percentatge >44% en tots els casos.
Quan es va utilitzar TBME com a medi de reaccio hi havia una mica més
d’hidrolisi a 40°C que a 30°C. En canvi en ¢-butanol la hidrolisi era una mica

més lenta a 40°C que a 30°C.

Per tant, si només considerem la resolucid cinética dels ésters de 3-cloro-1-
metilpropil amb Novozyme 435 podem concloure que qualsevol ester amb una
cadena de 4 o més carbonis dona resultats equivalents, semblant indicar una
pobra selectivitat d’aquest enzim en front de la longitud de I’acid carboxilic
emprat. Ara bé, si ens plantegem tota la seqiiéncia de reaccions, les millors
condicions per la sintesi del R-4-cloro-2-butanol, a partir de mescles d’isomers

d’esters d’a,y-clorobutil, son hidrolitzar els corresponents palmitat o estearat,
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sintetitzats a partir de 1’1,3-butandiol, I’acid palmitic o estearic i CTMSI%, amb

les resting-cells de R. oryzae en t-butanol a 40°C durant 24 h, seguit d’una

hidrolisi enantioselectiva per Novozyme 435 en TBME. D’aquesta manera es

pot obtenir el corresponent alcohol amb un ee>98% 1 una £>394.

Taula 5. Percentatge d’hidrolisi del butirat (C4) i caproat (C6) de 3-cloro-
I-metilpropil en TBME i #-butanol emprant Novozyme, diferents temps
de reacci6 i temperatures

C4 Cé
T |temps % %
DISSOLVENT! oy | (min.)| hidrolisi |eex| E | hidrolisi |eex| E
93 94
15 27 599 581 24 [599] 473
30°C| 30 47 [>99] 581 44 |99 473
45 47 [>99] 581 45 |>99| 501
TBME 15 49 [>99] 752 50 |>99|>1000
a0°c| 30 50 [>99[>1000] 50  |>99|>1000
45 51 97 | 227 51 88 | 42
15 50 |>99|>1000] 51 |>98| 357
30°C| 30 51 [>98] 357 51 |>98| 357
Cbutanol 45 51 |>98] 357 52 |>98| 311
15 45 599 501 48 [599] 645
40°c| 30 47 [>99] 581 48 |>99| 645
45 48 [>99| 201 51 87 | 357

4.1.2. ESTUDI DE NOVES SOQUES FUNGIQUES EN LA HIDROLISI

DELS PALMITATS D’a,y -CLOROBUTIL

Fins la data d’avui la majoria de les lipases utilitzades en aplicacions

biotecnologiques s’han aillat de fongs'®. Entre el gran nombre de lipases

descrites en la literatura, només els enzims que pertanyen a unes poques

especies fungiques han demostrat tenir una adequada estabilitat 1 capacitats

biosintetiques rellevants que permetin la seva utilitzacid6 com a rutina en
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laboratoris 1 industries. Encara que s’han aconseguit moltes millores en la
eficiencia dels enzims en processos catalitics amb el desenvolupament de
diferents técniques d’immobilitzacié d’enzims, modificacions quimiques,
fisiques o genétiques d’enzims''® i canvis en el medi de reaccid, encara queden
molts problemes per solucionar en I’aplicacié de les lipases en sintesi organica,

essent necessari per tant, trobar noves lipases amb diferents selectivitats' .

Mentre estavem desenvolupant els treballs indicats en ’apartat anterior, en el
nostre grups s’obtingueren 3 noves resting-cells d’unes soques fungiques
aillades de pinyola d’oliva, que pertanyen a les especies de Rhizopus,
Penicillium 1 Aspergillus, 1 una nova soca fungica d’A. flavus (A. flavus UDLTA
3.241), aillada com a endofit d’'una planta recol-lectada al Montsec, Ononis
minutissima. Aquestes soques fungiques van presentar activitat lipasica quan
van créixer en una placa de Petri amb un medi sintétic amb tributirina. Per tant,
ens varem plantejar estudiar la selectivitat en la hidrolisi dels ésters d’a,y-

clorobutil de les mateixes.

El plantejament fou equivalent al cas anterior, determinar la possible regio- i
enantioselectivitat d’aquests nous biocatalitzadors en la hidrolisi d’ésters d’a,y-
clorobutil de diferent longitud de cadena carbonada i amb diferents dissolvents

organics, f-butanol i TBME.

La Taula 6 mostra els resultats de la hidrolisi per a cada una de les resting-cells

fingiques aillades de mostres de pinyola.
Les resting-cells de la soca d’Aspergillus sp. van exhibir més regioselectivitat en

TBME i amb cadenes carbonades llargues del grup ¢€ster, a partir de 12 carbonis,

en canvi les resting-cells de D’espécie de Penicillium van mostrar més
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regioselectivitat en #-butanol, també essent més regioselectives quan la cadena
del grup ester era llarga.

Taula 6. Percentatge d’hidrolisi i relacid isomerica d’esters d’o,y-
clorobutil amb diferents resting-cells de soques fungiques aillades de la
pinyola

GRUP R- C de R-C de R-C de
ACIL Aspergillus sp. | Penicillium sp | Rhizopus sp.
(isomer I: | PISSOLVENT | o4 hidrolisi | % hidrolisi | % hidrolisi
Isomerll) Isomer | Isomer | Isomer | Isomer | Isomer | Isomer
1 11 1 11 1 11
2 41 45 69 1 8
TBME
4 (73:27) (74:26) (64:36)
(63:37) 1 27 38 8 1 4
-butanol (69:31) 84:16)  (63:37)
10 85 32 72 4 45
C8 TBME (91:9) (82:18) (76:24)
: 3 67 | 33 | s4 2 8
(65:35) t-butanol
(84:16) (88:12) (66:34)
3 90 14 8 10 44
Cciz | TBME (95:5) (91:9) (76:24)
(65:35) 17 84 36 90 23 24
-butanol (91:9) (93:7) (69:31)
14 89 10 84 1 35
Ct6 | TIBME (93: 7) (91:9) (74:26)
(65:35) 15 88 | 31 | 8% 1 29
-butanol (93:7) (91:9) (72:28)

Entre pareéntesi es dona la proporci6 final d’ésters obtinguda

Les resting-cells de la soca de Rhizopus sp. en cap cas van mostrar bona
regioselectivitat. Els millors resultats es van obtenir amb la nova soca
d’Aspergillus sp. amb el laurat (C12) d’a,y-clorobutil, la qual va hidrolitzar un
90% de I’isomer II i només un 3% de I’isomer I, obtenint-se al final una

proporcid entre regioisomers de 95:5. De totes maneres, en cap cas es van
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obtenir millors resultats que els que s’havien obtingut amb les resting-cells de

les altres soques fungiques estudiades anteriorment, R. oryzae 1 A. flavus

Pel que fa a la soca fungica aillada d’Ononis minutissima, les resting-cells d’A.
flavus UDLTA 3.241, es va decidir estudiar primer de tot la hidrolisi dels palmitats
d’a,y-clorobutil, ja que les altres especies d’Aspergillus estudiades havien
mostrat una elevada regioselectivitat per aquest éster. Com la regioselectivitat va
ser moderada (Taula 7), no es va creure convenient fer més estudis de

regioselectivitat en dissolvents organics amb aquestes noves resting-cells.

Taula 7. Percentatge d’hidrolisi i relaci6é isomérica dels palmitats d’a.,y-
clorobutil per les resting-cells d’una soca d’A. flavus aillada de Omnonis
minutissima.

Resting- cells
GRUP A. flavus UDL 3.241
ACIL DISSOLVENT % hidrolisi
(Isomer I: IsomerlI) Isomer I | Isomer II
83 87
C16 TBME 12 (89'11)69
65:35
( ) t-butanol > (815' 19) 7

Entre paréntesi es dona la proporcio final d’ésters obtinguda

413. ESTUDI DE LA HI})R(‘)LISI‘ D’ESTERS D’a,y-
CLOROBUTIL EN DIFERENTS LiQUIDS IONICS

La utilitzacié de LIs en processos biocatalitics cada vegada s’esta plantejant més
com una alternativa als dissolvents organics convencionals. Els estudis realitzats
fins ara mostren que aquests tenen un gran potencial, ja que si es compara el
comportament dels enzims en dissolvents organics convencionals amb el
comportament en LIs, aquests estan presentant millor activitat, estabilitat i

selectivitat en LIs. A més ’avantatge de poder modificar les propietats dels LIs
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seleccionant I’apropiada combinacid catid-anié ens permet un disseny especific
per a cada reacci6' 2.

En particular, les lipases estan mostrant un bon comportament en LlIs, afectant
positivament a [’activitat, estereoespecificitat 1 estabilitat d’aquests enzims.
Entre tots els LIs que s’han utilitzat en reaccions amb lipases, alguns dels més
interessants son aquells que contenen un cati6 alquilimidazoli'"®. L’us dels LIs
com a medi per a dur a terme reaccions amb lipases s’esta utilitzant tant per

C g aqe - . . . . . 114
hidrolisis, com per esterificacions i transesterificacions .

Aixi doncs, es va voler estudiar el comportament de les soques fingiques
estudiades anteriorment en la hidrolisi dels esters d’a,y-clorobutil en alguns LlIs,
més concretament en els LIs que vaig sintetitzar durant la meva estada al grup
de recerca del Prof. Tom Welton al Imperial College of London:
[HMIM][N(Tf),], [HMIM][BF.], [BMPy][N(TH).], [BMPy][BF4],
[BMLIM][N(TH),], [BM2IM][BF4], [OMIM][BF.], altres sintetitzats pel seu grup
d’investigacio: [BPy][N(Tf),], [BDIM][BF4], [B.IM][BF4] i un de comercial
subministrat per Merck: [BMIM][PF].

Primer es va estudiar la hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil amb les resting-
cells de la soca fungica A. flavus UDL 3.241, ja que aquesta no havia presentat
bona regioselectivitat en dissolvents organics i es volia veure si amb Lls es
podia aconseguir una millor regioselectivitat. Paral-lelament amb I’estudi de la
regioselectivitat es van analitzar les mostres per CG en una columna quiral per
determinar 1’enantioselectivitat sobre el regioisomer I d’aquest biocatalitzador
en els diferents LIs ja que hi ha diferents publicacions que indiquen que els LIs

. . .. . 115
incrementen 1’enantioselectivitat dels enzims .
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4.1.3.1. HIDROLISI DELS PALMITATS D’a,y-CLOROBUTIL EN
DIFERENTS LIs AMB A. flavus UDLTA 3.241

La Taula 8 mostra els resultats obtinguts en la hidrolisi dels palmitats d’ a,y-
clorobutil amb les resting-cells d’A. flavus UDLTA 3.241 en diferents LIs. Com es
pot veure no es va observar cap comportament similar entre els LIs que tenen el
mateix catié o ani6. Els resultats semblen dependre totalment de la combinacid
cativ-ani6 emprats. Aixi, si comparem [HMIM][BF4] i [HMIM][N(Tf):], que
tenen el mateix catio, les resting-cells van tenir un comportament similar en
quan a regioselectivitat pero diferent comportament en quan a
enantioselectivitat, presentant certa enantioselectivitat en la hidrolisi de 1’isomer
I quan es va utilitzar 1’ani6 [N(Tf),]. Ara bé, si comparem [BM,IM][BF4] i
[BMLIM][N(TH),], també LIs amb un cati6é equivalent, les resting-cells van ser
més regioselectives quan I’ani6 era [BF4]. No obstant quan varem canviar el
tipus de catiod per un catid tipus pirrolidina [BMPy][BF4] i [BMPy][N(Tf),] va

ser més regioselectiu quan 1’ani6 era [N(Tf),]".

Si ordenem els LIs segons la seva hidrofobicitat, [HMIM][N(Tf),] >
[BMuIM][N(Tf),] > [BMIM][PFs] > [BPy][N(Tf),] > [BMPy][N(Tf),] >
[BDIM][BF4] > [OMIM][BF4] > [HMIM][BF4] >[BM,IM][BF4] > [B,IM][BF4]
> [BMPy][BF4] veiem que els que tenen una hidrofobicitat intermédia son els

que van presentar millor regioselectivitat.

El LI amb el que varem obtenir millors resultats va ser I'[OMIM][BF4]. Només
quan es va utilitzar aquest, es va obtenir un elevat percentatge d’hidrolisi de
I’isomer 11 (90%), aix0 si, també es va hidrolitzar un 24% de I’isomer 1. En la
hidrolisi de 1’isomer I el biocatalitzador va mostrar moderada enantioselectivitat,
eeg del 77%. Si comparem els resultats amb els obtinguts per aquest

biocatalitzador amb [OMIM][BF4] amb els dissolvents organics estudiats
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anteriorment, aquest va mostrar més regioselectivitat que amb TBME o ¢-
butanol. Amb tots els altres LIs estudiats la regioselectivitat i enantioselectivitat

de les resting-cells d’A. flavus va ser més baixa.

Taula 8. Percentatge d’hidrolisi, relacid isomérica, ee 1 E obtinguts en la
hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil amb les resting-cells d’A. flavus
UDLTA 3.241 amb diferents LIs a 40°C durant 24 h.

Isomer I Isomer 11
LIQUID 83 87 Relaci6
IONIC % |%eer|E| % 83:87
hidrolisi hidrolisi
[BMIM][PF] 19 60 |5 44 79:21
[BM:IM][BF,] 34 nd | - 42 74:26
[OMIM][BF4] 24 77 |10 91 96:4
[HMIM][BF,] 31 nd | - 79 79:21
[B2IM][BF,] 14 9 |1 63 63:37
[BDIM][BF,] 18 20 |2 69 70:21
[BMPy][BF4] 24 54 | 4 51 78:21
[BMPy][N(Tf),] 31 nd | - 73 82:17
[BPy][N(T1),] 27 52 | 4 76 85:15
[BM:AIM][N(Tf)2] | 13 nd | - 17 66:34
[HMIM][N(Tf)2] | 34 55 |5 75 83:17

A continuaci6é es va decidir estudiar el comportament d’altres biocatalitzadors

amb aquest LI, ’'[OMIM][BF,], i amb altres ésters d’a,y-clorobutil.
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4.1.3.2. ESTUDI DEL COMPORTAMENT DE DIFERENTS
BIOCATALITZADORS EN LA HIDROLISI DELS PALMITATS D’a,y-
CLOROBUTIL EN [OMIM]|[BF,]

La Taula 9 mostra els resultats de la hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil en
[OMIM][BF4] amb diferents enzims comercials i resting-cells fungiques. Es va
decidir fer un primer estudi amb els palmitats d’a,y-clorobutil per qué és amb
aquests que la majoria dels biocatalitzadors van presentar millor regioselectivitat

en dissolvents organics.

Taula 9. Percentatge d’hidrolisi, relacié isomérica, ee i E obtinguts en la
hidrolisi dels palmitats d’a,y-clorobutil en [OMIM][BF4] amb diferents
biocatalitzadors a 40°C durant 24h.

Isomer I Isomer 11
BIOCATALITZADOR 83 87 Relacié

% % ee E % 83:87

hidrolisi hidrolisi
R. oryzae 22 7(R) 1 91 97:3
P. cepacia 23 74R) | 8 85 91:9
Lipozyme 2 >99(R) | >203 95 98:2
Aspergillus sp. 10 68(R) 6 89 94:6
Penicillium sp. 1 208) | 2 80 90:10
Rhizopus sp. 1 nd 1 36 74:26
Novozyme® 47 75(R) 14 80 83:17

2 temps de reaccié d’1 h; nd: no detectat.

Els millors resultats de regioselectivitat els va mostrar Lipozyme. En aquest cas
I’enzim va hidrolitzar un 95% I’isomer II i un 2% I’isomer 1. Aquesta baixa
hidrolisi de I’isomer I va anar acompanyada d’una alta enantioselectivitat.
Valor que de totes maneres s’ha de considerar en el context de la molt baixa
hidrolisi d’aquest regioisomer. Aquest biocatalitzador va ser, de tots els
estudiats, el que va millorar més la seva regioselectivitat al passar d’un dels

dissolvents convencionals estudiats a un LI. També van ser els millors resultats
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si ho comparem amb el comportament de Lipozyme en front d’altres ésters

d’a,y-clorobutil estudiats emprant dissolvents convencionals.

Quan s’utilitza P. cepacia amb [OMIM][BF4] el percentatge d’hidrolisi de
I’isomer II 1 la regioselectivitat exhibida enfront al palmitat d’a,y-clorobutil va
ser molt més alta que amb #-butanol. No obstant, aquestes condicions no van
aconseguir millorar la regioselectivitat que va presentar aquest enzim quan es va
emprar [’hexanoat d’a,y-clorobutil en #-butanol. Resultat que es pot justificar pel
fet que en el LI I’enzim va hidrolitzar molt més I’isomer I, hidrolisi que va anar

acompanyada d’una moderada enantioselectivitat.

Les resting-cells de R. oryzae van presentar regioselectivitat més baixa amb el
LI que amb #-butanol ja que amb I’[OMIM][BF4] hi va haver molta més hidrolisi
de l'isomer 1. Les resting-cells d’Aspergillus sp. i Rhizopus sp. aillades de
pinyola van tenir un comportament similar amb el LI que amb TBME i ¢
butanol. Quan les resting-cells van ser de Penicillium sp. 1’us del LI va provocar
una disminucié de la velocitat d’hidrolisi dels dos regioisomers. Com a
conseqliencia d’aquesta disminucid de velocitat 1’isomer I quasi no es va
hidrolitzar en el LI. No obstant encara va quedar un 20% de 1’isomer II per

hidrolitzar.

Si bé Novozyme encara va conservar certa enantioselectivitat en la hidrolisi de
I’isomer I en [OMIM][BF4], aquesta va ser moderada amb un eey del 75%, quan
s’havia hidrolitzat un 47% d’¢ster. A més, va augmentar el temps de reaccio de
15 min a 60 min respecte a quan es feia servir un dissolvent organic com

TBME.
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Altres treballs ja han indicat que el comportament de cada biocatalitzador en LIs
depén de la combinacidé enzim-LI-substrat. Schofer i col. van estudiar el
comportament de diferents lipases en LIs purs, basats en el catid6 imidazole i
pirrolidina. La reacci6 escollida per fer I’estudi fou la resolucio cinética de 1’1-
feniletanol per transesterificaci6 amb [’acetat de vinil. L’activitat i
estereoselectivitat de cada enzim va dependre del LI amb el qual es trobava i no
hi va haver cap LI que anés bé per a tots els enzims. Els millors resultats es van
aconseguir amb la lipasa B de C. antarctica amb [BMPy][BF4] i [OMIM][BF4].
Amb Lipozyme en aquests dos LIs Dactivitat va ser nulla o menyspreable®.
Per la seva banda Xanthakis i col. han estudiat el comportament de tres
biocatalitzadors, Novozyme 435, Lipozyme IM i C. antarctica no
immobilitzada, amb dos LlIs, [BMPy][CI] i el metilsulfonat d’l,3-
dimetilimidazoli: [M;IM][MeSO4]. En aquest cas la reacci6 estudiada va ser la
hidrolisi de 1’acetat del cis/trans-2-(4-metoxibenzil)ciclohexil. Novozyme 435
en [BMPy][Cl] va ser capag de realitzar la resolucio cinética de les dues parelles
d’enantiomers, mentre que el [M,IM][MeSO4] només va permetre la resolucio

d’una de les parelles d’enantiomers, concretament la parella frans''°.

L’activitat enzimatica d’un enzim quan aquest esta en un LI no sembla seguir
cap pauta concreta, ja que el comportament en un LI en particular sembla que
varia significativament segons I’enzim 1 el substrat. Probablement els LlIs
afecten molt més a activitat enzimatica que els dissolvents organics'®. Aixi
doncs, es va voler continuar I’estudi del comportament dels diferents
biocatalitzadors en [OMIM][BFs;] amb diferents longituds de la cadena

carbonada del grup acil dels esters d’a,y-clorobutil.
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4.1.3.3. ESTUDI DE LA HIDROLISI D’ESTERS D’0,y-CLOROBUTIL EN
[OMIM][BF4] I DIFERENTS BIOCATALITZADORS

Per tal d’estudiar 1’efecte de la longitud de la cadena carbonada en la hidrolisi
d’esters d’a,y-clorobutil en LIs es va escollir [OMIM][BF4], els biocatalitzadors
amb els que s’havia obtingut millor regioselectivitat en aquest LI i Novozyme

(Taula 10).

Taula 10. Percentatge d’hidrolisi, relacié isomérica, ee 1 E obtinguts en la
hidrolisi d’eésters d’a,y-clorobutil en [OMIM][BFs;] amb diferents
biocatalitzadors a 40°C 1 durant 24 h.

BIOCATALITZADOR | PARAMETRE C4 C8 C12
% Hidr. Is. 1 1 5 14
eer (%) E - >99/>210 | >99/>233
A. flavus upLTa 3241 %% Hidr. Is. 11 1 23 97
Isomer I:11 70:30 93:7 98:2
% Hidr. Is. 1 2 11 25
. eer (%) E >99/>203 | >99/>224 | >99/>275
Lipozyme % Hidr. Is. I | 88 93 08
Isomeér I:11 93:7 96:4 99:1
% Hidr. Is. 1 1 1 17
. eer (%) E - - >99/>243
Aspergillus sp. 1= i Is. 11| 68 68 93
Isomer I:11 66:34 85:15 95:5
% Hidr. Is. 1 54 54 27
Novozvme® eer (%) E 88/35 93/67 87/20
y % Hidr. Is. 11| 89 85 90
Isomeér I:11 87:13 85:15 93:7

: temps de reaccié d’1 h, C4: butirat d’a,y-clorobutil; C8: caprilat d’a,y-clorobutil; C12:
laurat d’a,y —clorobutil; Hidr.: Hidrolisi; Is. I : Isomer I; Is. IT : Isomer II.

