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INTRODUCCION

La Quimica Orgdnica preparativa ha ido evolucionando progresivamente, a
través de Ja historia, se han logrado aportaciones significativas para los
procesos quimicos. Uno de los resultados de dicha evolucion es el proceso de
brotransformacidn, el cual es una metodologia limpia y econémica, de gran
aplicacion en diversas areas como son {as de alimentos, agricultura, farmacia y
en un sin numero de reactiones.

La biotransformacian es un proceso que consiste en la transformacion de un
reactivo quimico, denominado sustrato, a un producto mediante el uso de
biocatalizadores los cuales pueden ser microorganismos, enzimas o ceélulas
completas como levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae), es de las mas
utilizadas para llevar a cabo un gran numero de reacciones, como de reduccion
de dobles entaces C=C,C=0 y C=N, de oxidaciones e hidrélisis, abriendo una
perspectiva para realizar sintesis asimaéuivd y pare 6} Jasaivolic <o prececos
Industriales mediante biocatalisis.

Considerando fo anterior, los nitroalquenas huredan ser empleados como
modelo de estudio para realizar una biotransformacion, gracias a que
estructuralmente son isoelectronicamente similares a los carboxilatos o - no
salturados.

Hoy en dfa existen diferentes rutas de sintesis para estos compuestos gracias
a 1a facilidad de interconvettirse dada la propiedad de doble reactividad que les
permile formar enfaces C-C.

E! objetivo de este lrabajo es de conjuntar ambas dreas para lograr plantear un
modelo de estudio esle es el caso de la preparacion y biotransformacion del
(2)-3-nitro-2,3-difenilpropenaonitrilo 111 (pag 52) empleando como
biocatalizador Saccharomyces cerevisiae, esperando que el esludio sirva
para iniciar nuevas rutas de sintesis por metodologias mas limpias. Para
ayudar con esto a Ia proteccion del medio ambiente.



I1.-ANTECEDENTES GENERALES

En la actualidad la humanidad enfrenta graves problemas de contaminacion
ambiental provocadas por diversas fuentes generadoras de produclos (dxicos
que son subproductos de procesos quimicos, por tal molivo surge fa inquietud
de suslituir dichos procesos por otras que ofrezcan ser no generadorgs de
sustancias nocivas para la salud, que scan metodologias aceesibles y
economicas. En base a esta ambiciosa idea es posible que dicha suslitucion
pueda ser realizada por un proceso de biotransformacion

Actualmente se han logrado grandes avances, gracias al impaclo causado en
las ultimas decadas aunque su estudio se inicid muchos afios atras, siendo
uno de los iniciadores Luis Pasteur en 1862.(18) mediante la oxidacion del
alcohol a dcido acético usando un cultivo purn de Bacterium xylinum,y
haciendo una investigacién mas amplia sobre la oxidacion de la glucosa a
acido glucénico con acetobacter. Posteriormente Dumas en 1874,(19) reporta
el poder reductor de las levaduras Saccharomyces cerevisiae ilusirandolo
con la reduccién de furfural a alcohol furfurilico bajo condiciones anaerobias
efectuando la fermentacion con levaduras vivas, lo cual le da crédita como el
primero en escribir en 1a literatura sobre la bicreduccion.

En base a esto MacLeod (20) y Hub en 1898 (21) después de prabar el estudio
de la reduccidn de furfural para oblener el alcohol correspondienle, consiguen
extender las aplicaciones de las levaduras de pan, para el caso de reduccion
de cetonas con varios sustituyentes ( Me, Et, n-propilo,n-butilo) produciendo asi
alceholes secundarios.

Gracias al avance alcanzado a finales de 1898 se logrd reducir compuestos
insaturados con levadura de pan. Reaccidén 1

Ry
r i
—_X + XMW h:‘mdumd\:>
Ry an Ry XH

i (4}
REACCION 1

Consiguiendo la hidrogenacidn det sustralo para producir compuestos
saturades , raanteniendo la R{y R 2 sin reducir. Eslos resultados sirvieron
como aportaciones Imporlantes para el progreso de la biotransformacion.
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Tomando en cuenta lo conseguido anteriormente surge en esa época un
investigador innovador,Chaleff que en el afo 1988(22) promovio el proyecto
entre investigadores y companias que se interesaran en esta idea para poder
realizar un estudio a fondo, manteniendo presente los beneficios que se
podrian tener en el futuro. Siendo algunos de estos, la resolucion de mezclas
racémicas, selectividad en la conversion de grupos funcionales que tuvieran la
misma reactividad, introduccién de centros quirales y funcionalizacion de los
centros no activos del atomo de carbono, con el logro de esto se podrian
encontrar un gran campo de aplicacion en las dreas de alimenlos,
agricultura,farmacia y de reacciones organicas.