En tots els casos, menys amb el Novozyme, a mesura que es va augmentar la
longitud de la cadena va augmentar el percentatge d’hidrolisi dels dos
regioisomers. Si tenim en compte les dades presentades en les taules 8 i 9

podem veure que aquesta €s una tendeéncia que s’ha conservat per les resting-
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cells d’A. flavus UDL 3.241, pel que fa a la hidrolisi de I’isomer 1 (24% per C16),
perd no en el cas de Lipozyme (2% d’hidrolisi de I’isomer 1 per C16) ni

Aspergillus sp (10% d’hidrolisi de I’isomer I per C16).

Novozyme va hidrolitzar els dos regioisomers de manera semblant en tots els
casos menys per a I’isomer [ amb C12 que, en aquest cas es va observar un valor
menor d’hidrolisi (27%) que en els altres tres productes observats. Aquesta
disminucié per altra banda no va anar acompanyada d’un augment de I’ee de
I’alcohol obtingut com es podria esperar d’una menor hidrolisi. Per tant, en
aquest cas es pot concloure que si bé amb C12 va augmentar la regioselectivitat

de Novozyme, va disminuir la seva enantioselectivitat.

Aquests diferents comportaments, en quan a la velocitat d’hidrolisi segons la
longitud de cadena i el biocatalitzador emprat, també han quedat reflectits en la
puresa regioisomerica de I’¢ster que queda per hidrolitzar 1 en 1’ee de
I’enantiomer majoritari obtingut. Aixi, el biocatalitzador obtingut d’A. flavus
UDL 3.241 va rendir un 3-cloro-1-metilpropil més pur amb el laurat (C12) que
amb el palmitat d’a,y-clorobutil (C16). Amb ’octanoat d’a,y-clorobutil 1’ester
de 3-cloro-1-metilpropil que es va obtenir també va ser més pur que amb el
palmitat d’a,y-clorobutil. A més va mostrar una bona enantioselectivitat en la
hidrolisi de 1’isomer I per C8 1 C12, que es va mantenir quan el percentatge
d’hidrolisi ja era al 14% pel cas del C12, per tant aquest biocatalitzador és un
potencial candidat per a la sintesi del R-4-cloro-2-butanol a partir del caprilat

(C8) o el laurat d’a,y-clorobutil (C12).

Amb Lipozyme I’¢ster de 3-cloro-1-metilpropil més pur obtingut es va

aconseguir amb el palmitat d’a,y-clorobutil. Cadenes més curtes van empitjorar
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els resultats. Aquests resultats son equivalents als que s’havien trobat per
dissolvents organics. Ara bé, a diferéncia del que succeia en els dissolvents
convencionals, Lipozyme va mostrar una elevada enantioselectivitat sobre
I’isomer I. Aixi, va hidrolitzar un 25% de laurat de 3-cloro-1-metilpropil donant
un ee superior al 99%. Novament aquest enzim en Lls, es va mostrar com un

potencial candidat per a la sintesi del R-4-cloro-2-butanol.

Amb Aspergillus sp. 1I’¢ster de 3-cloro-1-metilpropil que es va obtenir va
presentar una puresa similar tant amb el laurat d’a,y-clorobutil com amb el
palmitat d’a,y-clorobutil en [OMIM][BF4]. La millor enantioselectivitat la va
presentar en la hidrolisi de C12 quan va hidrolitzar I’isomer I. Si comparem els
resultats amb els que varem obtenir amb TBME i #-butanol per als diferents
esters d’a,y-clorobutil (Taula 6), veiem que en tots els casos, menys per C8, el
LI va augmentar o mantenir la capacitat d’hidrolisi dels dos regioisomers per
una mateixa longitud de cadena, donant els corresponents ¢sters de 3-cloro-1-

metilpropil amb una puresa similar.

Pel que fa al Novozyme 435, aquest va presentar una enantioselectivitat
moderada en el LI estudiat, tant pel laurat d’a,y-clorobutil com pel palmitat
d’a,y-clorobutil. No obstant quan la cadena era de 4 i 8 carbonis
I’enantioselectivitat va augmentar de manera evident, ja que es van obtenir
valors d’ee al voltant del 90% amb un percentatge d’hidrolisi de 1’isomer I del
54%. Si comparem [’activitat de Novozyme en [OMIM][BF4] i amb els
dissolvents convencionals estudiats observem que si bé I’enantioselectivitat en
general era menor, aquesta va variar de manera molt més significativa segons la

longitud de la cadena carbonada, cosa que no passava amb TBME.
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L’us del LI [OMIM][BF4] en la hidrolisi d’esters d’a,y-clorobutil ha provocat un
increment en la regioselectivitat de Lipozyme quan 1’¢ster era el palmitat d’a.,y-
clorobutil. A més alguns biocatalitzadors, Lipozyme 1 les resting-cells
d’Aspergillus sp. podrien ser potencials catalitzadors de la hidrolisi
enantioselectiva del laurat de 3-cloro-1-metilpropil. No obstant, les millors
condicions per a una hidrolisi regioselectiva dels ¢sters d’a,y-clorobutil
continuen essent amb les resting-cells de R. oryzae o A. flavus en t-butanol a

40°C durant 24 h pel palmitat o estearat d’a,y-clorobutil.

4.2. SINTESI D’1-HALO-2-OCTANOLS OPTICAMENT PURS

L’1-cloro-2-octanol i I’1-bromo-2-octanol opticament purs sén també valuosos
intermediaris per a la sintesi organica, poden permetre per exemple la sintesi de
lactones quirals comercials. Per tant, es va voler estudiar el comportament dels
diferents biocatalitzadors en 7-butanol i amb I’[OMIM][BF4], en la hidrolisi de
dos palmitats d’a,y-halooctil, en concret dels palmitats d’o,B-bromooctil (28 i
29) 1 dels palmitats d’a,B-clorooctil (24 1 25), Figura 23. El palmitat d’a,p-
bromooctil va ser sintetitzat amb la nova metodologia descrita en el Capitol III
amb [BMIM][PFs] i KBr a partir de 1’1,2-octandiol i I’acid palmitic i el palmitat
d’a, B-clorooctil va ser sintetitzat a partir de 1’1,2-octandiol i I’acid palmitic amb

CTMS.

Com ja hem comentat en el capitol anterior, aquests €sters no es poden analitzar
per CG-FID, ja bé per qué¢ no volatilitzen o per qué es descomponen en
I’injector. Per tant, la seva hidrolisi es va seguir per RMN de 'H. Per tal de
poder coneixer el percentatge d’¢ster hidrolitzat es va addicionar a les mostres
un patr6 intern, 1’1,4-diclorobenze i es va realitzar una recta patrdé per a cada

¢ster a partir de I’area de 1’1,4-diclorobenze (només dona un senyal a I’espectre
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de 'H corresponent als seus 4 protons amb 6=7,26 ppm) i el senyal de proté
corresponent al/s protd/ns de la part de 1’alcohol més proper del grup éster:
24(0=4,92 - 5,02; 1H), 25(6=4,10 - 4,21; 2H), 28(6=4,88 - 4,98; 1H) i
29(0=4.17 - 4.30; 2H), protons en vermell de la Figura 24 . Per tal d’assegurar-
nos que al moment d’enregistrar la FID tots els protons estiguessin relaxats i aixi
I’area d’integracié de cada senyal caracteristic fos més real a la quantitat de
producte, es va utilitzar un temps de relaxacié de 10 s i un pols de 30°. A més

. 1
per cada mostra es van realitzar 4 espectres de H.

La puresa optica dels alcohols formats si que es va poder determinar mitjangant

cromatografia de gasos amb columnes quirals.
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Figura 24. Hidrolisi enzimatica dels palmitats d’a,B-halooctil.
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4.2.1. ESTUDI DE LA HIDROLISI DE PALMITATS a,p-HALOOCTIL
EN t-BUTANOL I DIFERENTS BIOCATALITZADORS

Per a I’estudi de la hidrolisi dels palmitats d’a,B-halooctil es van emprar tres
biocatalitzadors, les resting-cells de R. oryzae, I’enzim comercial Lipozyme i

Novozyme 435.

Els tres enzims estudiats (Taula 11) van hidrolitzar completament 1’isomer 11
dels dos palmitats d’a,B-halooctil. Per a la hidrolisi dels palmitats d’a,f-
clorooctil I’enzim més adient amb #-butanol va ser Lipozyme, ja que aquest era
el que va hidrolitzar menys 1’isomer I. No obstant, tots els enzims van
hidrolitzar més d’un 50% dels palmitats d’a,B-bromooctil i en el cas de R.
oryzae i Lipozyme ho van fer amb baixa enantioselectivitat. A 1’Annex II.2. hi
ha 1’espectre de RMN de 'H dels productes de la hidrolisi i a I’Annex III.1. el
cromatograma de 1’analisi dels cloroalcohols obtinguts en la columna quiral
quan es va utilitzar Lipozyme. Sembla ser doncs, que cap dels dos
biocatalitzadors son bons candidats per a portar a terme hidrolisis tant regio-
com enantioselectives dels palmitats d’a,pB-bromooctil. La introduccié d’un
halogen més voluminds sembla que va augmentar la velocitat d’hidrolisi i
disminuir clarament la regioselectivitat quan es va emprar un dissolvent organic

com el #-butanol.

Novozyme va hidrolitzar I’isomer [ dels palmitats d’a,B-clorooctil amb
excel-lent enantioselectivitat (ees>99%) a les 3 h de reaccid, perd només va
hidrolitzar el 35% de I’isomer I (£>340). A les 24 h de reaccid6 Novozyme ja
havia hidrolitzat un 57% de I’isomer I (ees=90%), indicant que en temps entre 3
i 24 h es podria aconseguir una E>1057. Per al palmitat d’a,B-bromooctil

Novozyme va presentar moderada enantioselectivitat (ees=76%, E=9) a les 3 h
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de reacci6. A 1I’Annex III.1. es presenta el cromatograma corresponent a 1’analisi
en la columna quiral dels cloroalcohols obtinguts quan es va utilitzar

Novozyme.

Taula 11. Percentatge d’hidrolisi, relacié isomérica, ee i E obtinguts en la
hidrolisi dels palmitats d’a,pB-halooctil en #butanol amb diferents
biocatalitzadors a 40°C i1 durant 24h.

PALMITAT D’

¢,-HALOOCTIL BIOCATALITZADOR PARAMETRE
% Hidr. Is. I 13
R-C de R. oryzae ees (%) E 60/4
% Hidr. Is. 11 100
YETT
X: ¢l Lipozyme /;eHl((:/r )/I sE I 1 18/ 1
Isomer I:IT (90:10) Py
% Hidr. Is. 11 100
% Hidr. Is. 1| 57 35%
Novozyme ees (%) E [90/39|>99/>340°
% Hidr. Is. 11| 100 100°
% Hidr. Is. I 57
R-C de R. oryzae ees (%)/ E 47/4
% Hidr. Is. 11 100
X: Br ] % Hidr. Is. I Si
\ ) . ipozyme ees (%) E 48 /4
Isomer I:11 (75:25) % Hidr. Is. 11 100
% Hidr. Is. 1| 52 212
Novozyme ees (%) E [90/49| 76/9°
% Hidr. Is. 11| 100 83?

: 3 h de reaccid; R-C: resting-cells;, % Hid.: % d’hidrolisi; Is. I: isomer I; Is. II:isomer 11

En aquest cas I’enantioselectivitat mostrada en la hidrolisi dels palmitats d’a,[3-
halooctil pels diferents biocatalitzadors va ser oposada al cas dels d’a,y-
clorobutil, doncs van presentar preferéncia per ’isomer S. Com ja s’ha comentat
al inici d’aquest capitol la mida dels substituents sobre el carboni quiral t¢ una
clara influéncia sobre el resultat final de la hidrolisi, en aquest cas, doncs,

I’augment de la longitud de la cadena es pot suposar com la causant d’aquest
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canvi d’estereoespecificitat. Pel que fa a la influéncia del tipus d’halogen sobre
I’enantioselectivitat de la reacci6 sembla menor, encara que sempre s’ ha de tenir

en compte que els percentatges d’hidrolisi de I’isomer I no son equivalents.

4.2.2. ESTUDI DE LA HIDROLISI DE PALMITATS «,p-HALOOCTIL
EN [OMIM][BF4] I DIFERENTS BIOCATALITZADORS

Degut que amb #-butanol no es van aconseguir uns resultats gaire bons per a la
hidrolisi regio- 1 enantioselectiva del palmitat d’a,B-halooctil, sobretot pel
palmitat d’a,p-bromooctil es va decidir provar les reaccions d’hidrolisi amb el
LI [OMIM][BF4]. En aquest cas els biocatalitzadors estudiats van ser les resting-

cells de d’A. flavus UDLTA 3.241 i els enzims comercials Lipozyme i Novozyme.

La Taula 12 mostra els resultats obtinguts per la hidrolisi amb [OMIM][BF4].
Els biocatalitzadors van presentar més regioselectivitat que amb #-butanol,
sobretot pel que fa a la hidrolisi de I’isomer I, que en aquest cas tots els

biocatalitzadors el van hidrolitzar molt poc.

L’enzim que va presentar millor regioselectivitat per als dos palmitats d’a,f3-
halooctil va ser Lipozyme, en especial per al palmitat d’a,B-clorooctil. No

obstant va quedar un 10% del regioisomer II sense reaccionar.

Quan el biocatalitzador era les resting-cells d’A. flavus, encara que pel palmitat
d’a,B-bromooctil es va aconseguir una relacio isomeérica de 93:7, ja s’havia
hidrolitzat un 18% de ’isomer I a un percentatge d’hidrolisi de I’isomer II del

82%.
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Taula 12. Percentatge d’hidrolisi, relacié isomérica, ee i E obtinguts en la
hidrolisi dels palmitats d’o,B-halooctil en [OMIM][BF4] amb diferents

biocatalitzadors a 40°C i1 durant 24h.

PALMITAT D’

a,p-HALOOCTIL BIOCATALITZADOR PARAMETRE
% Hidr. Is. I 1
ees (%) E 28 /2
A. flavus :
UDLTA 3.241 % Hidr. Is. I1 74
Is.I:Is. 11 82:18
% Hidr. Is. I 5
. - ees (%)/ E 6/1
Isbmer LAIL (90:10) Lipozyme % Hidr. Is. T1 89
Is.1:Ts. 11 99:1
% Hidr. Is. 1 43
. ees (%)/ E 98 /221
Novozyme % Hidr. Is. I1 85
Is. I : Is. 11 69:2
% Hidr. Is. I 18
ees (%)/ E 6/1
A. flavus upLta 3241 o, Hidr. Is. II 82
Is.I: Is. 1T 93:7
% Hidr. Is. I 1
X: Br Lipozyme - _
Isbmer LTI (75:25) pozy % Hidr. Is. IT 90
Is. I : Is. 11 96:4
% Hidr. Is. 1 15
) ees (%)/ E 95 /46
Novozyme % Hidr. Is. 11 91
Is. I:1s. 11 98:2

: 3 h de reaccio; % Hid.: % d’hidrolisi; Is. I: isomer I; Is. IT:isomer 11

Pel que fa a Novozyme, aquest va presentar elevada enantioselectivitat
(ees=98%, E=221), perd menys que en ¢-butanol (ees>99%, £>340), pel palmitat
d’1-(clorometil)heptil (24). Enfront al palmitat d’1-(bromometil)heptil (28) va
presentar elevada enantioselectivitat (ees=95), si bé en aquest cas s’ha de tenir

en compte que només s’ha arribat a un 15% d’hidrolisi de I’isomer I (E=46). A
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I’ Annex I1.2. hi ha Iespectre de RMN de 'H dels productes de la hidrolisi quan

es va utilitzar Lipozyme.

Aixi com per als esters d’a,y-clorobutil 4. flavus 1 Lipozyme en [OMIM][BF,4]
el percentatge de I’isomer I que hidrolitzaven ho feien d’una manera
enantioselectiva, per al cas dels palmitats d’a,B-halooctil no van mostrar

enantioselectivitat per 1’isomer L.

4.2.3. COMPORTAMENT DE NOVOZYME EN [BMIM][PFg]|

Es va voler fer una prova preliminar amb el LI [BMIM][PF¢] ja que hi ha
diverses publicacions sobre 1'is d’aquest LI i les lipases C. antarctica en
reaccions d’esterificacions®®, transesterificacions®™®’, resolucié d’alcohols
secundaris via acilacié” i en alcoholisis” en les que s’obtenen millors resultats
que amb dissolvents organics. Es va aplicar doncs aquest biocatalitzador a la
hidrolisi dels dos palmitats d’a,B-halooctil en aquest LI, el [BMIM][PF¢]. La

Taula 13 mostra els resultats obtinguts.

Taula 13. Percentatge d’hidrolisi, relacié isomerica i ee obtinguts en la
hidrolisi dels palmitats d’a,B-halooctil en [BMIM][PF¢] amb Novozyme a
40°C i durant 3 h.

PALMITAT D’ Novozyme
0,B-HALOOCTIL | % Isomer I | ees (%) E | % Isomer 11
X: Cl
Isdmer L:II (90:10) 51 98 | 357 53
X: Br
Isomer L:II (75:25) 35 >99 | >340 52

En ambdods casos, tant pel palmitat d’a,p-clorooctil com pel palmitat d’a,[3-

bromooctil, Novozyme va presentar elevada enantioselectivitat, molt més que
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amb [OMIM][BF4], amb percentatges d’hidrolisi ja forca elevades. A I’Annex
I1.2. hi ha ’espectre de RMN de 'H dels productes de la hidrolisi i a I’Annex
III.1. el cromatograma de I’analisi dels haloalcohols obtinguts en la columna

quiral.

Vists els resultats, les millors condicions de les estudiades per a 1’obtencio del
S-1-cloro-2-octanol son fer una hidrolisi regioselectiva amb Lipozyme en ¢-
butanol seguit d’una hidrolisi enantioselectiva amb Novozyme en [BMIM][PF]

a 40°C durant 3 h.

El rendiment obtingut per al palmitat d’a,B-clorooctil va ser del 86%, un 77 %
de palmitat d’1-(clorometil)heptil (24) i un 9% de palmitat de 2-clorooctil (25).
Amb la hidrolisi regioselectiva amb Lipozyme hi va haver un 8% d’hidrolisi de
24 i amb la hidrolisi enantioselectiva amb Novozyme hi va haver una conversio
del 50%, aixo implica que es pot arribar a obtenir S-1-cloro-2-octanol amb un
rendiment maxim del 35% respecte 1’acid palmitic (17,7% respecte de 1'1,2-

octandiol).

Les millors condicions de les assajades per a la sintesi del S-1-bromo-2-octanol
son hidrolisi regioselectiva amb Lipozyme en [OMIM][BF4], encara quedant
pero, un 10% de I’isomer no desitjat sense reaccionar, seguit d’una hidrolisi
enantioselectiva amb Novozyme en [BMIM][PFs] a 40°C. En aquest cas el
rendiment sempre seria menor que en el cas del corresponent derivat clorat amb

I’inconvenient afegit que sempre tindriem una mescla dels dos regioisomers.

Els estudis realitzats amb lipases en LIs confirmen el fet ja descrit, que les
condicions Optimes per a cada sistema enzimatic de reacci6 varien molt segons

el biocatalitzador i els substrats, encara que aquests siguin substrats similars. Per
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trobar les millors condicions es requereixen estudis molt exhaustius doncs, fins
ara, no s’ha pogut arribar a definir cap regla que permeti predir d’'una manera
fiable quin sera el comportament concret. Les interaccions que tenen lloc en els
sistemes amb LIs son molt complexes 1, a part dels efectes produits en la reaccid
degut a les interaccions LI-solut, el microambient de I’enzim esta tamb¢é afectat.
A més, encara que hi ha un ampli rang de LIs disponibles actualment, hi ha molt
poca informacio sobre les propietats d’aquests i les que hi ha sén insuficients per
a escollir el millor LI per a un sistema enzimitic en concret’™. Podriem
concloure que, si bé en aquesta tesi s’han arribat a definir unes condicions que
poden permetre preparar el S-1-cloro-2-octanol i el S-1-bromo-2-octanol amb
una puresa i rendiments acceptables, segurament faria falta un estudi més extens

per tal de trobar les millors condicions per a 1’obtencio d’aquests productes.

Si comparem els resultats amb els descrits en la literatura per a I’obtencié d’1-
halo-2-alquils enantiomeéricament purs amb els resultats obtinguts amb
Novozyme tant amb dissolvents organics com en els LIs estudiats, els
rendiments que podriem arribar a obtenir amb el métode ara estudiat i ee
obtinguts son similars o més elevats, sobre tot si es t¢ en compte la longitud de

la cadena del diol.

Rotticci 1 col. van estudiar el comportament de la lipasa B de C. antarctica
(CALB) en la resolucidé cinetica d’halohidrines via transesterificaci6. Van
estudiar el comportament de I’enzim amb halohidrines de cadena curta (1-cloro-
2-propanol, 1-bromo-2-propanol i 1-bromo-2-butanol) i amb halohidrines de
cadena llarga (1-cloro-2-octanol i 1-bromo-2-octanol). Enfront les halohidrines
de cadena llarga va mostrar baixa enantioselectivitat, d’un 41% d’ees per 1I’1-

cloro-2-octanol i d’un 56% d’ees pel 1-bromo-2-octanol. Quan les cadenes van
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ser més curtes es van obtenir millor enantioselectivitat, al voltant del 80% d’eeg,

pels 1-halo-2-propanols perd d’un 41% d’eex per a 1’1-bromo-2-butanol®.
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5. CONCLUSIONS

S’ha estudiat la influéncia de la longitud de la cadena carbonada en ésters d’a.,y-
clorobutil, el dissolvent i els biocatalitzadors sobre la hidrolisi regioselectiva 1
enantioselectiva d’aquests productes. Com a dissolvents s’han estudiat dos
dissolvents organics convencionals, el TBME 1 el #-butanol, i un conjunt de LlIs.
Pel que fa als biocatalitzadors, s’han emprat tant enzims comercials, Lipozyme,
Novozyme 435 1 P. cepacia, com resting-cells d’origen fingic , R. oryzae, A.
flavus , A. flavus UDLTA 3.241, Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium sp.,

obtingudes en el nostre laboratori.

Aquests estudis han permés el desenvolupament d’un métode quimio-enzimatic
per a la sintesi del R-4-cloro-2-butanol a partir de la mescla d’isomers del
palmitat o estearat d’a,y-clorobutil. Aquests ¢&sters d’a,y-clorobutil s’han
sintetitzat a partir de 1’1,3-butandiol, I’acid palmitic o estearic i CTMS.
Posteriorment — aquestes mescles d’isomers han estat hidrolitzades
regioselectivament per les resting-cells de R. oryzae o A. flavus en t-butanol a
40°C durant 24 h 1 després, el regioisomer que queda, es hidrolitzat
enantioselectivament (> 49,5%) per Novozyme 435 en TBME a 30°C durant 30
min amb un ee>98%. Utilitzant acid estearic es va obtenir el maxim rendiment
a partir del 1,3-butandiol, un 33%. Si bé el LI [OMIM][BF4] ha millorat en
alguns casos algun dels parametres estudiats, ha millorat de manera evident
I’enantioselectivitat de Lipozyme, A. flavus UDLTA 3.241 1 Aspergillus sp. enfront
de laurat de 3-cloro-1-metilpropil (eex>99% per percentatges d’hidrolisi de 25,
14 1 17% respectivament). Quan s’analitza la reaccié en el seu conjunt no han
demostrat poder arribar a donar resultats equivalents als obtinguts en dissolvents

convencionals.
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Finalment, es va estudiar la hidrolisi dels palmitats d’a,p-clorooctil i el palmitat
d’a,B-bromooctil amb diferents biocatalitzadors, 4. flavus UDLTA 3.241, R.
oryzae, Lipozyme i Novozyme, en t-butanol, [OMIM][BF4] i [BMIM][PF¢]. En
aquest cas tots els enzims van mostrar enantiopreferéncia oposada obtenint-se el
S-1-halo-2-octanol. Lipozyme va ser el biocatalitzador que va mostrar més
regioselectivitat, tant en #-butanol com en [OMIM][BF,4]. Novozyme va mostrar
moderada enantioselectivitat en ¢-butanol i [OMIM][BF4] perd excel-lent

enantioselectivitat en [BMIM][PF¢].

El S-1-cloro-2-octanol es pot obtenir amb una primera hidrolisi regioselectiva
dels palmitats d’a,B-clorooctil amb Lipozyme en #-butanol a 40°C durant 24 h
seguit d’una hidrolisi enantioselectiva amb Novozyme en [BMIM][PF¢] a 40°C
durant 3 h. Les millors condicions per a obtenir el S-1-bromo-2-octanol sén una
primera hidrolisi dels palmitats d’a,p-bromooctil amb Lipozyme en
[OMIM][BF4] seguit d’una hidrolisi amb Novozyme en [BMIM][PF¢], no
obstant encara queda isdomer amb el brom en posicié secundaria sense reaccionar
1 el percentatge de conversio de I’isomer amb el brom en posicid primaria és

només del 35%.

Aquests resultats son preliminars i s’han de completar amb I’estudi de les
hidrolisis a diferents temps de reaccio i altres LIs. Segons la combinacié LI,
procedeéncia de la lipasa i tipus d’ester d’halohidrina ’activitat de les lipases aixi
com la seva regio- i1 estereoselectivitat varien, fet que demostra que els LIs tenen
un gran potencial en biocatalisi. Quan s’utilitza LlIs, encara que es pot
aconseguir una millor estereoselectivitat dels enzims, €s crucial la correcta

combinaci6 entre catid i anid, 1 a I’igual que es va observar el Capitol III, s’ha
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de dissenyar un LI per a cada procés concret i és molt dificil la seva extrapolacio

a reactius o enzims similars per a obtenir resultats similars.
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6. MATERIAL I METODES

6.1. MATERIAL

6.1.1. MATERIAL QUIMIC

El CTMS, I’acid butiric, 1’acid caproic, ’acid caprilic, el #butanol 1 1’1,4-
diclorobenze van ser subministrats per Fluka, Madrid, Espanya. 18-crown-6,
I’acid lauric 1 el cloroform deuterat van ser subministrats per Sigma-Aldrich,
Madrid, Espanya. El [BMIM][PF¢] 1 el gel de silice 60H van ser subministrats
per Merck, Barcelona, Espanya. L’acid palmitic, 1’1,3-butandiol van ser
subministrat per Riedel-de Haén, Madrid, Espanya. El bicarbonat sodic i el
sulfat magnesic anhidre van ser subministrats per Panreac. L’1,2-octandiol, el
bromur potassic i el n-trideca va ser subministrat per Acros Organics, Barcelona,
Espanya. El TBME va ser subministrat per J.T. Baker, Barcelona, Espanya.

Els altres LIs van ser sintetitzats al laboratori del Prof. Tom Welton del

Departament de Quimica de I’Imperial College of London.

6.1.2. MATERIAL BIOLOGIC

Lipozyme, lipasa immobilitzada de Mucor miehei i 1’Amano Lipasa PS de
Pseudomonas cepacia van ser subministrades per Sigma-Aldrich. Novozyme
435®, lipasa immobilitzada de Candida antarctica va ser subministrada per

Novo Nordisk.
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6.2. INSTRUMENTACIO

6.2.1. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

L’equip de Ressonancia Magnética Nuclear utilitzat va ser un MERCURYplus
AS400 MHz NMR Spectrometer Systems de VARIAN amb una sonda 400
AutoSwitchable 4 Nucleus Probe 'H/ "F/"*C/A'P, 'H/ F/{ PN- *'P} PFG, dels

Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Lleida.

6.2.2. CROMATOGRAF DE GASOS

Cromatograf de gasos FISONS Instruments GC8000 series (ThermoQuest) amb

un detector FID-40x i software Millenium>? de Waters.

Cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP 6890 amb detector FID-
40x 1 software ChemStation Plus Rev. A.09.xx 2002.

6.3. METODES
6.3.1. SINTESI DELS ESTERS D’0,y-CLOROBUTIL

Els ésters d’a,y-clorobutil van ser sintetitzats a partir del corresponent acid (1,56
mmols), 1’1,3-butandiol (1 mmol) i CTMS (15 mmols) en una vial roscat a 80°C
durant 48 h. Després, es van addicionar 10 ml d’hexa i 10 ml d’una solucid
aquosa de bicarbonat sodic (NaHCOs) saturada i es va deixar agitant durant 12
h. La solucié organica es va rentar amb aigua, es va assecar amb MgSOy 1
finalment es va eliminar I’hexa per destil-lacié a 40°C i buit a 300 mmHg. Els
productes van ser purificats a través d’una columna cromatografica de gel de

silice 60H amb hexa:acetat d’etil'®®!"”.
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6.3.2. DETECCIO 1 ATLLAMENT DE FONGS PROCEDENTS DE
PINYOLA AMB ACTIVITAT LIPASICA

15 plaques de Petri de medi triptona amb tributirina (5g triptona, 3g d’extracte
de llevat, 10 g d’agar 1 10 ml de tributirina per litre) van ser inoculades amb 0,1
ml d’una suspensi6 de pinyola de 0,10 g/ml amb aigua més tween en condicions
aséptiques. El test es va realitzar a tres tipus de pinyola de diferent procedéncia.
5 d’aquestes plaques inoculades de cada tipus de pinyola es van deixar incubant
a 25°C durant 5 d, 5 plaques a 40°C durant 3 d i 5 plaques a 48°C durant 3 d. Els
fongs que van créixer 1 van mostrar un halo al voltant de la seva colonia es van
aillar fins cultiu pur en plaques amb medi PDA (20g glucosa, 200 ml d’extracte
de patata, 800 ml d’aigua destil-lada i 15 g d’agar), incubades a 25°C durant 5 d,
i conservar en tub amb medi PDA en nevera. D’aqui es van aillar tres soques

fangiques: Aspergillus sp., Penicillium sp. 1 Rhizopus sp.

6.3.3. CULTIU DE LES RESTING-CELLS FUNGIQUES

Les resting-cells de cada fong estudiat, R. oryzae, A. flavus, A. flavus UDLTA
3.241, Aspergillus sp., Penicillium sp. 1 Rhizopus sp., es van fer créixer en un
medi sintétic consistent en 2,0 g d’asparagina, 1,0 g de fosfat acid de potassi, 0,5
g sulfat magnésic anhidre, 5,0 mg de clorhidrat de tiamina, 1,45 mg de nitrat
feérric nonahidratat, 0,88 mg de sulfat de zinc heptahidratat, 0,23 mg de sulfat de
mangangs tetrahidratat i 1 1 d’aigua a un pH de 6. En matrassos Erlenmeyer
d’1 1 de capacitat amb 200 ml de medi sintetic estéril 1 500 ml de capacitat amb
150 mL de medi esteril es va addicionar 1% d’oli de gira-sol i seguidament es
van inocular amb cada fong en condicions d’asépsia. Es van deixar incubant en
un agitador orbital a 200 rpm a 28°C durant 5 d.

Passats els 5 dies es va filtrar la massa que havia crescut als matrassos

Erlenmeyer i es va rentar el miceli fungic tres vegades amb aigua destil-lada i

244



Capitol IV

acetona. El miceli es va liofilitzar durant 18 h 1 seguidament es va triturar en un

molinet. Va ser conservat en congelacio fins la seva utilitzacio.

6.3.4. ‘HIDR(‘)LISI D’ESTERS D’0,y-CLOROBUTIL EN DISSOLVENTS
ORGANICS AMB DIFERENTS BIOCATALITZADORS

En diferents tubs Eppendorf es varen pesar 30 mg de cada biocatalitzador
(Lipozyme®, P. cepacia, resting-cells de R. oryzae, Aspergillus flavus, A.
flavus UDLTA 3.241, Aspergillus sp., Penicillium sp. Rhizopus sp.) 1 es van afegir
0,5 ml d’una dissoluci6 de 0,174 M d’ester d’a,y-clorobutil, 4 pl /ml trideca en
t-butanol o #-butil metil eter 1 5 pl d’aigua. La mescla es va agitar a 1400 rpm a
40°C durant 24 h. Tot seguit es van centrifugar les mostres a 3000 rpm durant 2
min 1 es va transvasar la part de dissolvent organic a un vial. Es va preparar una
dilucié de 52 pl de mostra en 455 pl deTBME per injectar al CG-FID amb una
columna DB-1. Es va realitzar una reacci6 sense biocatalitzador per a cada ester
d’a,y-clorobutil per comprovar que no hi havia hidrolisi sense aquest i per
referenciar tots els percentatges d’hidrolisi a aquest blanc. Les reaccions es

varen dur a terme per duplicat.

6.3.5. ‘HIDR(‘)LISI D’ESTERS D’0,y-CLOROBUTIL EN DISSOLVENTS
ORGANICS AMB NOVOZYME 435

En un tub Eppendorf es varen pesar 15 mg de Novozyme 435®, 0,250 ml d’una
dissolucié de 0,174 M d’éster d’a,y-clorobutil i 4 pl/ml trideca en una en ¢-
butanol o #-butil metil ¢ter 1 2,5 pl d’aigua. Les reaccions es varen dur a terme
per duplicat i es van agitar a 1400 rpm a 40°C 1 diferents temps de reaccio (15,
30, 45 min). Tot seguit es varen centrifugar les mostres a 3000 rpm durant 2
min i es va transvasar la part organica a un vial. Es van preparar una dilucié de

52 ul de mostra en 455 pl de TBME per injectar al CG-columna no quiral i una
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altra dissolucié amb 20 pl de mostra en 380 pul de TBME per I’analisi de les

mostres per CG-columna quiral.

6.3.6. HIDROLISI DELS PALMITATS D’a,y-clorobutil EN LIs AMB A.
flavus UDLTA 3.241

En un vial de rosca de 3 ml de capacitat es va addicionar 0,5 ml d’una dissoluci6é
0,174 M d’ester d’a,y-clorobutil 1 4 pl /ml trideca en diclorometa. Es va
evaporar el diclorometa amb corrent de nitrogen gas i seguidament es van pesar
30 mg de resting-cells d’A. flavus UDLTA 3.241 10,4 g de LI, i es va addicionar 5
pl d’aigua. Es va realitzar una reaccid sense biocatalitzador per a cada LI per
comprovar que no hi havia hidrolisi sense aquest i per referenciar tots els
percentatges d’hidrolisi a aquest blanc. Les reaccions es varen dur a terme per
duplicat a 1400 rpm a 40°C durant 24 h. Passat el temps de reacci6 es va
realitzar 4 vegades una extraccio amb 0,4 ml d’hexa i es van analitzar les

mostres per CG-FID en una columna DB-1.

6.3.7. HIDROLISI D’ESTERS D’a,y-CLOROBUTIL EN [OMIM]|[BF4]
AMB DIFERENTS BIOCATALITZADORS

En un vial de rosca de 3 ml de capacitat es va addicionar 0,5 ml d’una dissoluci6
0,174 M d’ester d’a,y-clorobutil i 4 pl /ml trideca en diclorometa. Es va
evaporar el diclorometa amb corrent de nitrogen gas i seguidament es van pesar
30 mg de cada biocatalitzador, 0,4 g de LI i es va addicionar 5 ul d’aigua. Es va
realitzar una reaccio sense biocatalitzador per a cada éster d’a,y-clorobutil per
comprovar que no hi havia hidrolisi sense aquest i1 per referenciar tots els
percentatges d’hidrolisi a aquest blanc. Les reaccions es varen dur a terme per
duplicat a 700 rpm amb imant a 40°C durant 24 h. Passat el temps de reacci6 es
va realitzar 4 vegades una extraccié amb 0,4 ml d’hexa i es van analitzar les

mostres per CG-FID en una columna DB-1.
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6.3.8. HIDROLISI DE PALMITATS D’0,-HALOOCTIL EN t-BUTANOL
I DIFERENTS BIOCATALITZADORS

En un tub Eppendorf es varen pesar 30 mg de cada biocatalitzador (resting-cells
de R. oryzae, Lypozyme i Novozyme), 0,5 mL d’una dissolucié de 0,174 M
d’ester d’a,y-halooctil en #-butanol i 5 pl d’aigua. Es va realitzar una reaccio
sense biocatalitzador per a cada palmitat d’a,B-halooctil per comprovar que no
hi havia hidrolisi sense aquest 1 per referenciar tots els percentatges d’hidrolisi a
aquest blanc. Les reaccions es varen dur a terme per duplicat i es van agitar a
1400 rpm a 40°C durant 24 h i durant 1 hora en el cas del Novozyme. Tot seguit
es van centrifugar les mostres a 3000 rpm durant 2 min i es va transvasar la part
de dissolvent organic a un vial. Es van preparar una dilucio de 52 pl de mostra
en 1 ml d’una dissolucié 1 mg/ml d’1,4-diclorobenz¢ en cloroform deuterat i es

van analitzar les mostres per RMN 1 CG-FID columna quiral.

6.3.9. HIDROLISI DE PALMITATS D’a,p-HALOOCTIL EN LIs I
DIFERENTS BIOCATALITZADORS

En un vial de rosca de 3 ml de capacitat es va addicionar 0,5 ml d’una dissolucio
0,174 M de palmitat d’a,B-halooctil en diclorometd. Es va evaporar el
diclorometa amb corrent de nitrogen gas i seguidament es van pesar 30 mg de
cada biocatalitzador (4. flavus 25B, Lypozyme i Novozyme), 0,4 g de LI (
[OMIM][BF4] o [BMIM][PF¢]) 1 es va addicionar 5 ul d’aigua. Es va realitzar
una reacci6 sense biocatalitzador per a cada ester d’a,p-halooctil i LI per
comprovar que no hi havia hidrolisi sense aquest i per referenciar tots els
percentatges d’hidrolisi a aquest blanc. Les reaccions es varen dur a terme per
duplicat a 700 rpm amb imant a 40°C durant 24 h (i també durant 3 h en el cas
de Novozyme). Passat el temps de reacci6 es va realitzar 4 vegades una

extracci6 amb 0,4 ml d’hexa. Es va evaporar I’hexa en corrent de N, i
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seguidament es va addicionar 1 ml d’una dissolucid6 1 mg/ml d’1.4-
diclorobenze en cloroform deuterat i es van analitzar les mostres per RMN i CG-

FID columna quiral.

6.3.10. PREPARACIO DELS PATRONS DELS ESTERS D’o,y-
CLOROBUTIL PER L’ANALISI EN CG-FID COLUMNA NO POLAR

A partir d’una dissolucié que contenia 5 mg/ml de cada ¢ster d’a,y-clorobutil en
TBME (per a la quantificacio de les hidrolisis dutes a terme en TBME) o en -
butanol (per a la quantificacié de les hidrolisis dutes a terme en #-butanol) 1 una
dissolucié de trideca de 12,3 pl/ml en TBME es van preparar els diferents

patrons a diferents concentracions (Taula 14).

Taula 14. Concentracions (mM) dels patrons d’a,y-clorobutil

] CONCENTRACIO (nM) DELS
ESTERS D’a,y-CLOROBUTIL i ISOMER I:ISOMER II)
9396 94i97 82i86 9598 83i87
(45:55) (47:53) (47:53) (66:34) (65:35)
PATRO 1 5,60 4,84 426 17,19 14,41
PATRO 2 11,19 9,68 8,52 13,75 11,53
PATRO 3 16,79 14,51 12,78 10,31 8,65
PATRO 4| 22739 19,35 17,04 6,38 5,76
PATROS5 | 25,19 21,77 19,17 3,44 2,88
PATRO 6 - - - 1,72 0,36
PATRO 7 - - - 0,86 0,18
PATRO 8 - - - 0,43 0,09
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Recta patro per 93 (C4) en TBME:
Recta patr6 per 93 (C4) en #-butanol:
Recta patro per 96 (C4) en TBME:

Recta patrd per 96 (C4) en ¢-butanol:

Recta patro per 94 (C6) en TBME:
Recta patrd per 94 (C6) en #-butanol:
Recta patro per 97 (C6) en TBME:

Recta patré per 97 (C6) en ¢-butanol:

Recta patro per 82 (C8) en TBME:
Recta patrd per 82 (C8) en ¢-butanol:
Recta patro per 86 (C8) en TBME:

Recta patrd per 86 (C8) en #-butanol:

Recta patro per 95 (C12) en TBME:

Recta patrd per 95 (C12) en ¢-butanol:

Recta patro per 98 (C12) en TBME:

Recta patrd per 98 (C12) en #-butanol:

Recta patro per 83 (C16) en TBME:

Recta patré per 83 (C16) en ¢-butanol:

Recta patr6 per 87 (C16) en TBME:

Recta patro per 87 (C16)en ¢-butanol:

'y=5,7641x-0,2825; R’=0,9854
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6.3.11. PREPARACIO DELS PATRONS DELS ESTERS D’a,p-
HALOCTIL PER L’ANALISI EN RMN DE 'H

La Taula 15 mostra les diferents concentracions (mM) de cada patr6 d’ester
d’a,B-halooctil. Es van realitzar dos tipus de patrons. Un amb cloroform deuterat
1 amb 1 mg/ml d’1,4-diclorobenze i1 uns altres patrons iguals perd amb 1’addici6

de 52 pl de #-butanol per a la recta patré de les mostres hidrolitzades amb -

butanol.

Taula 15. Concentracions (mM) dels patrons d’a,B-halooctil

CONCENTRACIO (mM) DEL ‘
PALMITAT D’a,-HALOOCTIL (ISOMER I:ISOMER II)
2425 28i29
(90:10) (75:25)
PATRO 1 44,7 44,5
PATRO 2 39,7 40,2
PATRO 3 32,3 295
PATRO 4 18,9 16,3

RECTES PATRO PER LES HIDROLISIS AMB t-butanol:

Recta patro6 per 24: y=0,1008x-0,5114 ; R*=0,9803:
Recta patr6 per 25: v=0,0911x-0,0493 ; R*=0,8028
Recta patrd per 28: y=0,1253x-0,1139 ; R*=0,9735:
Recta patro per 29: v=0,5698x-0,7282 ; R*=0,8465
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RECTES PATRO PER LES HIDROLISIS AMB LlIs:

Recta patrd per 24: ¥=0,1127x-0,0362 ; R?=0,9828
Recta patrd per 25: ¥=0,0996x-0,0224 ; R’=0,9872
Recta patrd per 28: y=0,0829x+0,0003 ; R*=0,979
Recta patrd per 29 : v=0,1393x-0,066 ; R=0,9275

6.3.12. ANALISI PER CG AMB COLUMNA DE FASE NO POLAR

Els analisis per CG-FID es van dur en una columna capil-lar DB-1 d’Agilent
J&W (100% dimetilpolisiloxa) de 30 m x 0,25 mm diametre, 0,25 pm de gruix
de fase. Es va utilitzar hidrogen (1 ml/min) com a gas transportador. Les
condicions cromatografiques van ser: Tigjector = 250 °C, Tgetector = 300 °C, la
temperatura inicial del forn va ser de 50°C 1 es va mantenir durant 4 min.
Seguidament es va fer pujar la temperatura amb una rampa de 5°C/min fins a
110°C seguit d’una rampa de 10°C/min fins 260°C 1 va estar a 260°C durant 14

min.