Pero quien realmente aporta datos sobre el procedimiento experimental es
Yamada y coolaboradores (23), que son los que marcan las diferencias entre el
medio de fermentacion y la biotransformaciaon, considerando lodas las
variables posibles de modificar para obtener los productos deseados.

Este grupo describe los diferentes medios que pueden emntearse nara llevar a
cabo la bioconversion, alguno de ellos cultivos puros de microorganismos,
enzimas aisladas y purificadas 6 células completas de Saccharomyces
cerevisiae, de acuerdo al sustrato que se desea bioconvertir asi tambien
aclaran las condiciones experimentales adecuadas para lograr un buen
rendimiento.

Dichas condiciones son: pH, temperatura, tiempo, concentracidn del sustrato
con respecto al biocatalizador, fuente de energia,disolvente adecuado, medio
de inmovilizacién de céluias y una Infinidad de variantes que se realizan a las
reacciones.

Mucho se ha publicado,sin embargo el empleo de céluias completas se
convertia en una de las mejores expectativas de uso, resultan de facil
operacidn y econdmicas,se localizan en el mercado faciimente. Pero las
desvenlajas que presentan son el tiempo de biotransformacion, la operacion se
realiza a escala en el laboratorio a condiciones estériles, ademés de una dificil
labor de separacién de la biomasa.



Al contrario de las enzimas aisladas en las cuales las reacciones son mas

limpias para separar.

Por tal motivo la biotransformacion se convirtio en una area de facil empleo, y de
un gran campo de aplicacion. En el esquema | se muestran las posibles
interacciones del sustrato-biocatalizador , asi como las variables que inftuyen.

[TIMOTRANSEORMACION TDEAT )

L4 susteato par ser
ideal debe de ser

lSquhlc en el meshio url ——

Sea capaz de aras ezar]
i membrana celulir
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ESQUEMA 1
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Pero eslo no es nada mas que el principio basico de algunas reacciones que
se efeculan exclusivamente con levaduras de pan Inlactas y las cuales se
pueden emplear en diferentes medlos de fermentacion,

Actualmente existen revisiones de experimentos realizados con las mismas y
se clasifican de acuerdo al grupo funcional biotransformado.



ILA.-BIOREDUCCION DE CARBONILOS

Las levaduras de pan Saccharomyces cerevisiae fueron empleadas
principalmente en la reduccion de grupos carbonilos, por tal motivo fueron los
experimentos mas completos y estudiados. Pero en este caso la levadura de
pan, se aprovecha como catalizador para la reduccion de un sustrato, el cual es
un aldehido & cetona, empleando como fuente de energia glucosa en un media
acuoso, generalmente a8 un pH neutro, o entre 5-8, consiguiendo una
enantioselectividad en reducciones, sin embargo cuando ¢f proceso no es asi,
con simples modificaciones de las condiciones experimentales ( siendo estos
algunos parametros que influyen en el curso de la biotransfcrmacion pH
naturaleza de los nutrientes, concentracion de sustrato, temperatura tiempo,
aplicacion de un inhibidor enzimatico etc. ), los cuales influyen sobre la
estereoquimica del producto, por otra parie el uso de un medio organico,
agregar otros compuestos, o cambio de la fuente de energia puede ayudar, asi
como las técnicas de inmovilizacion en agua o en disolvente organico o
encerrado en tubo de dialisis puede servir para el misme fip. Tradicinnalmente
las levaduras de pan se emplean para reducir grupos carbonilos substituidos
al correspondiente grupo hidroxi. Reaccién 2