6.3.13. ANALISI PER CG AMB UNA COLUMNA DE FASE QUIRAL

Els analisis per CG-FID en la columna quiral es van dur a terme en un
cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP 6890 una columna
capil-lar quiral CP Chirasil-DEX CB de Varian (B-ciclodextrines modificades
lligades a dimetilpolisiloxa) de 25 m x 0,25 mm diametre, 0,25 pm gruix de
fase. El gas transportador va ser hidrogen (80 cm/s). La temperatura del forn va
ser de 110°C durant 30 min i es va fer pujar fins a 180°C amb una rampa de
10,0°C/min i va estar a aquesta temperatura durant 17 min. La Tipjecior = 230 °C,

Tietector = 250 °C.
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1. INTRODUCCIO
1.1. IMPORTANCIA DE LES OXIDOREDUCTASES

Com ja hem comentat anteriorment en el capitol IV, els biocatalitzadors,
presenten avantatges enfront a altres catalitzadors convencionals. Els enzims
catalitzen reaccions quimiques especificament a tres nivells: quimio-, regio- i
estereoselectivament, a més de treballar sota condicions suaus, el que permet
desenvolupar sintesis asimeétriques amb poc consum energétic i sense emprar
catalitzadors metal-lics. Aquests aspectes fan que siguin considerats
catalitzadors respectuosos amb el medi ambient. Entre tots els compostos que
son intermediaris quimics en la sintesi asimétrica en quimica organica, els
compostos hidroxi- i oxo- s6n importants per a les industries farmaceutiques,

roos . . Ao 12
agroquimiques i alimentaries .

A la natura hi ha una gran varietat d’oxidoreductases capaces de catalitzar
transformacions quirals. Aquestes formen part de les rutes metaboliques de
molts microorganismes. Per a dur a terme aquestes reaccions, a part dels enzims,
es necessiten coenzims com ferredoxines, acid lipoic, NAD(H), NADP(H),
flavines 1 citocroms. Els coenzims es diferencien entre ells en el seu potencial
redox, en les seves constants i en el mode de regeneracid. Els NAD(P)H son els
coenzims més comuns’. Les oxidoreductases, segons la reaccié redox que duen
a terme, es poden classificar en tres categories: les oxigenases, entre aquestes hi
ha les Baeyer-Villiger monooxigenases (BVMOs), les oxidases, 1 les

- 34
deshidrogenases™".

263



Oxidoreductases presents en fongs endofits del Prepirineu de Lleida

1.2. L’OXIDACIO BAEYER-VILLIGER

L’oxidaci6 Baeyer-Villiger (B-V) consisteix en un trencament d’enllagos
carboni-carboni veins a un carbonil amb la inserci6 d’un atom d’oxigen, el que
la fa una reacci6 d’elevat valor en sintesi organica. A més, I’oxidacié Baeyer-
Villiger quiral de cetones cicliques permet un rapid accés a lactones

asimétriques, les quals son valuosos intermediaris en quimica organica’.

L’oxidacio B-V asimeétrica emprant quimica convencional només s’ha descrit
recentment amb éxit®. No obstant, aquestes metodologies, les quals impliquen
essencialment reaccions amb peroxid d’hidrogen com agent oxidant catalitzades
per metalls de transicié (Pt, Re, Ti i Zr)’, o bé organocatalitzadors®'’, mostren
baixa versatilitat 1 sovint proporcionen productes amb només moderada puresa

enantiomérica'’.

El mecanisme de reaccid per aquesta transformacidé acceptat consta de dos
processos i va ser proposat per Criegee'> (Figura 1). El mecanisme consisteix
en un primer atac nucleofilic per una espécie peroxo, com I’acid m-
cloroperoxibenzoic, I’acid trifluoroperoxiacetic, 1’acid peroxiacetic o el peroxid
d’hidrogen, al grup carbonil de la cetona, que resulta en la formacio d’un

intermedi quaternari, anomenat intermedi “Criegee”.
Sobre aquest intermedi, al ser una espécie inestable, es du a terme una

transposicid, concretament es trenca aquest via expulsiéo d’un i6 carboxilat i la

migraci6 d’un enlla¢ carboni amb la formacié del corresponent &ster o lactona'’.
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R3

goj\mo\ojj\m (O\C}>\7R3 O)\-i-OH
R{ Ry H%?‘(%Z o>;o\

R1 R
intermediari Criagee

Figura 1. Mecanisme de la reaccido d’oxidacié Baeyer-Villiger amb
peracids.

La regioquimica de la inserci6 de I’oxigen, tant pels meétodes quimics o
enzimatics, es pot predir normalment assumint que 1’atom de carboni més apte

\ I ’ ol e . N . 4
per suportar la carrega positiva, el més substituit, migrara preferencialment

L’equivaléncia biocatalitica als peracids son les monooxigenases B-V, les quals
representen una alternativa mediambientalment més respectuosa per aquesta

.y 5
transformacio’.

1.2.1. MONOOXIGENASES BAEYER-VILLIGER

Les monooxigenases Baeyer-Villiger (BVMOs) permeten la formaci6 d’esters o
lactones enantiopures a partir de cetones racémiques o proquirals. Aquestes
s’han detectat en el metabolisme d’alguns microorganismes formant part d’una

etapa d’oxidacio Baeyer-Villiger'*"”.

Mentre que 1’accié metabolica d’aquests enzims dintre la cél-lula esta restringida
a un Unic compost, aquestes entitats biocatalitiques sovint mostren una
remarcable amplia acceptacié de compostos no naturals. Aquest fet, juntament
amb 1’alta enantioselectivitat que exhibeixen, les converteix en un poderds

sistema catalitic per a la sintesi quiral’.
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Les limitacions més importants de les biotransformacions oxidatives son el
requeriment de la regeneracié del coenzim i la baixa estabilitat i activitats. Les
BVMOs es poden classificar en dos grups, les de Tipus I que tenen com a
cofactor el dinucleotid adenina flavina (FAD) i utilitzen el NADPH com a font
d’electrons 1 estan formades per subunitats idéntiques i les de Tipus II, que
contenen el mononucleotid flavina (FMN) com a cofactor i utilitzen el NADH
com a subministrament d’electrons i estan formades per a,f trimers'®'’. Totes
les BVMOs incorporen un atom d’oxigen molecular en el substrat essent 1’altre
atom reduit a aigua (Figura 2). E1 NAD(P)H proporciona el potencial de
reduccié per al subministrament d’electrons al substrat i per a que es dugui a

terme la reaccid es necessita el continu reciclatge d’aquest cofactor.

NAD(P)H  NAD(P)+

A
)k - >‘O\ + H,0

R{ R

0,; regenerador cofactor ~ R1 R2

Figura 2. Oxidaci6 Baeyer-Villiger amb monooxigenases B-V.

Normalment els cofactors que es necessiten son productes directes del
metabolisme primari dels microorganismes i aquest requeriment de cofactor és
el que limita el desenvolupament de bioprocessos'®. El mecanisme de reacci6 és
similar al quimic, ara el cofactor flavina juga el paper de nucleofil, similar al

peracid**".

La BVMO més estudiada és la ciclohexanona monooxigenasa (CHMO)
d’Acinetobacter sp. NCIMB 9871 (E.C.1.14.13.22)*. Aquesta pot transformar
més de 100 substrats no-naturals mitjangant resolucid cinetica i desimetritzacio

amb alta enantioselectivitat. A més, s’ha expressat en diferents microorganismes

266



Capitol V

2122 . - 23
““ 1 Escherichia coli” els quals presenten tant

com Saccharomyces cerevisiae
els avantatges dels enzims aillats com els de les cel-lules en creixement. Després
d’aquesta, la més estudiada ha estat la ciclopentanona monooxigenasa (CPMO)
de Pseudomonas sp. amb un comportament similar a la CHMO®. No obstant, a
part d’aquestes, s’han descrit molts pocs nous biocatalitzadors, fent molt
interessant la cerca de noves BVMOs d’origen microbia''. A més, de moment,
la inversio de I’enantioselectivitat d’un enzim, amb un substrat molt conegut, no

¢s possible i I'inica opcid per obtenir nous productes enantiomericament purs €s

I’evolucié directa i el screening per a trobar enzims alternatius’.

1.2.2. APLICACIONS DE LES MONOOXIGENASES BAEYER-
VILLIGER

Les BVMOs, a part de la formaci6é d’ésters o lactones a partir d’una cetona
. N . . . 24
determinada i cél-lules en creixement de microorganismes de soques salvatges

2527 - U
, poden dur a terme altres reaccions com S-oxidacions de

0 bé recombinants
. 12829 .. 30 . . 31,32 ., 133 i 34
tiols™ ", ditiocetals™ 1 sulftis” °, formacié6 de N-Oxids™, oxidacido de bor™,
oxidacié de seleni’® i, molt recentment, s’ha descrit la seva participacié en

I’epoxidacié d’alquenilfosfonats™.

1.3. REDUCCIO DE CETONES

La reducci6é asimétrica de cetones quirals és una de les aproximacions més
directes per a 1’accés d’alcohols enantioméricament purs. Procés que també es
pot fer emprant diferents complexos metal-lics quirals’”*. De totes maneres els
biocatalitzadors, com ja hem comentat, son una alternativa més senzilla

metodologicament i respectuosa amb el medi ambient.
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1.3.1. LES DESHIDROGENASES

Les deshidrogenases son enzims que catalitzen la reduccié de grups carbonils i
la reacci6 inversa. Aquestes, per dur a terme la seva activitat també necessiten
del coenzim NAD(P)H, I’hidrur del qual es transferit al carboni carbonilic del

substrat (Figura 3).

NAD(P)H  NAD(P)+

R{ R2  regenerador cofactor 1

Figura 3. Reduccio de cetones amb deshidrogenases.

Hi ha 4 models estereoquimics que expliquen la transferéncia de I’hidrur (H') a
partir del coenzim (Figura 4). Segons el tipus d’enzim, E1, E2, E3 i E4, atacara
per una o altra cara del substrat i donara els corresponents R-alcohols (E1 1 E2) o
S-alcohols (E3 i E4). En els enzims tipus E1 1 E2 I’hidrur ataca per la cara Se (si
face) per donar els R-alcohols i en els E3 1 E4 per ’altra cara, la Re (re face),
per donar els S-alcohols.

E2

= _— Fa
A a /- i
3 4
H-‘E.f‘|'1 “u-'. ) Hs
| |LHNH-_ L _.T.-"HP:IT.GUNHL.
I |

5
N £i face - |
1 N.-'
ADPR
//'::fﬂcl .:\”‘11!'

Figura 4. Estereoquimica de la transferéncia de 1’hidrur del NAD(P)H al
carboni del substrat). S= grup petit; L= grup voluminds'*.
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Els enzims tipus E1 i E3 transfereixen ’hidrur pro-(R) i els E2 1 E4 el pro—(S)14
En la majoria dels casos, 1’estereoquimica de la reaccié es pot predir a partir
d’un model senzill, la Regla de Prelog, Figura 5. L’aplicacio d’aquesta Regla a
les reduccions microbianes es va desenvolupar a partir d’estudis fets amb
cel-lules de Curvularia falcata 1 mostra que la deshidrogenasa aporta
predominantment I’hidrur per la cara Re de la cetona proquiral, formant-se el S-
alcohol. La majoria de les deshidrogenases comercials segueixen aquesta regla.
L’alcohol deshidrogenasa de Thermoanaerobium brockii també segueix aquesta
regla quan s’utilitzen cetones voluminoses, en canvi quan les cetones son petites
mostra el comportament contrari formant el corresponent R-alcohol®. S’ha de
recordar que la Regla de Prelog esta basada en la preferéncia d’una conformacio
determinada, que afavoreix 1’apropament de I’espécie reductora per una de les
cares del carbonil. Per tant, quan més voluminds és un substituent major ha de

ser aquesta preferéncia.

COT oD

NAD(P)H  NAD(P)+

Figura 5. Regla Prelog per a la reduccid asimétrica de cetones.
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1.3.2. APLICACIONS DE LES DESHIDROGENASES

Les deshidrogenases s’estan utilitzant en la reduccié asimétrica de cetones per a
la produccié d’alcohols quirals, els quals son importants intermediaris asimetrics
per a I’obtencié de productes valuosos en sintesi organica. A més la reducciod
d’un grup carbonil proquiral, a diferéncia de les resolucions cinetiques de
mescles racémiques™, permet ’obtencié del corresponent alcohol quiral amb un
rendiment tedric del 100%. La reduccid biologica de grups carbonilics té
importants aplicacions en la sintesi de diversos medicaments incloent el taxol
(anticancerds)™, Montelukast (antiasmatic)”, Zetia (inhibeix I’absorcié del
colesterol)***’, Trimegestone (hormona mimética)*™® i Trusopt (antiglaucoma)®,

PSS 14
agroquimics 1 productes naturals .

1.4. RECICLATGE DELS COFACTORS

La utilitzaci6 d’enzims aillats o resting-cells en reaccions d’oxidoreduccid
necessita la regeneracio dels cofactors, ja que el NAD(P)H és molt car per
utilitzar-lo en quantitats estequiometriques. La utilitzacié de cel-lules en
creixement, com a font d’oxidoreductases, té 1’avantatge de permetre una

regeneracio interna del cofactor™’.

Per contra, 1’is d’enzims aillats necessita de la regeneracid6 d’aquests
paral-lelament a la conversi6 del substrat al producte. Entre els diferents tipus de
tecniques de regeneracié dels cofactors la més utilitzada és 1’enzimatica.
Aquesta es pot dur a terme per dos aproximacions diferents: acoblament
d’enzims (coupled enzyme) o bé acoblament de substrats (coupled substrate),

Figura 6.
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La tecnica d’acoblament d’enzims (coupled enzyme) implica el sacrifici d’un
cosubstrat (cosubstrate) el qual es convertit per un segon enzim (enzyme B) en la
direcci6 redox oposada®'. El sistema de reciclatge del NAD(P)H més conegut és

el sistema glucosa 6-fosfat/glucosa 6-fosfat deshidrogenasa™.

[a) Coupled substrate (b} Coupled enzyme
L oOH o Enzyme A
J\‘ r . /J\ JJ\ {ADH) j’i
R
R R
; ! Single :; ; ; s
NAD(PIH [enzymel yan(p) MAD{F)H MAD(P

1 (ADH) |
C bstrate Coproduct
)\\ o : ,J'I\ Fsuhsa Enzyme B P

Cument Cpinion in Chemical Blology

Figura 6. Tipus de regeneradors de cofactors NAD(P)H™.

Una alternativa més economica ¢és el sistema formiat/formiat deshidrogenasa, el
qual s’ha dissenyat a partir de dos formiat deshidrogenases de Pseudomonas sp.
110 i Saccharomyces cerevisiae. Un altre sistema és el 2-propanol/alcohol

deshidrogenasa de Thermoanaerobium brockii'®.

En I’altra aproximacid, acoblament substrat-enzim (coupled substrate), només
s’utilitza un enzim (single enzyme, ADH: alcohol deshidrogenasa), el que dur a
terme la reaccid d’oxidoreduccid. El substrat que s’utilitza per dur a terme la
reacci6 redox en I’altra direcci6 pot ser I’etanol, el 2-propanol (el més utilitzat),
la glucosa o I’acid formic. En comparacié amb [’altra técnica és més poderosa,
perd degut a la competicid entre el substrat, producte, cosubstrat i coproducte es
presenta un equilibri termodinamic, estant el maxim de conversié limitat a la

. N . . 51 .y
termodinamica del sistema” . Processos de separacid del producte que es va
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formant durant el desenvolupament de la reaccid poden ajudar a modificar

1’equilibri cap a la formaci6 de producte™ .

Altres alternatives per al reciclatge dels cofactors son la regeneracié quimica’®,

;+ 57 \ s s 58,59
electroquimica®’ i métodes fotoquimics™™’.

1.5. AVANTATGES DE LES CEL-LULES EN CREIXEMENT

La utilitzaci6 de cél-lules en creixement presenta uns certs avantatges enfront

1’s d’enzims aillats o resting-cells. Entre ells destacar:

o S’evita el laborids procés d’aillament i purificacié de I’enzim, sovint

complicat degut a la baixa estabilitat de I’enzim’.

o Tots els cofactors requerits pel biocatalitzador sén reciclats per les
cel-lules evitant la construccidé d’un sistema de regeneracid artificial.
Només amb 1’addicié de simple glucosa és suficient per dur a terme la

reaccié’’,

o S’eviten problemes d’inestabilitat de ’enzim degut a que es troben dintre

el seu ambient natural.

o SoOn capaces d’acceptar substrats no-naturals.
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1.6. INCONVENIENTS DE LES CEL-LULES EN CREIXEMENT

No obstant, la utilitzaci6 de cel-lules en creixement pot presentar certs

desavantatges:

0o

Es poden dur a terme reaccions paral-leles indesitjables degut a que el
substrat o el producte format pot ser acceptat per altres enzims presents
en la cel-lula. Entre aquestes reaccions paral-leles hi ha la hidrolisi dels
esters o lactones, i processos metabolics diversos sobre els alcohols que
es formen. Per evitar aquest problema es poden seguir diferents
estrategies. Una ¢és el bloqueig dels enzims hidrolitics amb inhibidors
hidrolasa selectius com el pirofosfat de tetractil (TEPP®’) o p-
nitrofenilfosfat dietilic (paraoxon). Altres alternatives sén el
desenvolupament de soques mutants amb manca d’hidrolases o bé
aplicacid sobre cetones els productes de les quals no siguin substrat per

als diferents sistemes enzimatics de la cél-lula *.

Els excessos enantiomerics (ee) poden ser baixos degut a la preséncia
d’enzims amb enantiopreferéncia oposada. Estratégies per evitar aquest
problema poden ser mitjancant 1’enginyeria del procés com 1’Gs
d’activadors i inhibidors especifics de R- o S-reductases', modificacié
de la temperatura®' o altres parametres que afecten a I’estat fisiologic de
les cél-lules®, disminucid de la concentracié del substrat amb resines

d’absorci6™ o sistemes bifasics®* o mitjancant recombinaci6 genética®.
Les concentracions de substrat Optimes acostumen a ser baixes, degut a

que aquest pot ser toxic per les cel-lules en creixement, implicant volums

més grans de reaccio o I’us de sistemes bifasics.
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o La recuperaci6 del producte de reaccié és més complicada ja que s’ha de
realitzar una separacid del medi i les cel-lules i una posterior extraccio

del producte.

Amb el desenvolupament de les técniques recombinants €és possible la creacid
d’un microorganisme per ser utilitzat en les biotransformacions com a c¢l-lules
en creixement que pugui competir amb els enzims aillats. La sobreexpressio
d’oxidoreductases i regeneracid dels cofactors dels enzims porta a una suficient
activitat especifica d’aquestes essent per tant les reaccions paral-leles

negligibles™.
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2. OBJECTIUS

Els objectius que em vaig proposar en aquest capitol foren dos:

- Cerca de noves activitats oxidoreductases en microorganismes endofits
de diferents especies vegetals recollides al Prepirineu de Lleida per a la
transformacié de cetones a ésters o lactones a través d’una oxidacid
Baeyer-Villiger o bé per a la transformacido de cetones a alcohols

asimetrics a través d’una reduccié amb deshidrogenases.
- Estudi del comportament de les soques fingiques amb activitat

oxidoreductasa enfront diferents cetones i1 diones comercials lineals 1

cicliques.
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3. RESULTATS I DISCUSSIO

3.1. CERCA DE NOVES OXIDOREDUCTASES FUNGIQUES

La tasca de triar microorganismes capagos de realitzar una biotransformacid
especifica selectivament encara es basa en gran part en el screening, essent per
tant, la cerca de noves oxidoreductases amb diferents activitats i especificitats

., 66
una constant necessitat .

3.1.1. AILLAMENT DE FONGS ENDOFITS D’ESPECIES VEGETALS

Amb I’objectiu de trobar nous biocatalitzadors fungics es van aillar fongs
endofits de diverses especies vegetals recollides al Montsec del Prepirineu de
Lleida. Els fongs endofits viuen en l’interior dels teixits de les plantes en
simbiosi amb aquestes®’. Pel seu aillament es van col-locar diferents parts de
cada mostra vegetal, rentades 1 desinfectades, en plaques de Petri amb medi

PDA, medi que permet el creixement de floridures.

Després de la seva incubacid, es van aillar les diferents soques fungiques que
van créixer en el medi PDA fins al seu cultiu pur. En total es van aillar 153

soques fungiques diferents de les 41 plantes recol-lectades.

La Taula 1 mostra les diferents espécies fingiques que es van recol-lectar al
Montsec, el nombre de soques fungiques aillades de cadascuna d’elles i el codi

assignat a cada soca per tal de fer els estudis d’activitat oxidoreductora.
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Taula 1. Nombre d’espécies fungiques aillades de cada espécie vegetal.

ESPECIE VEGETAL N Codi ESPECIE VEGETAL N Codi

Stellaria media + Veronica chamaedrys 1A-1H Rubia peregrina 5 22A-E

Sanguisorba minor 5 2A-2E Arbutus unedo 3 23A-C
Centaurea cf. solstitialis 2 3A-3B Verbascum thapsus 5 24A-E
Santolina chamaecyparissias 5 AA-AE  Ononis minutissima g 25A-H
Helianthemum nummularium 7 5A-5G Salvia verbenaca 3 26A-C
Olea europaea 10 6A-J Centaurea jacea 5 27A-E
Hypericum perforatum 4 TA-D  Buxus sempervirens 5 28A-E
Ononis spinosa 5 8A-E Crataegus monogyna 3 29A-C
Rosa gr. canina 1 9A  Plantago sempervirens 3 30A-C
Foeniculum vulgare 4 10A-D Thymus vulgaris 4 31A-D
Calendula arvensis 5 11A-E Quercus coccifera 4 32A-D
Lavandula latifolia 4 12A-D FEuphorbia nicaeensis 1  33A
Asparagus acutifolius 2 13A-B Rosmarinus officinalis o 34A-B
Conyza canadensis 2 14A-B Junglans regia 6 35A-F
Odontides sp. 3 15A-C Pistacia terebinthus 5 36A-E
Chenopodium album 4 16A-D  Anagallis arvensis 4 37A-D
Centaurea montana 1 17A Sedum album 3 38A-C
Achillea ageratum 1 18A  Chenopodium vulvaria 3 39A-C
Genista scorpius 4 19A-D Anacyclus sp. 3 40A-C
Lithospermum fruticosum 8 20A-H Pallenis spinosa 7> 41A-B
Rosmarinus officinalis 11 21A-K

N: Nombre de soques aillades; Codi: Codi d’identificacid utilitzat per a cada soca
fingica
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3.1.2. SCREENING D’ACTIVITAT OXIDOREDUCTASA

De cadascuna de les soques fungiques aillades es va realitzar un screening per
tal de triar les que presentaven activitat oxidoreductasa. El screening també es
va realitzar amb una soca fingica de Rhizopus oryzae UDLTA 3.142, aillada
anteriorment pel nostre grup com a fong endofit del fonoll, Foeniculum vulgare,
la qual presenta activitat lipasica®®. Aquesta soca era la mateixa utilitzada en el

Capitol IV, hidrolisi d’¢sters d’halohidrina.

OH
reduccid
o >
fong
o}
= (0]
oxidacié B-V

Figura 7. Productes de la reducci6 i oxidacio de la ciclohexanona.

Cadascuna de les 154 soques es va inocular en un medi liquid sintetic el qual
contenia 35 mg de ciclohexanona per 70 ml de medi''. Després de la seva
incubacidé es va realitzar una extraccid6 del medi amb diclorometa per tal
d’analitzar la preseéncia de €-caprolactona, producte de 1’oxidacié de la
ciclohexanona (102) o bé ciclohexanol, producte de la reducci6 de la
ciclohexanona (Figura 7). L’analisi es va portar a terme per CG-FID en una

columna capil-lar DB-Wax.
La Taula 2 mostra les soques fungiques que van presentar activitat oxidasa,

Baeyer-Villiger o reductasa. De les 154 soques, 3 van oxidar la ciclohexanona i

23 van ser capaces de reduir-la.
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Taula 2. Soques fingiques amb activitat Baeyer-Villiger i activitat
reductasa.

Activitat Activitat Activitat Activitat
SOCA Baeyer-Villiger reductasa SOCA Baeyer-Villiger reductasa
1D + 28A +
2E + 29C +
7] + 29D +
8A + 35A +
9C + 37C +
10B + 37D +
11B + 37E +
18C + 39B +
19D + 40A +
20D + 41D +
25B + 43C +
25C + 42AA +
25E + R. oryzae +

+: soques fungiques amb activitat enzimatica

Aixi doncs, una vegada escollides les soques fungiques amb activitat
oxidoreductasa, es va procedir a la quantificacié de 1’€-caprolactona i del
ciclohexanol formats. La metodologia que es va seguir va ser la mateixa que al
screening, pero aquesta vegada es va utilitzar octadeca com a patrd intern per

poder quantificar per CG-FID.

Les soques fungiques a les quals se’ls havia detectat activitat oxidasa, 2E, 19D 1
42A, encara que no es va observar ciclohexanona després de la incubacid,
només donaven la corresponent lactona amb un rendiment <0,5%, aspecte que
porta a pensar que o be el producte inicial o be la lactona final havien estat
metabolitzades pel fong cap a altres productes no detectats. Es van repetir les
proves amb la meitat de concentracié de cetona, 17,5 mg en 70 ml de medi, i el

doble, 70 mg en 70 ml (I mg/ml) de medi, per veure si la concentracid podia
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afectar a D’activitat del fong, pero es va obtenir el mateix resultat, rendiment

<0,5%.

Una de les possibles causes d’aquest rendiment tant baix podia ser, com ja s’ha
comentat, la hidrolisi de la lactona. Per tant, amb el proposit d’augmentar la
quantitat d’€-caprolactona evitant aquest possible procés d’hidrolisi es van
repetir els estudis addicionant aquesta vegada al medi de cultiu 0,08 mM de
pirofosfat de tetraetil (TEPP), el qual inhibeix hidrolases®. No obstant, la

presencia d’aquest inhibidor no va incrementar el rendiment d’€-caprolactona.

Considerant els baixos rendiments obtinguts en la cerca de noves soques
fingiques amb activitat oxidasa Baeyer-Villiger, es va decidir continuar els
estudis amb les 23 soques fungiques que varen presentar activitat reductasa.
Aixi doncs, es va procedir a la quantificacié del ciclohexanol format en la
biotransformacié de la ciclohexanona per cadascuna de les soques fungiques de
la mateixa manera que s’havia fet per a la quantificaci6 de la caprolactona.
D’aquestes 23, dues, la soca de R. oryzae i la soca 29D, Epicoccum nigrum
(UDLTA 3.242), van reduir la cetona al corresponent alcohol, el ciclohexanol, amb

un rendiment >99%.

Andrade 1 col. van realitzar un screening de diferents soques fungiques per a la
biotransformacié de 1’acetofenona, I’l1-feniletanona, i dues de les soques
fingiques que van reduir enantioselectivament aquesta cetona, al S-1-

feniletanol, van ser també una soca de E. nigrum i una altra de R. oryzae’.

Carballeira 1 col. van realitzar un screening de diferents soques de bacteris,

floridures, fongs i1 fongs marins per a la cerca de nous biocatalitzadors
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microbians per a la reducci6é estereoselectiva de compostos carbonilics. El
screening es va realitzar amb la ciclohexanona i cada microorganisme es va
assajar en diferents condicions experimentals: com a cél-lules en creixement,
resting-cells 1 cel-lules liofilitzades. D’aquest estudi van deduir que I'us de
cel-lules liofilitzades no és una metodologia convenient per a la reducci6 de la
ciclohexanona comparat amb les cél-lules en creixement. Les resting-cells també
van anar millor que les cél-lules liofilitzades pero els rendiments van ser
inferiors comparats amb els de les cel-lules en creixement. Gongronella butleri,
Diplogelasinospora grovesii 1 Schizosaccharomyces octosporus van ser els que
van presentar millor productivitat, tolerancia a altes concentracions de cetona i

\ . . ., . 1
abséncia de productes secundaris en la reduccio6 de cicloalcanones’'.
A continuacid es va procedir a I’estudi del comportament d’aquestes dues

soques fungiques, R. oryzae 1 E. nigrum, en la biotransformaci6é de diferents

cetones lineals i cicliques proquirals.
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3.2. COMPORTAMENT DE R. oryzae ENFRONT DIFERENTS
CETONES COMERCIALS

3.2.1. BIOTRANSFORMACIO DE CETONES LINEALS PER R. oryzae

La Taula 3 mostra els resultats obtinguts en la biotransformacié de diferents

cetones lineals per les cel-lules en creixement de la soca fungica de R. oryzae.

La quantificacié del corresponent alcohol format per a cada cetona es va fer per
GC-FID, utilitzant octadeca com a patrd intern, en una columna capil-lar polar
DB-Wax. La configuraci6 de I’alcohol es va determinar per GC-FID en una

columna quiral CP Chirasil-DEX CB.

La majoria de les cetones, a excepcid de la 2-pentanona (104) i 2-hexanona
(105), van ser completament metabolitzades per les cel-lules en creixement de R.
oryzae. No obstant, no es va observar formacié d’alcohol en la biotransformacio
de la 2-butanona (103), 2-heptanona (108) ni la 2-octanona (110) i per la 4-
metil-2-pentanona (111) només hi va haver formacié d’un 2% de 4-metil-2-

pentanol.

El fong va transformar lleugerament la 2-pentanona (104) al 2-pentanol (5), 9%
de rendiment, mostrant moderada enantioselectivitat, ees del 64%, i quedant
encara un 61% de cetona sense transformar. R. oryzae va transformar també
lleugerament part de la 2-hexanona (105) al 2-hexanol (6), 13% de rendiment, i
en aquest cas va mostrar estereopreferéncia oposada obtenint-se més proporcio
de I’enantiomer R amb un eez del 66%. El fong també va transformar
lleugerament la 4-heptanona (107), amb la formacié d’un 25% de 4-heptanol,
compost aquiral, i va transformar la 3-hexanona (106) al 3-hexanol (10) en un

20%, amb enantioselectivitat no determinada ja que els dos enantidomers de
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I’alcohol i el seus corresponents derivats acetilats no es separaven en la columna

quiral utilitzada.

Taula 3. Biotransformacié de cetones lineals per R. oryzae.

CETONA ALCOHOL
Estructura quimica % % | Configuracio
HsC
\ﬂACH3 nd nd -
O 103
H3C CHs 0 610
\n/\/ 61% 9% ees:64%
o 104
HSC -AAO
e, 2006 | 13% | SCw60%
0 105
o)
HSCNCH nd 32% nr
3 106
CH,
HsC
3 \_\<_/ nd | 25% -
O 107
H3C\n/\/\/CH3
nd nd -
0 108
0
CH, d|20% .
CHy 109
o)
WCH3 iy iy ]
CHy 110
H,C CH,
nd 2% nr
O CHz; 111

nd: no detectat/da; nr: no resolta.

A la literatura es poden trobar diferents estudis referents a la reduccio
enzimatica de cetones alifatiques. Aixi, resting-cells de Geotrichum candidum

van reduir diferents cetones alifatiques des de la 2-butanona fins la 2-
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undecanona amb clevat rendiment, entre 73% 1 el 96%, 1 elevada
enantioselectivitat amb formacid en tots els casos de I’enantiomer S. Al tractar-
se de resting-cells es va necessitar 1’addicié del cofactor necessari per dur a
terme la biotransformacio, el NAD', i un regenerador d’aquest cofactor, el 2-
propanol’>”.  L’alcohol deshidrogenasa de Thermoanaerobium —brockii
(TBADH) va mostrar un comportament similar a R. oryzae per la 2-pentanona,
ja que aquesta la va reduir al seu corresponent S-alcohol amb un ee de 79%,
perd comportament oposat per la 2-hexanona ja que 7. brockii la va reduir al S-
2-hexanol”. Els enzims de les arrels de la planta Daucus carota, pastanaga, van
reduir la 2-pentanona i la 2-hexanona al seu corresponent S-alcohol amb un
rendiment del 50% i un ee de 82 i 90 respectivament”. El S-2-pentanol és un
intermediari quiral clau en la sintesi de medicaments anti-alzeimer’®. En la
literatura no s’han trobat cap altres c¢l-lules en creixement que redueixin la 2-
hexanona preferentment cap al R-2-hexanol, no seguint R. oryzae la regla

Prelog.

Encara que I’activitat biologica de les molécules va lligada a una de les seves
formes Opticament pures, s’ha de tenir en compte que molts 2-alcanols estan
presents en diversos sistemes naturals com a mescles d’enantiomers, i no com a
enantiomers purs, com per exemple en fruites com la banana, el fruit de la
passid 1 en el panis. Aquests 2-alcanols son responsables de I’aroma i la
proporci6d de cada enantiomer depén de la longitud de la cadena dels alcohols.
Aixi per exemple, el 2-pentanol present al fruit de la passi6 t€ una proporcio del

33% de I’enantiomer R i un 67% del S”".
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3.2.2. BIOTRANSFORMACIO DE CETONES CICLIQUES PER

R. oryzae

La Taula 4 mostra els resultats obtinguts de la biotransformacio de diferents
cetones cicliques comercials. La soca fungica va metabolitzar completament la
ciclobutanona (112) i part de la dodecilciclobutanona (113) pero no es va poder

detectar cap producte d’oxidoreducci6 d’aquestes.

El fong va metabolitzar completament la ciclopentanona (114), perd va reduir
lleugerament les ciclopentanones substituides al seu corresponent alcohol.
Encara que el rendiment va ser baix, I’excés diastereoisomeric (de) va ser elevat.
R. oryzae va reduir la 2-metilciclopentanona (115) al 2-metilciclopentanol en un
26% i amb un dey,s del 92% 1 va reduir la 3-metilciclopentanona (116) en un
20% amb un deq,s>99%, quedant en aquest cas la meitat de la ciclopentanona

sense transformar.

L’estereoselectivitat aconseguida amb la  biotransformacié de les
metilciclopentanones per les cél-lules en creixement de R. oryzae €s major que
I’obtinguda amb els metodes quimics tradicionals, reducci6 amb hidrur
d’alumini de liti, borohidrur de sodi, sodi metal-lic o metalls d’alquil en
dissolvents organics, amb els quals s’obté un 90% de 1’isomer frans en el millor

78,79
dels casos .
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Taula 4. Biotransformaci6 de cetones cicliques per R. oryzae

CETONA ALCOHOL
Estructura quimica | % / Configuracié | % | Configuracio
O
V
|:|/ nd nd -
112
O
{
’ 49% nd -
(/CH2)11
HsC 113
O
Eg nd (<0.03) nd -
114
O
Eéic% 4% 13% | deyans =92%
115
O
Eé 55% 18% | deyans:>99%
CHs 116
(0]
<:/§7CH3 nd 44% de:0
117
(0]
<:§ 24% / ees>99% | 81% |  de.is:T7%
CHs3 118

nd: no detectat/da
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Taula 4 (cont.)

CETONA ALCOHOL
Estructura quimica | % / Configuracio | % | Configuracio
(0]
é:g 21% 82% | de.is:50%
HaC 119
(0]
CHg 35% nd -
CHs 120
O
><(—§ nd 5% -
HsC
CHs
HsC 121
O
<:/§7CI nd 70% nd
122
O
123
H.C o 18% /
[decis: 80% o
z:g*CHs (cetona inicial 10% nr
124 deis:50%)]

nd: no detectat/da; nr: no resolta
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Taula 4 (cont.).

CETONA ALCOHOL
Estructura quimica % | % | Configuracio
(0]
0
H3c4<;/§ 26% | 37 | deyans: 13%
H3C CH3 125
0
H3C7<:§ 25% | 13% nr
HsC
(0]
CHs 25%
H3C4<:/§—< 2% nio )
CHs 127
CH,4
o
% 10% | 197 i
@) ni
CH,4
o CHs 10% | nd ;
CHs 129

nd: no detectat/da; nr: no resolta; ni: no identificat.

Pel que fa a les ciclohexanones, les cél-lules en creixement de R. oryzae van
reduir moderadament les metilciclohexanones. La 2-metilciclohexanona (117)
va ser reduida en un 44% al corresponent 2-metilciclohexanol perd no va
mostrar estereoselectivitat. En canvi, R. oryzae va mostrar estereoselectivitat en

la reducci6 de la 3-metilciclohexanona (118), la qual va ser reduida al seu
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corresponent 3-metilciclohexanol amb un rendiment del 81% i un de.;s del 77%.
A més la cetona que va quedar sense transformar, un 24%, va presentar un
ees>99%. La 4-metilciclohexanona (119) va ser també reduida al 4-
metilciclohexanol amb preferéncia pel diastereoisomer cis, de.s=50%, amb un
rendiment del 82%. Totes les metilciclohexanones van ser transformades
preferentment al seu corresponent cis-alcohol, configuraci6 més inestable
termodinamicament per al 2 i 4-metilciclohexanol i la més estable per al 3-
metilciclohexanol”. En aquest cas R. oryzae va presentar un comportament
similar a les cel-lules en creixement de Glomerella cingulata, les quals van
reduir la 2 1 3-metilciclohexanona preferentment a I’isomer cis, perd va
presentar un comportament oposat per la 4-metilciclohexanona ja que G.
cingulata mostra preferéncia per I’isomer trans®. Els fongs de la antracnosis,
especies de Colletotrichum, van mostrar també un comportament oposat a R.
oryzae en la reduccido de la 4-metilciclohexanona mostrant preferéncia per

LY 81
I’isomer trans” .

La ciclohexanona amb un substituent #-butil en la posicié 2 (120) va ser
metabolitzada totalment i la ciclohexanona amb un grup #-butil en la posici6 4
(121) va ser tamb¢ metabolitzada quasi en la seva totalitat, encara que en aquest

cas hi va haver la formacié d’un 5% del corresponent alcohol.

La 2-clorohexanona (122) va ser transformada al corresponent 2-
clorociclohexanol amb un rendiment del 70%, perd no es va detectar
estereoselectivitat. La 2-fenilciclohexanona (123) va ser també reduida al seu
corresponent alcohol en un 75%. En aquest cas no es va aconseguir determinar

I’estereoselectivitat de la reaccio.
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Les ciclohexanones amb més d’un metil com a substituents, 124, 125, 126 van
ser reduides lleugerament, al voltant del 10%, sense aconseguir determinar
tampoc ’estereoselectivitat. La 2,6-dimetilciclohexanona va ser reduida al seu
corresponent 2,6-dimetilciclohexanol en un 10%. Encara que la seva
estereoselectivitat esta encara sense determinar, la 2,6-dimetilciclohexanona
(124) sense biotransformar va passar d’un de.; del 50% a un de.; del 80%
indicant que probablement el fong va reduir només la trans-2,6-
dimetilciclohexanona, comportament que ja havia demostrat tenir G. cingulata,

que va reduir la cetona trans-124 i no va reduir la cis-124 .

La mentona (127) i la pulegona (128) van ser transformades lleugerament a
productes que no varen poder ser identificats, perd que no es tractaven del

corresponent alcohol.

La camfora (129) va ser metabolitzada en un alt percentatge pel fong sense la

formacié de cap producte definit.

3.2.3. BIOTRANSFORMACIO DE DIONES PER R. oryzae

A continuacié es va voler estudiar el comportament de les cel-lules en
creixement de R. oryzae davant diferents diones comercials. Les figures 8 i 9
mostren les diferents diones lineals 1 cicliques estudiades. Totes les diones
lineals estudiades van ser 1,3-diones 1 algunes d’elles contenien un grup éster.
Les diones cicliques estudiades van ser totes d’anell de 5 o 6 carbonis
diferentment substituides. El seguiment de la biotransformaci6 es va realitzar
per CG-MS i en els casos en els que es va detectar formacié de producte i que
no disposaven de patrons comercials dels corresponents diols ni hidroxicetones

es va repetir la biotransformacio sense el patrd intern, I’octadeca, i es van
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realitzar espectres de RMN de 'H i de FTIR i en alguns casos un DEPT i
gCOSY de cada mostra per tal de fer una primera aproximacié a I’estructura del

producte format.

CH, s cl
H3CWCH3 H&WCHs H@ﬁcm H30WCH3
© © o © 5 o o o©
130 131 132 133
CH, CH, CH CH, CH,
HsC
CHs  he CH,
© 134° °© © 13 O 0 136
o
CH,  HC
H,C CH, HaC._ CH,
H.C o
H,C CH;, o) o)
© o O 138 139
137
HsC CH,
o/ H.C O___CH,
o o] o] o]
140
o/ \o 141
o o
he o CH,
142

H.C o

Figura 8. Diones lineals estudiades amb les cél-lules en creixement de
R. oryzae.
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147 CcH,

Y @ L
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@[\g @é*j@
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Figura 9. Diones cicliques estudiades amb les c¢l-lules en creixement de
R .oryzae.

Les cellules en creixement de R. oryzae van metabolitzar totes les diones

estudiades, perd en pocs casos es va observar la formacio de productes definits.

Aquests casos corresponen a la 2,6-dimetil-3,5-heptandiona (136), 1'1-

benzoilacetona (138), 1’1,2-ciclohexandiona (151), la 2-acetil-1-tetralona (159) i

la camforquinona (160). En la majoria d’aquests casos no es disposava dels

corresponents patrons dels diols ni hidroxicetones. No obstant, segons I’espectre
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de masses, d’IR i de RMN de 'H i DEPT, sembla poder-se concloure que

probablement per totes elles s’hagin format les corresponents hidroxicetones.

L’ unic producte identificat totalment va ser el de la biotransformacio de 1’1,2-
ciclohexandiona (151) a 1’1,2-ciclohexandiol (9), ja que era I’unic del que

disposavem de patr6é comercial.

Tot seguit es procedeix a descriure breument les evidéncies que es tenen de cada
un d’aquests productes de biotransformacié de les corresponents dicetones

indicades.

3.2.3.1. CAS DE LA 1,2-CICLOHEXANDIONA

Les cel-lules en creixement de R. oryzae van transformar 1’1,2-ciclohexandiona
al seu corresponent 1,2-ciclohexandiol (Figura 10) amb un rendiment del 10% i

un degqns de 79%.

Figura 10. Biotransformacio de 1’1,2-ciclohexandiona per R. oryzae.

La reducci6 de I'l,2-ciclohexandiona amb microorganismes representa una

alternativa a la reduccié quimica la qual implica agents reductors quimics,
. . 83

dissolvents com el tolu¢ i altes temperatures ™.

De totes maneres el nostre sistema no va aconseguir millorar els resultats que es

varen obtenir amb Proteus mirabilis, aquest microorganisme va reduir també

aquesta cetona al corresponent frans-diol de forma estereoselectiva amb un ees>

96% i un rendiment del 87%%.
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3.2.3.2. CAS DE LA BENZOILACETONA

El producte obtingut més probable de la biotransformacié de la cetona 138 és la
3-hidroxi-1-fenil-1-pentandiona (Figura 11). La Figura 12 mostra el
cromatograma i I’espectre de masses del producte obtingut (TR de 7,79 min), on

veiem un fragment a 164,1 uma, que correspon al PM de la hidroxicetona.

H,C —— > HC

Figura 11. Biotransformacio de la benzoil acetona per R. oryzae.