(o] Ol H

“, Yy,

pan

REACCION 2

Se consiguié que la enzima distinguiera entre la cara re y si para el sistema r
produciendo compuestos quirales que conservan la configuraciéon lo cual le
daba el reconacimiento de ser estereoespecificas. Existen otras reducciones
de este tipo como es el caso de las cicloalcanonas, donde son numerosos los
reportes descritos para la reduccion de esteroides, en algunos casos se
consigue productos con centros quirales en un rendimiento del 40 (%).
Reaccién 3.
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REACCION 3

(‘Il

Con esto se descubre que la estereoquimica depende de la presencia de
deshidrogenasas con lo que sigue la llamada regla de Prelog. Las excepciones
de esta regla se deben a la presencia de deshidrogenasas competitivas con
diferentes requerimientos estequiomeélricos.

REDUCCION DE ALDEHIDOS ..} INSATURADOS

Las levaduras de pan son capaces de reducir a dobles enlaces aclivados y
otros grupos funcionales, algunos informes han sido publicados de
biotransformaciones con levadura de pan para reducciones de C=0 en
aldehidos «,p-insaturados, obteniendo como resultade resoluciones
racémicas acompafadas por caras estereoheterotdpicas. Reaccion 4

~ ~
~ < OMe Mevadurade
cHo S oMe OMa

< | ~ CH,OH ~ i N CHOH
~ - ~ -

(¢)-1 200, 0%

(§) (6) (?)
REACCION 4



REDUCCION DE }-CETOESTERES

Las levaduras de pan, fueron utilizadas para reducir jj-cetoesteres{30)
representando en este caso a una cetona proquiral, las cuales son usualmente
biorreducidas con glucosa & sacarosa empleando esta como fuente de
energia, en medio acuoso con etanol en condiciones aerobias. llustrandalo con
la biorreduccion de acetoacelato de etilo ( 8 ) obteniendo como producto un
alcohol secundario quiral ( 9 ). Ver Reaccion 5.

Resultando uno de los grandes avances para ser empleados a nivet industrial

Q
\/COOE( Levadura de pan " on
::;UH + COoEt
) :
]

REACCION §

Estas biotransformaciones con levaduras de pan se han realizado tambien por
inmovilizacion fisica 6 absarcidn quimica, los cuales consisten en mecanismos
de absorcion en la superficie entre la materia insoluble y agua, empleando
como soporte sdlido un oxido de metal, celulosa DEAE (dietitaminoetil) 6 resina
de intercambio ignico.

Pero en conclusidén se reconoce que el efecto de reducir es gracias a la
presencia de las deshidrogenasas presentes en la celuta, pero aun no se sabe
cuales de ellas puedan ser

11.B.-BIOREDUCION DE DOBLE ENLACES CARBON-CARBON.

El uso de levaduras de pan en la reduccién de dobles enlace carbon carbon fué
empleada por primera vez en 1930 por Fischer, quien examind la reaccion con
acido cinnamilico y crotlico (44),

Como consecuencia de esto a mediados de 1270 resurje el interes del arupo
de Fuganti, en demostrar dei progreso de la eslereoquimica empleando esta
técnica (25), Reaccion 6
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REACCION 6

En esta bioreduccion se observa la regioselectividad de las levaduras de pan
asi como su estereoespecificidad, contribuyendo con esto a la sintesis quimica
de productos quirales.

11.C.- BIOREDUCCION DE NITROALQUENOS

Los reportes encontrados anteriormente sobre la reduccion de cetonas, f3-
cetoesteres y dobles enlaces carbon-carbon, fueron utilizados como gulas de
estudio para posteriores reducciones de quinanas(27}, hidroxilaminas(28} y
oximas.

Pero fué en los afios 80's cuando con la habilidad de las levaduras se
redujeron grupos nitro en anillos aromdaticos a anilinas(29), consiguiendo una
reduccion regioselectiva. Reaccion 7

NO, X NH, X NO;
levadura
de +
pan
NO, NO, NH,
(5 (160} (17}
REACCION 7



En base a resultados conseguidos en la reduccion de grupos nitra y en doble
enlace carbon-carbon. Se esperaba que la bioconversion de los nitroalquenos
nos podria dar una diversidad de productos como aminas 6 nitroalcanos.

Sin embargo los experimentos realizados recienlemente con eslos
compuestos nos han proporcinnado nitroalcanos que son intermediarios
importantes para sintesis de bloques de construccion, ademas de la obtencion
de nitrocompuesios quirales que pueden tener actividad antibidlica, asi como
precursores de farmacaos.

Existen actualmente resullados de dichos expenmentos. Uno de ellos es la
hidrogenacion del 2-!em|-1-mtropropeno(’) el cual fué realizado bajo una
relacion de sustrato / biocatalizador fuente de carbono (glucosa) y agua de 1:
100 1:50 y 1500 y un tiempo de biotransformacion de 48 hrs de esle
experimento se obtuvo el 1-nitro-2- fenil. propano. Reaccion 8

R H R CHONOY,
\l' (‘f/ tevadur de M N/
BN /( Y

i hish CHy
H
(18) (19)

R=0 (50% ), p-NO2-6(50% ).
REACCION 8

Este fué el primer modelo de estudio, hidrogenado par el método enzimatico,
existiendo también algunos otros microorganismos que son efeclivos para
hidrogenarlos asimétricamente.

Los productos asi obtenidos nos demuestran que solo reaccionaba uno de los
2 grupos funcionales exclusivamente, por lo cuil era una reaccién
quimioselectiva.

Para observar el comportamiento y la quimioselectividad de las levaduras de
pan en el mismo sistema para diferentes R se modificaron parametros de
pH, temperatura, fuente de carbono, concentracion del bipcatalizador asi como
el tiempo de biotransformacion.

Un trabajo arnplio elaborado por Naoki Kobayashi y Kazuhiko Qzaki en el ano
de 1988 fue considerado completo por realizar modificaciones al sistema 1-
nilro-1-algueno con diferentes sustituyentes, bajo las mismas condiciones
variando unicamente el pH de 5-8, de esto se logré una reduccion
enantioselectiva de! 1-nitro-1-algueno. Reacciéon 9

9
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REACCION9
En el afio de 1994 el grupo de Takeshita, Yoshida y Kahnol!), describen la
reduccion quimioselectiva con levaduras de pan para nitroalquenos aromaticos
con varios sustituyentes como Br, Cl'y CN, bajo condiciones experimentales de
temperatura de 31-33 C por un intervalo de 72-74 hrs de tiempo de
biotransformacion, obteniendo los nitroalcanos correspondientes. Reaccion 10
NO, N0,

R K2

2
(22) 21
Ry=H.CHO,CH3 OHLCNBr.Ct

Ry=H,CHYOCHLON. Br
Ry=HCIHOCHBrCL

REACCION 10
Lo anterior, impulsé al mismo grupo de investigadores a realizarlo para
nitroalquenos con otros sustituyentes en la doble ligadura, siendo uno de estos
el metilo, obteniendo asi al nitroalcano correspondiente. Reaccidon 11

NGy NGO,

ch,
g de pan

Ch3

(24) (25)

Ry= H,CH;0,0H,CNHCL
Ry= H,CH0,CH; CN.CILBr.
Ry= H,CH,,ClBr.

REACCION 11
10



Et mismo ano se demostro el poae: pgnmioselectivo de las levaduras de pan
para el caso de la reduccion del (E)-nitrofenil-nitroalgueno, en la cual se obtuvo
una mezcla de 2 productos 27 y 28.

En este trabajo la reduccion exclusivamente de la doble ligadura en ambos
productos ast coma la reduccion del grupo nitro del aromatico en uno de ellos
nos ayudd a entender el poder reductor de las levaduras de pan.asi como
tambien el poder de quimiaselectividad para grupos funcionales.
Considerando que en algunos casos depende del tipo de R que tenga
sustituido como se observa en la tabla 1. Reaccion 12

NO, NO: _A,
. /:< Losaduad paii . u/\/"‘ \R (\ it
(o 2 [
N, NO; N
126 (27 (2R}
R=H.CH;
REACCION 12
Tabla 1 reduccién del E-nitrafenil nitro alqueno con levaduras de an
Compuesto| Fenil R | Temp.| Tiempo Repndimiento Rendimiento
<) (h) (%) (%)
27 28
1 4NOz | H | 33 72 | 44 5
2 3NO2 | H | 33 70 | 42 0
3 2-NO2 | H 33 72 65
4 4-NO2 | CH3 33 72 24 61
5 3NO2 | CH3 | 33 72 10 28
6 2-NO2 | CH3 | 33 52 | 24 16