Si comparem les figures 13 i 14, corresponents als espectres de RMN de 'H i de
FTIR del blanc de la reaccid (productes extrets del medi de cultiu on va créixer
el fong sense 1’addicio de cap cetona) amb I’espectre de RMN de 'H i FTIR,
figures 15 i 18, quan es va addicionar la cetona 138, es dedueix que el producte
més probable €és una de les hidroxicetones, concretament la 3-hidroxi-1-fenil-1-
pentandiona. En I’espectre de FTIR (Figura 18) es veu un senyal corresponent a
un grup hidroxil, senyal ample entre 3500-3100 cm™. El senyal agut i intens
corresponent al grup carbonil quedaria probablement, emmascarat pel senyal a
1677 cm’'dels productes d’extraccié del medi de cultiu. L’experiment de
correlacio 'H-'H realitzat, gCOSY (Figura 16), i I’experiment DEPT (Figura
17), on es veuen els carbonis protonats, també confirmen que el producte més

probable €s aquesta hidroxicetona.
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Figura 12. Cromatograma i espectre de masses del producte de la
biotransformacio de la benzoilacetona per R. oryzae. El pic cromatografic
de TR de 3,55 min. correspon al patr6 intern, 1’octadeca.

Les 1,3-hidroxicetones quirals son valuosos intermediaris per a un ampli ventall

85'87, com medicaments i

d’aplicacions en la preparaci6 de productes naturals
feromones entre altres®. Aquesta hidroxicetona té una amplia aplicacio en la
preparacié de productes naturals com antibiotics i feromones®’. Carballeira i col.
van aillar una soca fungica de Diplogelasinospora grovesii que va reduir la
benzoilacetona a la corresponent (2S5)-hidroxipropiofenona amb un rendiment

moderat i un ee del 85%°°.
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Figura 15. Espectre de RMN de 'H del producte de la biotransformacio de
la benzoilacetona per R. oryzae.
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Figura 16. Espectre de RMN gCOSY de la biotransformacié de la
benzoilacetona per R. oryzae.
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Figura 17. Espectre DEPT del producte de la biotransformacié de la
benzoilacetona per R. oryzae.
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Figura 18. Espectre de FTIR del producte de la biotransformacio de la
benzoilacetona per R. oryzae.
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3.2.3.3. CAS DE LA CAMFORQUINONA

El producte obtingut més probable de la biotransformaci6 de la camforquinona
(160) per R. oryzae és una mescla de les dos possibles hidroxicetones, amb més
proporci6 de la hidroxicetona amb el grup hidroxil en posicié 3, resultat de la
reduccio del grup carbonilic més proper al grup metil (Figura 19).

o o HO
A CH, CH, CH,

—_—
Z cH CH, + CH
O ’ HO ’ 07 ?

CH, CH, CH,

Figura 19. Biotransformaci6 de la camforquinona per R. oryzae.

A la Figura 20 podem veure el cromatograma i 1’espectre de masses del
producte obtingut, on veiem un fragment a 168,2 uma, que correspon al PM de
la hidroxicetona en ambdds casos. Pel que fa a ’espectre de RMN de 'H
(Figura 21) aquest tamb¢ indica la preséncia de les dos hidroxicetones, i mostra
quina de les dues hidroxicetones es troba en més alta proporcio. Per ultim
I’espectre FTIR (Figura 22) mostra un senyal corresponent a un grup hidroxil,
senyal ample i intens entre 3500-3100 cm'. No obstant, el senyal agut i intens
corresponent al grup carbonil quedaria probablement emmascarat pel senyal dels

productes extrets de medi de reaccié a 1742 cm’™
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Figura 20. Cromatograma i espectre de masses del producte de la
biotransformacié de la camforquinona per R. oryzae. El pic cromatografic
de TR de 5,50 min. correspon al patrd intern, I’octadeca.
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Figura 21. Espectre de RMN de 'H de la biotransformacié de la

camforquinona per R. oryzae.
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Figura 22. Espectre de FTIR de la biotransformacié de la camforquinona

per R. oryzae.
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Les oa-hidroxicetones quirals son intermediaris importants per a la sintesi de
productes naturals Opticament actius. Encara que s’han descrit varies reduccions
biocatalitiques de cetones'®, poques han estat descrites per a la reduccié de la
camforquinona amb biocatalitzadors, com les dutes a terme pel llevat del pa’™**,
la biotransformacio de la (+)-camforquinona per Absidia orchidis per I’obtencid
del (-)-3S-exo-hidroxicamfor com a principal producte’, la biotransformacio per
part de G. cingulata per a 1’obtencio6 del (-)-3S-exo-hidroxicamfor amb un 70%
de rendiment, i la biotransformacié de la (-)-camforquinona per Aspergillus
niger per a I’obtencié de (+)-2R-endo-hidroxiepicamfor en un 80%. La
biotransformacié de la camforquinona per cellules vegetals de Nicotiana

tabacum 1 Catharanthus roseus va a donar lloc al (-)-3S-exo-hidroxicamfor en

un 66%"°°.

Recentment Utsukihara i col. han descrit la reduccié d’algunes diones com la
camforquinona i I’1,2-ciclohexandiona per vegetals com la pastanaga, patata i
poma entre altres. Les reductases d’aquests vegetals han reduit aquestes diones a
la corresponent hidroxicetona i diol amb rendiment moderat i també moderada

estereoselectivitat’ .

3.2.3.4. CAS DE LA 2-ACETIL-1-TETRALONA

El producte obtingut més probable de la biotransformacié de la cetona 159 és la
corresponent hidroxicetona (Figura 26). La Figura 27 mostra el cromatograma
i ’espectre de masses del producte obtingut (TR de 3,10 min.). En aquest cas no
ha aparegut el fragment corresponent al PM del producte, perd el fragment a

146,1 uma pot correspondre a un fragment d’aquesta hidroxicetona (Figura 27).

302



Capitol V

CH, CH,

Figura 26. Biotransformaci6 de la 2-acetil-1-tetralona per R. oryzae.

L’espectre de RMN de 'H, Figura 28, mostra els senyals caracteristics
d’aquesta hidroxicetona i1 I’espectre DEPT també mostra els carbonis protonats
corresponents a la hidroxicetona, Figura 29. Finalment, ’espectre de FTIR
(Figura 30) mostra un senyal corresponent a un grup hidroxil, senyal ample i
intens entre 3500-3100 cm™, en aquest cas també s’observa un senyal agut i

intens corresponent al grup carbonil, 1676 cm™.

La tetralona és un intermediari util per a la sintesi d’'un medicament per al
tractament d’aritmies ventriculars en la prevencié de morts cardiaques sobtades.
La cerca de nous microorganismes per a la reduccio asimetrica d’aquest tipus de
cetona ¢és necessaria per tal de trobar nous sistemes més facils 1 economics per a

la sintesi d’aquest medicament®.
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Figura 28. Espectre de RMN de 'H de la biotransformaci6 de la 2-acetil-
1-tetralona per R. oryzae.
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Figura 29. Espectre DEPT del producte de la biotransformacié de 2-
acetil-1-tetralona per R. oryzae.
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Figura 30. Espectre de FTIR del producte de la biotransformacié de la 2-
acetil-1-tetralona per R. oryzae.

3.2.3.5. CAS DE LA 2,6-DIMETIL-3,5-HEPTANDIONA

Un dels productes obtinguts més probables de la biotransformacié de la cetona

136 és la corresponent hidroxicetona (Figura 31).

0 0 OH 0]
H3CMCH3 H3CMCH3
%

CH, CH, CHg, CHg,

OH (0]
H3Cﬁ/K/\H/CH3
CH, CH,

Figura 31. Biotransformaciéo de la 2,6-dimetil-3,5-heptandiona per R.
oryzae.
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Aquest producte t¢ un TR en la columna DB-Wax i1 en les condicions
cromatografiques emprades de 4,18 min. En aquest cas hi va haver ’aparicié
d’un altre producte, probablement el 2,6-dimetil-5-hidroxi-3-oxo0-5-hepte, amb
un TR de 3,22 min, tautomer de la diona. La Figura 32 mostra el cromatograma
i Pespectre de masses dels productes obtinguts. A I’espectre de RMN de 'H,
Figura 33, es poden veure els senyals dels grups metil del 2,6-dimetil-5-hidroxi-
3-0x0-5-hepte i el senyal del -CH,- entre el grup oxo i el doble enllag de la
hidroxicetona insaturada. Finalment, I’espectre de FTIR (Figura 34) mostra un
senyal corresponent a un grup hidroxil, senyal ample i intens entre 3500-3100
cm™, un senyal agut i intens corresponent al grup carbonil, 1708 cm™ i dos

senyals intensos, 960 i 1600 cm™, que es poden assignar a I’alque.
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Figura 33. Espectre de RMN de 'H de la biotransformacié de la 2,6-

dimetil-3,5-heptandiona amb R. oryzae.
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Figura 34. Espectre FTIR de la biotransformacié de la 2,6-dimetil-3,5-

heptandiona amb R. oryzae.
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Aixi doncs, la cerca de noves reductases amb diferents estereopreferéncies és
molt interessant. Encara que el rendiment i estereoselectivitat de les cel-lules en
creixement de R. oryzae enfront diones resta encara per determinar, R. oryzae és

un potencial biocatalitzador en la reduccié de diones de forma estereoselectiva.

3.3. COMPORTAMENT D’E. nigrum ENFRONT DIFERENTS
CETONES COMERCIALS

La Taula 5 mostra els resultats de les biotransformacions dutes a terme per les
cel-lules en creixement d’E. nigrum. Es van triar algunes de les cetones
estudiades amb les cel-lules en creixement de R. oryzae per veure el

comportament d’aquesta soca fungica davant d’aquestes cetones comercials.

Pel que fa a les cetones lineals estudiades, E. nigrum, encara que va metabolitzar
amb major proporcid les cetones 104 1 105, va donar un rendiment similar del
corresponent alcohol, en aquest cas del 7% 1 20% respectivament.
L’enantiopreferéncia va ser la mateixa, S pel 2-pentanol i R pel 2-hexanol. No
obstant, I’ee d’aquests alcohols era una mica més baix pel S-2-pentanol, del 60%
(R. oryzae 64%), 1 molt més baix pel R-2-hexanol, ee del 26% (R. oryzae 66%).
La cetona 108 va ser metabolitzada completament sense formacido de cap
producte definit, a I’igual que R. oryzae. La 3-metilciclopentanona (116) va ser

metabolitzada completament sense la formaci6 tampoc de cap producte definit.

Pel que fa a la 3-metilciclohexanona (118), encara que hi va haver un 47% de
formacié de 3-metilciclohexanol, no es va detectar estereoselectivitat per part
d’aquesta soca fingica, cosa que amb R. oryzae es va aconseguir un 81% de

rendiment amb un de,;; del 77%.
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Taula 5. Transformaci6 de cetones comercials per Epicoccum nigrum
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Taula 5 (cont.)
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Davant les dues t-butilciclohexanones estudiades, E. nigrum va presentar un
comportament similar per la cetona amb el grup #-butil en posicid 2 (120), és a
dir, no hi va haver formacié de cap producte i davant la que tenia el grup #-butil
en posicid 4 (121) hi va haver un baix percentatge de formacié d’alcohol, a
I’igual que amb R. oryzae, perd aquesta vegada va quedar molta més cetona

sense transformar.

Enfront la 2-clorociclohexanona (122) aquesta soca tampoc va mostrar
estereoselectivitat i, encara que també hi va haver formacidé d’alcohol el
rendiment va ser molt més baix, del 26% enfront del 70% que es va produir amb
R. oryzae. Una comportament similar va presentar davant la cetona 123, la qual
va ser transformada en part al seu corresponent alcohol perdo ara amb un
rendiment molt més inferior, del 41%, quan amb R. oryzae va ser del 75%,

enantioselectivitat en ambdods casos encara per determinar.

Per la 3,3,5-trimetilciclohexanona (125) E. nigrum va mostrar el resultat més
interessant, ja que en aquest cas hi va haver una petita formaci6 d’alcohol, amb
un rendiment del 6% 1 amb un dey,,s del 79%, quan amb R. oryzae el deyqgns

nomeés va ser del 13%.

La mentona (127) i1 la pulegona (128) van ser en part metabolitzades per la soca

fingica pero sense la formacié de cap producte definit.

Si comparem els resultats amb els de R. oryzae veiem que en general els
rendiments 1 estereoselectivitats son similars o0 més baixos en el cas de la soca
d’E. nigrum. Per exemple amb R. oryzae s’obté un ee més gran per al R-2-

hexanol.
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L’Gnic cas amb el que es va aconseguir millors resultats va ser amb la
biotransformacié de la 3,3,5-trimetilciclohexanona (125), que va ser reduida
lleugerament al seu corresponent alcohol amb un deyq,s del 79%. Ara bé, els
baixos rendiments obtinguts 1 la no millora en la majoria dels casos estudiats

respecte a R. oryzae ens va portar a no continuar I’estudi amb E. nigrum.
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4. CONCLUSIONS

En la cerca de noves oxidoreductases en fongs endofits no es van trobar soques
fingiques amb una activitat monooxigenasa Baeyer-Villiger que es pogués
considerar interessant. No obstant, si que es van trobar dues soques fungiques
amb activitat reductasa, una soca de Rhizopus oryzae aillada del fonoll i una
soca d’Epicoccum nigrum aillada de Crataegus monogyna. Podria ser que
aquestes soques si que presentessin activitat d’oxidaci6 B-V, ara bé, com
aquesta activitat requereix la forma reduida del coenzim NAD(P)H, i en els
microorganismes s’ha demostrat la preséncia de deshidrogenases, aquestes son

capaces de reduir el substrat competint amb 1’oxidacié B-V.

Les cel'lules en creixement de R. oryzae van ser capaces de reduir algunes
cetones 1 diones comercials al seu corresponent alcohol i hidroxicetona. A més
van poder reduir la 2-hexanona al R-2-hexanol, estereopreferéncia no trobada en
la literatura per altres céel-lules fungiques en creixement. No obstant, el
rendiment de les biotransformacions van ser baixos i les estereoselectivitats
moderades segurament degut a la preséncia d’altres enzims amb
enantiopreferéncia oposada i enzims que van metabolitzar ja bé les cetones o els

productes procedents de I’oxidoreduccio.

L’altra soca fingica, E. nigrum, va presentar rendiments i estereoselectivitats
similars o pitjors davant les diferents cetones estudiades, a excepci6 de la 3,3,5-
trimetilciclohexanona, davant la qual va presentar millor esteroeselectivitat que

R. oryzae.
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5. MATERIAL | METODES
5.1. MATERIAL

El corn steep liguor (CSL) va ser subministrat per Aldrich. EI NaSQOs, el KCI i
I’etanol absolut per Panreac. L’Agar i la glucosa per Prolabo. El MgSOy i el

FeSOy4 van ser subministrar per Probus.

Totes les cetones, diones, 4-metil-2-pentanol (6), 1,2-ciclohexandiol (9), 3-
hexanol (10), 3-metilciclopentanol (12), 2-metilciclopentanol (13), 3-
metilciclohexanol (14), 2-t-butilciclohexanol (15), 4-¢-butilciclohexanol (16), 4-
metilciclohexanol (17), 2-clorociclohexanol (18), 3,3,5-trimetilciclohexanol
(19), i 1,3-ciclohexandiol (22) van ser subministrats per Acros-Organics,
Barcelona, Espafia, a excepcid de la 3,3,5-trimetilciclohexanona (125) i la 5,5-
dimetil-1,3-ciclohexandiona (156) que van ser subministrades per Fluka Madrid,
Espafia.  El 2-hexanol (7), S-2-hexanol (S-7), tramsss-1,2-ciclohexandiol
(transss-9), trans gz 1,2-ciclohexandiol i1 el transgr-9 van ser subministrats
també per Fluka, Madrid, Espanya. El cis-1,2-ciclohexandiol (cis-9) va ser
subministrat per Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia. El 2-pentanol (5) 1 S-5 va ser

subministrat per Merck, Barcelona, Espafa.

5.2. INSTRUMENTACIO

5.2.1. CROMATOGRAFS DE GASOS
Cromatograf de gasos Trace 2000 series (ThermoQuest) GC amb detector FID-
40x 1 software CROM-CRAD for Trace Windows ® 95/NT 4.0 Version 1.00.

Cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP 6890 amb detector FID-
40x 1 software ChemStation Plus Rev. A.09.xx 2002.
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5.2.2. CROMATOGRAF DE GASOS ACOBLAT A ESPECTOMETRE DE
MASSES

Cromatograf de gasos Agilent 6890N acoblat a un detector selectiu de masses
5073 MSD amb una columna capil-lar DB-Wax. Equip controlat per la MSD
ChemStation versiéo D.00.0038. Analitzador tipus quadripol, amb ionitzacio per
impacte electronic (IE) amb un interval de masses de 2 a 800 uma. (unitats de

massa atomica).

5.2.3. ANALISI D’INFRAROIG AMB TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)
Els analisis amb FTIR es van realitzar en un espectrofotometre Magna IR 560 de

Nicolet. Software OMNIC 3.1 a. Amplada espectral 4000-400 cm.

5.3.3. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

L’equip de Ressonancia Magnética Nuclear utilitzat va ser un MERCURYplus
AS400 MHz NMR Spectrometer Systems de VARIAN amb una sonda 400
AutoSwitchable 4 Nucleus Probe 'H/ "F/*C/'P, "H/ "F/{ '°N- *'P} PEG, dels

Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Lleida.
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5.4. MEDOLOGIA
5.4.1. AILLAMENT DE FONGS ENDOFITS

Es van recollir 41 mostres de diferents especies vegetals del Montsec, Prepirineu
de Lleida. Posteriorment, abans de 24 h de la seva recol-leccid, es van rentar les
mostres vegetals amb aigua corrent i es van tallar 5 parts de 2-3 cm’
aproximadament de cada mostra, incloent la flor, fruit, tija i fulla sempre que hi
estiguessin presents. Les diferents parts vegetals es van desinfectar en una
solucid d’hipoclorit sodic al 0,53% submergint durant 2 min. les diferents parts
en la solucié d’hipoclorit amb I’ajut d’una gassa estéril. Tot seguit, es van
submergir les diferents mostres vegetals durant, 2 min., en una soluci6 d’etanol
del 70% 1 finalment es van esbaldir en aigua esteril. Les mostres es van deixar
assecar en un paper de filtre estéril dins una cabina de flux laminar®. Una
vegada seques es van col-locar en una placa de Petri amb medi PDA (200 ml
d’extracte de patata, 20 g de glucosa, 15 g d’agar i 800 ml d’aigua destil-lada a
un pH de 5,5+0,2)) i es van incubar a 25°C durant un maxim de dues setmanes.
Els fongs que van créixer es van anar aillant en plaques amb medi PDA fins a
cultiu pur. Els fongs aillats es van sembrar en tubs amb medi PDA inclinat i es

van conscrvar €n ncvera.

5.4.2. SCREENING DE FONGS AMB ACTIVITAT OXIDOREDUCTASA

Els diferents fongs aillats, préviament activats en plaques petri amb medi PDA,
van ser inoculats en un matras Erlenmeyer de 250 ml de capacitat amb 70 ml
d’un medi de cultiu sintétic liquid format per 20 g/l corn steep liquor, 5 g/l
glucosa, 2 g/l MgSQy,, 0,02 g/l FeSO4 amb un pH=5,5 +£0.2. Després de 72
hores de creixement a 25°C 1 150 rpm en un agitador orbital es va addicionar al
medi 0,35 ml d’una soluci6 de 0,1 g de ciclohexanona/ml d’etanol i es va deixar

incubant 24 h més”. Seguidament es va filtrar el medi de cultiu amb paper de

318



Capitol V

filtre 1 buit 1 es va rentar 3 vegades amb diclorometa. Del medi filtrat es va
realitzar una extracci6 amb diclorometa, i la part del diclorometa es va assecar
amb MgSQsy, filtrar i evaporar a 40°C 1 500 mmHg. Posteriorment les mostres
foren analitzades per les diferents técniques analitiques descrites en aquest

capitol.

5.4.3. IDENTIFICACIO DE LA SOCA E. nigrum

La identificacio de la soca fungica 29D, Epicoccum nigrum, va estar realitzada

pel Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Paisos Baixos.

54.4. ESTUDI DE L’ACTIVITAT OXIDOREDUCTASA ENFRONT
DEFERENTS CETONES COMERCIALS

Les soques fungiques que van presentar activitat oxidoreductasa es van fer
créixer en el medi liquid sintétic 1 es va addicionar la cetona a estudiar en les
mateixes condicions del screening. L’extraccié dels productes de reacci6 va ser
la mateixa que en el screening pero aquesta vegada amb 50 ml de diclorometa el

qual contenia 23 mg/ml d’octadeca com a patr6 intern.

5.45. PREPARACIO DELS PATRONS DE LES CETONES |
ALCOHOLS

Es van realitzar patrons de diferent concentracié per a cada cetona a estudiar 1
per al seu corresponent alcohol, en el cas que es va disposar d’aquest, amb
octadeca com a patr6 intern i amb acetona com a dissolvent. Es va preparar una
solucid d’octadeca de 1 mg/ml, una soluci6 de cada cetona de 1,5 mg/ml 1 una
soluci6 de I’alcohol corresponent de 1,5 mg/ml. A partir d’aquestes tres

solucions es van preparar patrons de diferent concentraci6 (Taula 6).
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Taula 6. Volum (ml) emprat de cada soluci6 d’octadeca, cetona i alcohol

en acetona
Soluci6 ., .,
. . | Solucié cetona | Solucié alcohol | Acetona
PATRO | octadeca (ml) (ml) (ml)
(ml)

1 1 1 - 1

2 1 0,50 0,06 1,44

3 1 0,13 0,25 1,63

4 1 0,06 0,50 1,44

5 1 - 1 1

5.4.6. CONDICIONS CROMATOGRAFIQUES
5.4.6.1. ANALISI PER CG-FID AMB UNA COLUMNA DB-WAX

Les analisis per CG-FID es van dur a terme en el cromatograf de gasos Trace
2000 series (ThermoQuest) GC amb una columna capil-lar DB-Wax (polietile
glicol) de 30 m x 0,25 mm diametre, 0,25 um de gruix de fase. Es va utilitzar
heli (1 ml/min) com a gas transportador. Les condicions cromatografiques van
ser: Tinjector = 230°C, Tgetector = 250 °C, split de 1:30. El programa de
temperatures va dependre de la cetona a estudiar. Per les cetones 103 i 104 la
temperatura inicial del forn va ser de 40°C i es va fer pujar amb rampa de
10°C/min fins a 110°C, seguit d’una rampa de 10°C/min fins 230°C i es va
mantenir a aquesta temperatura durant 5 min. Per les cetones 105, 108, 115, 116,
118-123, 125-128 la temperatura inicial va ser de 70°C i es va fer pujar amb
rampa de 10°C/min fins a 230°C i es va mantenir durant 5 min. Per la cetona 124
la temperatura inicial va ser de 100°C i es va fer pujar amb rampa de 10°C/min
fins a 230°C i es va mantenir durant 5 min. Per les cetones 106, 107, 109-114,

117 1 129 la temperatura inicial va ser de 120°C i es va fer pujar amb rampa de

10°C/min fins a 230°C 1 es va mantenir durant 5 min.
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5.4.6.2. ANALISI PER CG-MS AMB UNA COLUMNA DB-WAX.

Les analisis per GC-Masses es van dur a terme en el cromatograf de gasos
Agilent 6890N acoblat a un detector selectiu de masses 5073 MSD amb una
columna capil-lar DB-Wax. Les condicions cromatografiques van ser: Tipjector =
230°C, Taetector = 250 °C, split de 1:30 1 una temperatura d’interfase de 280°C.
Per les cetones 155, 157 la a temperatura inicial va ser de 70°C i es va fer pujar
amb rampa de 10°C/min fins a 230°C i es va mantenir durant 5 min. Per les
cetones 130, 132-136, 139, 140, 143, 144, 146-154, 160 la temperatura inicial
va ser de 120°C i es va fer pujar amb rampa de 10°C/min fins a 230°C i es va
mantenir durant 5 min. Per les cetones 131 i1 137 la temperatura inicial va ser de
120 1 es va fer pujar amb rampa de 10°C/min fins a 170°C 1 es va mantenir
durant 0,30 min., seguit d’una rampa de 10°C/min fins a 180°C i es va mantenir
durant 0,5 min. seguit d’una rampa final de 10°C/min fins a 230°C i es va
mantenir durant 5 min. Per les cetones 138 i1 158 la temperatura inicial va ser de
150°C 1 es va fer pujar amb rampa de 10°C/min fins a 230°C es va mantenir
durant 5 min. Per les cetones 142, 145, 156, 159 la temperatura inicial va ser de
160°C i es va fer pujar amb rampa de 10°C/min fins a 230°C. Finalment per la
cetona 141 la temperatura inicial va ser de 170°C i es va fer pujar amb rampa de

10°C/min fins a 230°C.

321



Oxidoreductases presents en fongs endofits del Prepirineu de Lleida

5.4.6.3. ANALISI PER CG AMB UNA COLUMNA DE FASE QUIRAL

Les analisis per CG-FID en la columna quiral es van dur a terme en el
cromatograf de gasos Hewlett Packard GC System HP 6890 amb una columna
capil-lar quiral CP Chirasil-DEX CB de Varian (f-ciclodextrines modificades
lligades a dimetilpolisiloxa) de 25 m x 0,25 mm diametre, 0,25 pm gruix de
fase. El gas transportador va ser hidrogen (80 cm/s). La temperatura del forn va
ser isoterma 1 diferent depenent del compost a analitzar (Capitol I). La Tinjector =
230 °C, Tyetector = 250 °C. El factor de separacid, o, es va calcular segons la

IUPAC'.
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Les conclusions sobre la posada apunt d’una metodologia d’analisi d’alcohols

quirals per cromatografia de gasos en una columna quiral son les segiients:

0 S’ha desenvolupat una metodologia simple i eficient d’esterificacio
d’alcohols secundaris amb acid acétic 1 iode com a catalitzador, amb
quantitats equimolars o defecte d’alcohol. Aquest nou procediment
representa un metode d’acilacio alternatiu als meétodes convencionals,
més respectuds amb al medi ambient, amb 1’Gs d’un agent acilant barat,
I’acid aceétic, sense la utilitzacio de dissolvent, i amb una eficiéncia

atomica elevada.

0 Contrariament, 1’as d’acid trifluoroaceétic com agent derivatitzant

provoca una isomeritzacio parcial dels enantiomers purs.

0 L’esterificacio d’alcohols secundaris lineals, ciclics 1 d’alguns diols amb
acid acétic permet la separacidé dels seus estereoisomers quan son
analitzats per cromatografia de gasos en una columna quiral Chirasil-
DEX, incrementant-ne el factor de separacidé (o) i reduint el temps
d’analisi. Els millors factors de separacid es van aconseguir amb els
derivats acetilats del 2-pentanol, a de 3,00, i els derivats acetilats del 2-

hexanol, a de 1,95.
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Les conclusions sobre 1’obtenci6 de precursors de lactones i alcohols asimetrics

mitjan¢ant un metode quimio-enzimatic, amb un primer pas de sintesi d’esters

a-funcionalitzats seguit d’una hidrolisi estereoselectiva amb lipases, son les

seglients:

334

0 S’ha desenvolupat un sistema de reaccié per a la sintesi del palmitat

d’a,B-bromooctil que consisteix en |’esterificacié-bromacio de 1°1,2-
octandiol amb 1’acid palmitic i KBr en un LI, el [BMIM][PFs], amb un
rendiment del 85% 1 en un sol pas. A més, hi ha més proporcio del
regioisomer amb el grup brom en posicié primaria, un 70% respecte del
que té el brom en posici6 secundaria, essent aquest, un intermediari més
util per a la sintesi de compostos d’interés comercial. Pel que ens consta
¢s el primer métode d’esterificacido-bromacio en un sol pas amb LIs que

s’ha descrit.

L’extensi6 de la reaccid d’esterificacio-bromacio a altres diols permet la
sintesi dels corresponents palmitats d’a,B-halohidrina per tots els 1,2-
diols estudiats 1 per 1’1,3-butandiol, amb rendiments entre el 40-60% i
tamb¢é amb més proporcid del regioisomer amb el brom en posicio
primaria, entre el 65-73% respecte del que té el brom en posicio

secundaria.

La reaccio d’esterificacio-bromacié amb altres acids en lloc del palmitic,
també té lloc, encara que ara s’obté un rendiment del 48% per 1’acid
decanoic 1 rendiments inferiors per als altres acids estudiats. En tots els
casos es segueix obtenint més proporcid també del regioisomer amb el

brom en posici6 primaria.
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0 L’extensid de I’esterificacio-halogenacid a altres fonts d’halogen només
proporciona I’¢ster d’halohidrina quan la font d’halogen és el clor, KCl,
amb rendiment tamb¢é moderat, del 55%, i més proporcid del regioisomer
amb el clor en posicio primaria, del 80% respecte del que té el brom en

posici6 secundaria.

0 La RMN de 'H ens permet seguir I’evolucié dels productes majoritaris
(>10%) de les reaccions d’esterificacio-halogenacid, coneixent el
percentatge entre ells 1 el grau de reaccid dels reactius per a la formacio

dels diferents productes.

0 La utilitzaci6é d’un conjunt de LIs en la hidrolisi d’ésters d’a,y-clorobutil
amb diferents lipases no ha demostrat poder arribar a donar resultats
equivalents als obtinguts en dissolvents convencionals. No obstant el LI
[OMIM][BF4] va millorar de manera evident I’enantioselectivat de
Lipozyme, A. flavus UDLTA 3.241 i Aspergillus sp. enfront al laurat de 3-
cloro-1-metilpropil (eer>99% per percentatges d’hidrolisi de 25, 14 i

17% respectivament).

0 Contrariament, els LIs si que van millorar I’estereoselectivitat en la
hidrolisi dels palmitats d’a,B-clorooctil i a,B-bromooctil amb diferents
biocatalitzadors, en concret A. flavus UDLTA 3.241, R. oryzae, Lipozyme i
Novozyme. En aquest cas, tant en dissolvents moleculars com en LlIs,
tots els biocatalitzadors van mostrar enantiopreferéncia oposada

obtenint-se el S-1-halo-2-octanol.
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0 El S-l-cloro-2-octanol es pot obtenir amb una primera hidrolisi
regioselectiva dels palmitats d’a,p-clorooctil amb Lipozyme en t-butanol
a 40°C durant 24 h seguit d’una hidrolisi enantioselectiva amb

Novozyme en [BMIM][PF¢] a 40°C durant 3 h.

0 Les millors condicions per a obtenir el S-1-bromo-2-octanol sén una
primera hidrolisi regioselectiva dels palmitats d’a,p-bromooctil amb
Lipozyme en [OMIM][BF,] a 40°C durant 24 h seguit d’una hidrolisi
enantioselectiva amb Novozyme en [BMIM][PF;] a 40°C durant 3 h.

Les conclusions sobre la utilitzacié de cél-lules en creixement de noves
soques fungiques com a font d’oxidoreductases per a 1’obtenci6 de

precursors de lactones 1 alcohols asimetrics son les segiients:

0 En la cerca de noves oxidoreductases en fongs endofits de plantes
recollides al Prepirineu de Lleida es van trobar dues soques fungiques
amb activitat reductasa, una soca de Rhizopus oryzae aillada del fonoll i

una soca d’Epicoccum nigrum aillada de Crataegus monogyna.

0 Les céllules en creixement de R. oryzae van ser capaces de reduir
algunes cetones i diones comercials al seu corresponent alcohol i
hidroxicetona. A més van poder reduir la 2-hexanona al R-2-hexanol,
estereopreferéncia no trobada en la literatura per altres cél-lules
fingiques en creixement. No obstant, la preseéncia d’altres enzims amb

enantiopreferéncia oposada 1 altres tipus d’enzims van fer que el
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rendiment de les biotransformacions fossin baixos 1 les

estereoselectivitats moderades.

L’altra soca fungica, E. nigrum, va presentar rendiments i
estereoselectivitats similars o pitjors davant les diferents cetones
estudiades, a excepcid de la 3,3,5-trimetilciclohexanona, davant la qual

va presentar millor esteroeselectivitat que R. oryzae.
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ANNEX I. LLISTA DE COMPOSTOS

Taula 1. Estructura quimica i nom dels reactius i productes.

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
HaC CH;
2¢ YW 2-heptanol
OH
4¢ WAC'“ 2-butanol
OH
HsC CHs
5¢ Yv 2-pentanol
OH
H3C CHj
6¢ 4-metil-2-hexanol
OH  CHg
7¢ HBCT;\A% 2-hexanol
H,C
8¢ ’ TO?MCH\% 2-octanol
OH
d - -
9 <:§70H 1,2-ciclohexandiol
OH
10¢ H3C\)\/\CH3 3-hexanol
OH
11¢ HsC A~ e, 3-octanol
OH
12¢ E} 3-metilciclopentanol
CHs
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Taula 1 (cont.)

NUmero | ESTRUCTURA QU|’|\/||CA Nom
OH
13¢ @7 2-metilciclopentanol
CH,
OH
144 Q 3-metilciclohexanol
CH,
OH
d CHs ay s
15 CHs 2-t-butilciclohexanol
CHj3
OH
1649 p 4-t-butilciclohexanol
HsC
hid CHa
OH
174 Q 4-metilciclohexanol
HaC
OH
184 <:§7C| 2-clorociclohexanol
OoH
19¢ Ny CQ 3,3,5-trimetilciclohexanol
3
CH§H3
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUiI\/IICA Nom
CH,
20¢ D/L-mentol
OH
HaC” CHg
e
21¢ o (CHa)s 1,2-octandiol
ﬁO/H
OH
22 Q 1,3-ciclohexandiol
OH
Cl
j\ ~CHs Palmitat d’1-(clorometil)heptil
24 a O\\ (CHZ)S
0/ (C|3H2)14
CHs
(CH2)14 0
HaC” 2\%
258 © Palmitat de 2-clorooctil
g
cl” T(CHys
Ci
262 j\ 1-clorooctan-2-ol
_CH3
HO (CH2)5
HO CHg
272 (CHy)s5 2-clorooctan-1-ol
cl

343



Llista de Compostos

Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
Br
j\ _CH
28° P (CHs Palmitat d’1-(bromometil)heptil
PR
o (CH2)14
CH3
/(CH2)14 o
¢
292 © Palmitat de 2-bromooctil
/CH3
Br (CH2)5
Br
30° j\ on 1-bromooctan-2-ol
HO (CH2)5
HO /CH3
31t ‘>7(CH2)5 2-bromooctan-1-ol
Br
B
b r\CHZ )
32 I 1,2-dibromocta
/C\ /CH3
Br (CH2)5
H3C\
ﬁ (CH2)14
HaC . ,
33b S CHp)mo o \o palmitat d’1-{[(2-
)voy\ ohy etoxioctil)Joximetil}heptil
(H2C)s (CHy)s
CHg
/(CH2)14 o
H,C
342 0 Palmitat de 2-hidroxioctil
1.
HO” (CH,).
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
HO
- _CHg
352 (CHzs Palmitat d’1-(hidroximetil)heptil
o (CH2)14
CHs
CH2)14.0
(6]
36° )OJ\ j\ Palmitat de 2-etoxioctil
(H2C o (CHz)s
H3C
i
37¢ o (CH2)3 1,2-hexandiol
ﬁO/H
i
38 o (CH2)2 1,2-pentandiol
/E
39¢ HOM% 1,2-butandiol
OH
CH,
401 HOA( 1,2-propandiol
OH
HO OH
419 M 1,3-butandiol
CHj,
Br
_CHs
42° (CH2)a Palmitat d’1-(bromometil)pentil
(C|3H2)14
CH3
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
Br
j\ _CH3
432 o (CHak Palmitat d’1-(bromometil)butil

o (C|3H2)14

CH3
Br
j\/CH:;
(@)

442 )\ Palmitat d’1-(bromometil)propil
o (CH2)14

CH3

Br

A

o] CH3

452 )\
o (CH2)14

Palmitat d’1-(bromometil)etil

46 ° CHa Palmitat de 3-bromo-1-metilpropil

472 Oj\ Palmitat de 2-bromohexil

48° Oj\ Palmitat de 2-bromopentil
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Taula 1 (cont.)

NUmero

ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

49 °

CH
NCH2)14_o

Palmitat de 2-bromobutil

50 ¢

Palmitat de 2-bromopropil

51°

Palmitat de 3-bromobutil

52 ¢

Palmitat de 2-hidroxihexil

53 °

Palmitat de 2-hidroxibutil

54°¢

Palmitat de 3-hidroxibutil

347



Llista de Compostos

Taula 1 (cont.)

Numero

ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

55 ¢

/(CH2)14O
HaC

Palmitat de 2-etoxihexil

56 °

Palmitat de 2-etoxipentil

57 ¢

Palmitat de 2-etoxibutil

58 °

Palmitat de 2-etoxipropil

59 ¢

H 20)14{ HaC
3
|
OY\/OY(CHz)M

CHg o}

Palmitat de 3-etoxibutil

60 °

HO

j\/CH3
O

o fCHz)u

Palmitat d’1-(hidroximetil)propil
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Taula 1 (cont.)

NGmero ESTRL’JCTURA Nom
QUIMICA
OH
61° Palmitat de 3-hidroxi-1-metilpropil
o) CHy
/CH3
0 (CH2)14
O
63 ¢ @/‘k% Acid benzoic
O
64 ¢ N o Acid cinamic o acid (2E)-3-
fenilacrilic
CH,
65 ¢ CH, _Ibuprofeé o acid 2-(4-
o isobutilfenil)propanoic
H,C
Br
66 ° OJ\(CH/Z():5H3 Acetat d’1-(bromometil)heptil
A
o] CHs
Br
j\ /CHS
67 ¢ j\ (CHz)s Decanoat d’1-(bromometil)heptil
=
o (?Hz)s
CHs
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
Br
o] O\H
68 ° (HyC)s Benzoat d’1-(bromometil)heptil
*CHg
Br
(0]
j\ _CHs
; 07 T(CHy)s , ) : :
69 ‘ Cinamat d’1-(bromometil)heptil
Br
H,C o)
CHyjo
\O (CHp)s
70° Ibuprofenat d’1-(bromometil)heptil
CH,
H,C
H3CYO
71° © Acetat de 2-bromooctil
/CHS
Br (CH2)5
_(CHp)g O
HsC
72° © Decanoat de 2-bromooctil
_CH
Br (CHy)s
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Taula 1 (cont.)

NUmero ESTRUCTURA QUiM ICA Nom
(0]
y /
73°¢ 0 Fhs Cinamat de 2-bromooctil
‘>*(CH2)5
Br
CH,
(0]
=
74° o Ibuprofenat de 2-bromooctil
e
H,C CH, Br (CH»)5
ch\fo
75°¢ © Acetal de 2-etoxioctil
_CH
HO (CH,)s
_(CHp)g 0
H,C
(e}
76 ° )OJ\ j\ Decanoat de 2-etoxioctil
_CH
(Hszs o (CH,)s
H,C
CH,
(0]
=
77¢ o Ibuprofenat de 2-hidroxioctil
j\ /CH3
H,C CH, HO (CHyp)s
Cl
g1a Acetat de 3-cloro-1-metilpropil
CHg
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
Cl
822 ﬁ Caprilat de 3-cloro-1-metilpropil
o™ <CH2)CGH3
Cl
833 f Ha Palmitat de 3-cloro-1-metilpropil
_CH;,
O/ (CH2)14
Cl
8414 ﬁ Esterat de 3-cloro-1-metilpropil
o] CHg
/CH3
07 (CHye
854 J)\ Acetat de 3-clorobutil
O
O)\CH:,.
862 J)\ Caprilat de 3-clorobutil
/
(CHz)e
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

872 J)\

_C
(CH2)14

Palmitat de 3-clorobutil

882 J)\

(0]

O)\(CHZ)HS

Estearat de 3-clorobutil

912

3-clorobutanol

4-cloro-2-butanol

=
f

932 Butirat de 3-cloro-1-metilpropil
O (CH2)14
Cl

942 ﬁ Caproat de 3-cloro-1-metilpropil
o/ (CH2)14
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

Cl

Laurat de 3-cloro-1-metilpropil

Cl
CH,
962

Butirat de 3-clorobutil

cl
CH,
972a

)‘\ /CH3
o (CHp)4

Caproat de 3-clorobutil

CH,
oga

)‘\ /CH3
o (CH2)14

Laurat de 3-clorobutil

O
102¢

Ciclohexanona

H,C
103 T CH,
O

2-butanona

) H3C\H/\/CH3
104
o)

2-pentanona

H,C
105¢ D gl e H

O

2-hexanona
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
0
d
106 H3C\)J\/\CH3 3-hexanona
CH,
107¢ H3C‘\_\<_/ 4-heptanona
o
HaC CHs
1084 \ﬂ/\/\/ 2-heptanona
0
0
109¢ Hk/\/c'43 3-heptanona
CH,
®
110¢ N ek, 2-octanona
CHa
HaC CHj
111¢ Y 4-metil-2-pentanona
O CHj
(@]
112¢ D/ ciclobutanona
0
113¢ (CH)11 2-dodecilciclobutanona
\CH3
(@]
11449 Eé ciclopentanona
O
115¢ Eéi 2-metilciclopentanona
CHs
(0]
116¢ Eé 3-metilciclopentanona
CHs
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Taula 1 (cont.)

356

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
(@]
1179 <:/§7 2-metilciclohexanona
CHsy
(0]
1184 <:/§ 3-metilciclohexanona
CHg
O
1199 é:g 4-metilciclohexanona
H3C
(o]
CHa
120¢ - 2-t-butilciclohexanona
3
CHa
(o]
1219 4-t-ciclohexanona
HsC
HsC CHs
(o]
122° <:/§70| 2-clorocilcohexanona
(0]
123¢ <:/§_© 2-fenilciclohexanona
H.C o)
1249 2,6-dimetilciclohexanona

(@]
T
%)
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
(@]
125¢ H304<;/§ 3,3,5-trimetilciclohexanona
HsC CHs
0
126¢ H3C 3,3,5,5-tetrametilciclohexanona
HaC
HsC CHs
(@]
127¢ 4<:/§_<CH3 mentona
HaC
CH,
CH,
1281 ulegona
HaC”~ “CHs
CHa
129¢ o CHs camfora
CHa
H.C CH,
130¢ W 2,4-pentandiona
O O
CH,
131¢ H3CWCH3 3-metil-2,4-pentandiona
O O
CH,
132¢ HSC%(CHS 3-etil-2,4-pentandiona
O O
Cl
1331 HSCWCHS 3-cloro-2,4-pentandiona
O O
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Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
CH, CH,
1344 W 3,5-heptandiona
(e} (e}
CH,
135¢ “3CW‘)\CH3 5-metil-2,4-hexandiona
(@] (@]
CH, CH,
136¢ H3CWCH3 2,6-dimetil-3,5-heptandiona
(o] (6]
CH, H,C
H,C CH,
137¢ W 2,2,6,6-tetrametil-3,5-heptandiona
H,C CH,
(@] (@]
1381 H3CW© Benzoil acetona
(@] (@]
O
139¢ H3C\OMCH3 2,4-dioxopentanoat de metil
O O
H.C CH,
o/
140¢ 4 2,4-dioxopentanoat d’etil
7\
(©) (0]
H,C (0] CH
3 ~ _ _
141¢ m 3,5-dioxohexanoat d’etil
(0] (0] (0]
(6] (6]
1429 | e o CH, |  4-acetil-5-oxohexanonat d’etil
He Yo
'~
143¢ \O$O 1,3-ciclopentandiona
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Annex |

Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
(0]
/
144¢ o\b,w 3-metil-1,2-ciclopentandiona
CH,
1454 O\S‘O 2-metil-1,3-ciclopentandiona
CH,
146 O\éo 2-etil-1,3-ciclopentandiona
(0]
o M
1479 CH, 3,4-dimetil-1,2-ciclopentandiona
CH,
O
o
148¢ CH, 3,5-dimetil-1,2-ciclopentandiona
H,C
O
d | o -
149 A 2-acetilciclopentanona
CH,
O
\ (oHy. O~ 6-(2-oxociclopentil)hexanoat
150¢ T detil
O
(6]
(6]
151¢ i% 1,2-ciclohexandiona
(0]
1521 di 1,3-ciclohexandiona
O
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Llista de Compostos

Taula 1 (cont.)

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
(@]
CH, .
1534 é; 2-metil-1,3-ciclohexandiona
(0]
(@]
15449 /é\ 5-metil-1,3-ciclohexandiona
H,C 0
(o]
1554 @—Cé 5-fenil-1,3-ciclohexandiona
(o]
(o]
156¢ 7@ 5,5-dimetil-1,3-ciclohexandiona
H,C o
H,C
(@] (@]
157¢ 1,3-difenil-1,3-propandiona
(@]
/
158 ¢ 1,3-dioxoindé
\
(@]
(@] (@]
159 ¢ CH, 2-acetil-1-tetralona
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Annex |

Taula 1 (cont.)

CH,

Numero | ESTRUCTURA QUIMICA Nom
© CH,
CH, .
160¢ | o™ " camforquinona

a: Caracteritzacio del producte per RMN de *H i **C i
HRMS (EI+)m/z
b: Caracteritzaci6 del producte per RMN de 'H i °C
¢: Estructura proposada
d: Producte comercial
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Llista de Compostos

Taula 2. Estructura quimica i nom dels liquids ionics

ESTRUCTURA QUIMICA Nom
/
N ,Q”C”3 [BMIM][N(TF)]

bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-
butil-3-metilimidazoli

[BMIM][BF,]

N
H,C tetrafluoroborat d’1-butil-3-metilimidazoli
BF,
@N* CH HMIM][N(T
L e [HMIM]IN(T):]
HC. bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-
O - 0 . Py s .
F AN F hexil-3-metilimidazoli
X &K
F 00 F
F F
//N;CH3 [HMIM][BF,]
H3CMN tetrafluoroborat d”1-hexil-3-metilimidazoli
BF,

[BM2IM][N(T)]

bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-
butil-2,3-dimetilimidazoli

H3C\/\/

[BM2IM][BF]

tetrafluoroborat d’1-butil-2,3-
dimetilimidazoli
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Annex |

Taula 2 (cont.)

ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

.
N—CH
N__// ’

[B2IM][BF4]

H3CW
BF, tetrafluoroborat d’1,2-dibutil -3-
metilimidazoli
H,C
CH3
= JJ [BDIM][BF,]
N= , .
o N -y _ tetrafluorob(_)rat_d 1-bL_Jt|I-3—
(CH2)11 BF, dodecilimidazoli

@ . [OMIM][BF4]
Y, N*—CHj3 )
N7/ tetrafluoroborat d’3-octil-1-
HsCWW BE. metilimidazoli
4
/ +
N e [OMIM][N(Tf),]

bis-(trifluorometilsulfonil)imidur de
3-octil-1-metilimidazoli

[BMPY]JIN(TT).]

bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-
butil-1-metilpirrolidini
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Llista de Compostos

Taula 2 (cont.)

ESTRUCTURA QUIMICA

Nom

CH,
Q\W

CH,

[BMPyY][BF]

tetrafluoroborat d’1-butil-1-metilpirrolidini

BF,
A
| [BPYI[IN(Tf)]
N 0 _ bis-(trifluorometilsulfonil)imidur d’1-
F \\S/N\S// F butiloiridini
N/ utilpiridini
F><F \0 0/ ?<F
CH,
 \ch, [BMIM][PF]
N/ . o
HC 7 hexafluorofosfat d’1-butil-3-metilimidazoli
PFq
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ANNEX I1.
ESPECTRES DE RMN DE 'H



ANNEX 11.1. ESPECTRES DE RMN de 'H DEL CAPITOL IlI

Acquisition Time (sec) _1.9980 [ Date Jun 23 2006 [ Date stamp Jun 23 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.23\HMTS0130_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROB
OT\06.Juny2006\auto_2006.06.23\HMTSO130_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1775.6123

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

%dissolvent: HMTSO

_CH
(H2C)14

~
0.84 221 8.11 0.16 3.65 2.70 25.67
S -

L A e L B e e T L LA e o B L e ) A e e A B i e
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 1. Espectre de RMN de "H de la reaccié de 1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en HMTSO.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 28 2007 ‘ Date Stamp Aug 28 4007
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\MIREIA\acetonaKBr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\MIREIA\acetonakBr_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H ‘ Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 ‘ Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 32.00 Solvent CHLOROFORM-d /
Spectrum Offset (Hz) 1771.7047 Sweep Width (Hz) 4001.60 ‘ Temperature (degree C) 25.000 f

dissolvent: Acetona

O

0.20 0.16 1.14 1.051.04 "5.09

= i el
L e e e L e o e e LA B e s L s L B s e e o e s T L e AN B e s
55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15

Chenmical Shift (ppm)

Figura 2. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en acetona.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Alig 28 2007 | Date Stamp Aug 28 A{h7
File Name \\Rmn2\dades_mercury 400\MIREIA\tbomekbr.fif\Rmn2\dades_mercury 400\MIREIA\tbmekbr
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1 ‘NumberufTransiems 512
Original Points Count 7995 Points Count 8192 ‘ Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 32.00 Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4(01.60 ‘ Temperature (degree C) 25.000
idissolvent: TBME |
(CHp)340
Hie” \f’
O _H
H 34
H CH3
? Br H
H | H
| CH,
Br
\ 32
! N
o CH2)14
CHg '
1.00 2.19 279 273237 3.32 31.51
= = e —
L L L L o B e T e o L AL A L L e B AL e e B R BRA
55 5.0 4.5 4.0 35 3 2.0 15

.0 25
Chemical Shift (ppm)

Figura 3. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en TBME.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Nov 10 2006 Date Stamp Nov 10 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.10\DMFKBr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\RO
BOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.10\DMFKBr_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 64

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 16.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1800.4095

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: DMF

CH,(CH,)CH,COOR

[,

i J

0.95 1.02 11.95 1.42

8.0 X x
Chemical Shift (ppm)

Figura 4. Espectre de RMN de 'H de la reaccié de I’ 1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en DMF.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Oct 30 2006 Date Stamp Oct 30 2006
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\10.Octubre2006\auto_2006.10.30_03\ACNKBr80_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\
ROBOT\10.0Octubre2006\auto_2006.10.30_03\ACNKBr80_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 64
Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 32.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) ~ 1800.4095
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: Acetonitril

(CH2)30
e

1.271.24

1.29
[ gy e | S
4.0 35

3.0 .
Chemical Shift (ppm)

3.94

2.0

15

1.0

NS

0.5

L T B e s o e o e L e e e e e A e e L L e e e LA e e e L B e e LA B e e e e B A
5
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Figura 5. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en acetonitril.



Acquisition Time (sec)

1.9980

Date

Jun 22 2006

Date Stamp

Jun 22 2006

File Name

\\Rmn2\dades_mercury_400\R;

OBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\butan100_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\RO}

OT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\butan100_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512
Original Points Count 7995 Points|Count 8192 Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 20.00 Solven, CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1800.4095
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
dissolvent: BUTANONA
o (H (:)/CH3
2C)14
c 33
3
cH)no o o
H
o ki o
b~ (H2C)s/ ~7 T (CHps
|7 H 5%
CH3
Qo

H,C \(

CHy

731 2.09 0.81 4.394.0
— = =
L B e e e e L s s B e e e e s e . e s o s e e B e s LA s s s e s e s
45 4.0 35 25

Figura 6. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en butanona.

.0
Chemical Shift (ppm)
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Acquisition Time (sec) 1.9980 \ Date Jun 22 2006 Date Stamp Jun 22 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\pentan100_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\RO
BOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\pentan100_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 12.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1800.4095

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: PENTANONA

02\?““2)14
CHs (CH2)30
2.
ch/\ﬁ
Qg / O H
H,C 36 1,
. CHg
i
H 34
v
4
v
3.05 1.16 3.22 2.79 2.49
I i
——— T e T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

Chemical Shift (ppm)

Figura 7. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en pentanona.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Sep 22 2006 Date Stamp Sep 22 2006
File Name \\Rmn2\dades_mercury 400\ROBOT\auto_2006.09.22_01\HEXAN130_01.fid\Rmn2\dades_mercury 400\ROBOT\auto_2006.09.22_01\HEXAN13Q Q1
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 64 Original Points Count| (7995
Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORNI-d
Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
dissolvent: Hexanona |
) fCHz)ia
' CHj3
(CH3)3,0
HaC™
/(CHZ)M O
H,C
) 4
g 4
0.73 0.56 1.00
— e
L L e A S S s e B S LA A B e o e i L L A e B e S S
5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

Figura 8. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en hexanona.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Jun 19 2006 Date Stamp Jun 19 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.19\hmdso4h1_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROBO
T\06.Juny2006\auto_2006.06.19\hmdso48h1_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 64

Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) ~ 2374.9788

Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: HMDSO

(CH)10
e \Zf‘

.2 .196.12 19.00
= [ —

B B e o A e o e B e e L L L e L o o o LA B o B B
55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15
Chemical Shift (ppm)

Figura 9. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en HMDSO.

o
s
o
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Jun 22 2006 Date Stamp Jun 22 2006 ‘ |
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\hedso120_01.fid\Rmn2\dades_mercury_100\ROBOT\06.Juny2006\auto_|2006.06.21_01} s0120_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512 Original Pointg Count 799
Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 16.00 Solvent CH OFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
dissolvent: HEDSO
HO_ H
H 35
H CH3
O !
02\?‘*‘2)14
CH3
/(CHZ)M o / _ACHp)30
H.C 36 | 3C \fg
34
/I\ | _CH,
O/ (,CHQ)T‘A
7
14
215 0.64 1.00
[
—,——— T T T T T T T T T T T T T
4.5 4.0 35 25 2.0 15 1.0 0.5

.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 10. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en HEDSO.
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Jun 22 2006

dissolvent: HoMTSO

HO_ i
H
4 35
CHy
o
o
_CHs
o (H2C)14
| w b ow T
~c o o

H2)120
H

J&T/O\T)QH ~CHs
(H2C)s~ ~ (CHp)s
H H
CHy)0
P H3C/( \%
g - 34

e O _H
- H
7 H CHg
e [0}
T
u

Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Jun 22 2006 ‘ Date Stamp

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\hpmtso150_01.fid\Rmn2\dades_mercury JJO0\RO
BOT\06.Juny2006\auto_2006.06.21_01\hpmtso150_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1775.1239

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

450 0.92 0.78 1.61
— = ] [
L e e T e o e e L o e e e o L e e e L L e e e e B e e B B e LA B B e e e e o
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 11. Espectre de RMN de "H de 1a reaccié de 1’1,2-octandiol, I’acid palmitic, KBr, I, en HpMTSO.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Apr 26 2006 Date Stamp Apr 26 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\hmimntf2kbr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROB
OT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\hmimntf2kbr_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 16

Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 2400.5447

Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: HMIM N(Tf),

/ (CH2)340
Y, ch/\f"
O _H / O H
H H 34
CH, H
" .
0.31 041 0.19 2.08 2.00 8.65
. — [y | — [a—
T L e e e A e e e L e e B e T L e e B e e e L A B e e e o LA A e e B B e e A NELANL A o e o
5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 12. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I en [HMIM][N(Tf),].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Apr 26 2006 Date Stamp Apr 26 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\omimntf2akbr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROB
OT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\omimntf2akbr_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 8

Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz)  2400.5447

Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: OMIM N(Tf),

0.24 0.39 0.12 1.44
e

7.00

=
L L e e B e L e o e L e e LA A e B L e e L L e e e e T L e O I
5.0 45 4.0 35 3.0

T
X 25 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

0.5

Figura 13. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [OMIM][N(T1),].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Apr 26 2006

Date Stamp Apr 26 2006
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\bm2imntf2kbr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROB
OT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\bm2imntf2kbr_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 2400.5447
Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: BM,IM N(Tf),

. /(CQ%,O
3

p 35
H\/\/\/CH3
(o]

¢} ECHz)u
CH

3

0.10 0.41 0.45 0.38 2.40
[

[ gy e
e L B s s L B e o LN e e e e s e L B e s e

5.0 4.5 4.0 35

3.0 25 20 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 14. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BM,IM][N(Tf)]

380



Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Apr 26 2006 Date Stamp Apr 26 2006 |

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\04.AbriI2006\auto_2006.04.26_03\bpyntf2akbr_01.fid\Rmn2\dades_mercuw_f00\R
OBOT\04.Abril2006\auto_2006.04.26_03\bpyntf2akbr_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 8 [

Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul }

Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 2400.5447 f

Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: BPy N(Tf),

H CHg

_okH CHg
[e)
|
H

U"Ah“n e " oV

281 525 1.79 12.56 79.14
—_——T———T 7T T T[T T T T[T
45 4.0 3.0 25 2.0 15

Chemical Shift (ppm)

Figura 15. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BPy][N(T),].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Apr 26 2006 Date Stamp Apr 26 2006
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\bmpyntf2bkbr_01.fid\Rmn2\dades_mercury_400\ROB
OT\04.Abril2006\auto_2006.04.26\bmpyntf2bkbr_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 16
Original Points Count 12791 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 20.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 2400.5447
Sweep Width (Hz) 6402.05 Temperature (degree C) 25.000
dissolvent: BMPy N(Tf o
issolvent: y N(Tf), 0 (H20)14
HaC J\
Schno - 38 oo
H
(H o H _KH  cH,
HO_ _ H (H2C)s / / (CHp)s
H |/ H H
n 35 CHy /
CHg

1.03 2.09 0.25 0.72 7.73 35.28
[ [

[E—
——— T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 16. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BMPy][N(Tf),].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date Nov 24 2006 ‘ Date Stamp bv 24 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\omimBF4Va_01.fid\Rmn2\dades_mercury_4
00\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\omimBF4Va_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 2

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence 2pul

Receiver Gain 38.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 774.1471

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: OMIM BF,

14
4.21

0.04 0.21 0.74
[ [
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Figura 17. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [OMIM][BF,].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date Nov 24 2006 Date Stamp NV 24 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24\bm2imBF4b_01.fid\Rmn2\dafles_mercury_400\
ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24\bm2imBF4b_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 5.

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence S.

Receiver Gain 38.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: BM,IM BF,

. /(ci%go
3

CH3

. et

1.80 1.61 31.12
= =

5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 18. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BM,IM][BE.].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Nov 24 2006 Date Stamp Nov 24 2006

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bhimBF4a_01.fid\Rmn2\dades_mercury_40
0\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bhimBF4a_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 38.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1774.1471

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: HMIM BF,

. /(CQ%,,O
3

0.

I—O

—
25 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 19. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [HMIM][BF,].
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Acquisition Time (sec)

1.9980

Date Nov 24 2006 Date Stamp Nov 24 2006

File Name

\\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bdimBF4a_01.fid\Rmn2\dades_mercury_40
0\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bdimBF4a_01

512

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pu
Receiver Gain 38.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1774}1471
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: BDIM BF, |

(CH,)3,0
e

O _H
H 34
H CHj
o]
|
H

]

— T
25
Chemical Shift (ppm)

Figura 20. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BDIM][BF,].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date Nov 24 2006 ‘ Date Stamp Nov 24 1006
File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\dbimBF4a_01.fid\Rmn2\dades | mercury_40
0\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24 04\dbimBF4a_01
Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512
Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul
Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1800.4095
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
i dissolvent: B,IM BF, |
0.31 0.53 3.93
[E—
—— T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 25

Chémical Shift (ppm)

Figura 21. Espectre de RMN de 'H de la reaccio6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BoIM][BF,4].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Nov 24 2006 Date Stamp Nov 24 2()06

File Name \\Rmn2\dades_mercury_400\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bmPyBF4a_01.fid\Rmn2\dades |mercury_40
0\ROBOT\11.Novembre2006\auto_2006.11.24_04\bmPyBF4a_01

Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H Number of Transients 512

Original Points Count 7995 Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul

Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz) 1774.1471

Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

dissolvent: BMPy BF,
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o chy., )
022 033 0.16 1.39 5.00 "
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4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Figura 22. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid palmitic, KBr, I, en [BMPy][BF,].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 23 2007 Date Stamp Aug 23 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.23\1b_Ac_Aceti+1_2_octandiol_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 39.00 Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 23. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’1,2-octandiol, 1’acid acétic, KBr en [BMIM][PFg].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 23 2007 Date Stamp Aug 23 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.23\3b_Ac_Decanoic+1_2_octandiol_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 32.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 24. Espectre de RMN de 'H de la reaccié de 1’1,2-octandiol, 1’acid decanoic, KBr en [BMIM][PF;].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 23 2007 Date Stamp Aug 23 2007

File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.23\4a_Ac_Benzoic+1_2_octandiol_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 39.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1771.2163 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000

lacid:
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Figura 25. Espectre de RMN de 'H de la reaccio6 de 1 1,2-octandiol, 1’acid benzoic, KBr en [BMIM][PFq].

391



Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 23 2007 Date Stamp Aug 23 2007

File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.23\2b_Ac_Cinnamic+1_2_octandiol_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 65536
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 38.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1771.2163 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 26. Espectre de RMN de 'H de la reaccio6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid cinamic, KBr en [BMIM][PF].

392




Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 22 2007 Date Stamp Aug 22 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.22\6a__|buprofen+1_2_octandiol_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 27. Espectre de RMN de 'H de la reaccio de 1’ 1,2-octandiol, I’ibuprofé, KBr en [BMIM][PF].
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Acquisition Time (sec) 1.9980

Date

Aug 30 2007

Date Stamp

Aug 30 2007

File Name

C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.30\Ac_palmitic+KCl|_1_01

Frequency (MHz)

400.09

Nucleus

1H

Number of Transients

32

Original Points Count

7995

Points Count

8192

Pulse Sequence

s2pul

Receiver Gain

30.00

Solvent

CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz)

1800.4095

Sweep Width (Hz)

4001.60

Temperature (degree C) 25.000
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Figura 28. Espectre de RMN de 1H de la reaccid de 1’1,2-octandiol, 1’acid pamitic, KC1 en [BMIM][PF].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date Aug 31 2007 ‘ Date Stamp Aug 31 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.31\Ac_Palmitic+KI_1_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 30.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 29. Espectre de RMN de 'H de la reacci6 de 1’1,2-octandiol, 1’acid pamitic, KI en [BMIM][PFg].
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Aug 31 2007 Date Stamp Aug 31 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\08.Agost2007\auto_2007.08.31\Ac_Palmitic+KF_2_01 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 32 Original Points Count 7995 Points Count 65536
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 36.00 Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000 ‘
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Figura 30. Espectre de RMN de 'H de la reaccio6 de 1’ 1,2-octandiol, 1’acid pamitic, KF en [BMIM][PF].
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ANNEX 11.2.- ESPECTRES DE RMN DE 'H DEL CAPITOL IV

Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date Jun 22007 ‘ Date Stamp Jun 22007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\HIDROLISIS_Maig2007\auto_2007.06.01_01\CLES8LiptbA_04 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 64 ‘Orlglnal Points Count 7995 Points Count 65536
Pulse Sequence s2pul Solvent CHLOROFORM-d Spectrum Offset (Hz)  1800.4095
Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
_|cLESLiptbA_04
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Figura 31. Hidrolisi del palmitat d’a,B-clorooctil amb Lipozyme en t-butanol durant 24h.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 ‘ Date May 25 2007 ‘ Date Stamp May 25 2007
File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\HIDROLISIS_Maig2007\bre8lipb_omim_02 Frequency (MHz) 400.09 Nucleus 1H
Number of Transients 64 ‘ Original Points Count 7995 ‘ Points Count 8192 Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 20.00
Solvent CHLOROFORM-d ‘ Spectrum Offset (Hz) 1800.4095 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 32. Hidrolisi del palmitat d’a,B-bromooctil amb Lipozyme en [OMIM][BF,] durant 3h.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 [ Date Jun 252007 | Date Stamp Jun 25 2007
File Name C:MIREIA\ESPECTRES RMN\06.Juny2007\auto_2007.06.25\Cle8bmimPF6Ca3h_02 Frequency (MHz) 400.09
Nucleus 1H Number of Transients 64 Original Points Count 7995 Points Count 8192
Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 30.00 Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz)  1770.7278 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 33. Hidrolisi del palmitat d’a,-clorooctil amb Novozyme en [BMIM][PF¢] durant 3h.
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Acquisition Time (sec) 1.9980 Date Jun 25 2007 Date Stamp Jun 25 2007

File Name C:\MIREIA\ESPECTRES RMN\06.Juny2007\auto_2007.06.25\Bre8bmimPF6Ca3hA 01 Frequency (MHz) 400.09

Nucleus 1H Number of Transients 64 Original Points Count 7995 Points Count 8192

Pulse Sequence s2pul Receiver Gain 26.00 Solvent CHLOROFORM-d

Spectrum Offset (Hz) 1771.2163 Sweep Width (Hz) 4001.60 Temperature (degree C) 25.000
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Figura 34. Hidrolisi del palmitat d’a,-bromoooctil amb Novozyme en [BMIM][PF;] durant 3h.
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FE D’ERRATES

o
£

Pagina 43, linea 24
=  Ondiu “0,2 mmols”, ha de dir “2,0 mmols”
Pagina 44-45
On diu “Na,SO, anhidre (0,02 mmols)”, ha de dir “Na,SO,4 anhidre (0,2 mmols)”
Pagina 69, linea 12
=  Ondiu “14,4 mols”, ha de dir “1,44 mols”

Pagina 115, Figura 37, compost 21
HsC

= Ondiu=HC > ha de dir “Ho o

Pagina 294, linea 13
= Ondiu “pentandiona”, ha de dir “pentanona”
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