Analizando los resultados de |a tabla 1, se encontrdé que existen dos casos en
el que no se obtiene el compuesto 28 en ambos, el otro suslituyente que se
encuentra en la doble ligadura es H y en el anillo aromatico se tiene en la
posiciones orto , meta el grupo NO2 .esto nos demuestra que entre mas carca
esten los grupos NO2 no existe posibilidad de bioconvertir 8 10s que estan
sustituidos en el anillo aromdtico, por lo cuaf convierte a la blorreducidn en
regiosetdcliva, su observa lo estereoquimica do lc mélecita donde el R=H no
prasenta mayor impedimento esterico, ayudando asl a la obtencién de un sofo
producto.
It
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Sin embargo cuando se encuentra en posiciones orto. meta y para el grupo
NOz y la R=CH3 (14) ia biohidrogenacién se efectia con pocas posibilidades
de conseguir un solo producto, esto se debe al impedimento estérico que
presenta el metilo para hidrogenar C=C, por que es muy voluminoso, lo cual
favorece a que la reduccion se efeclie en el anillo  y tambien en el nitroalqueno
pero en menor cantidad, por 10 tanto se convierte en regioselectiva pero para 1a
oblencion de 28.

Pero esto marco, e camino para la ampliacion de la reduccion enzimalica para
llegar hasta la biohidrogenacion de nitroalquenos hetercaromaticos variando
las condiciones experimentales en el tiempo de biotransformacion un rango de
72-109 hrs con levaduras de pan. En dicha biohidrogenacién la selectividad de
reducir dobles enlaces C=C, sin alterar la estructura del heteroaromatico para
dar su respectivo nitroalcano convierliendo esto en el esludio mas recienle que
se tenga realizado para bioconvertir a través de levaduras de pan nitroalquenos
obteniendo asi resuilados importantes para la quimica orgz’mica““).

Reaccion 13

NOy NOy
==X Lovadundepan < )
A R Ar R
(2 L 30
R=H.CHy.
Arz 3-indol,n-fenil-3-indol, 3-piridit.
REACCION 13

Exislen otras reducciones para estos sistemas nitrados cuando se tiene un
heterodtomo con diferentes sustituyentes en el mismo, Incluso grupos
activantes como el caso del Br logrando biohidrogenar exclusivamente la doble
ligadura y con rendimientos que superan a los primeros estudios realizados,
todo esto resulta alentador para la investigacion en este area porque ademas
que se encuentran buenos resultados, se pueden encontrar mejores
condiciones y seguir incrementando los avances, para el bien de la industria
farmacedtica, debido a que la mayoria son precursores de farmacos(14),
Reaccion 14
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X=S.0NCHy
R®y=HRy
Ra= HOH,

REACCION 14

Los resultados obtenidos de nitroalquenos fueron comprobados por puntos de
fusion en su caso y por conslantes espectioscopicas de RMN IR y MASAS (14),
Todos estos informes me permilieron llegar a varias conclusiones en la
obtencion de nitroalcanos.

1) Tamano de la R que se encuenira sustiluida, asi como su posicion.

2) Reactividad de los grupos funcionales sustituidos

3)Medio de reaccion y tiempo de biotransformacion.  Eslos son
los faclores importantes para que realice una biohidrogenacion
quimioselectiva,estereoselectiva 6 regiosaloctiva

Las cuales nos fueron de suma Utilidad para llevar a cabo los objetivos
propuestos,



[11.- PREPARACION DE NITROALQUENOS

En Ia historia de 1a Quimica Organica, los nitroalquenos son compuestos que
se han caracterizado por tener un gran campo de aplicacion en diversas areas,
pero es a recientes fechas que han cobrado importancia, y esto es gracias a las
vias de sintesis que se han desarrollado para obtenerlos, asi como |a
versatilidad que en sintesis organica poseen, basados estos en la propiedad
de doble reactividad que presentan que ies permite formar enlaces C-C.
Actualmente los nitroalquenos reaccionan con una variedad de nucledfilos, y su
caracter de deficiencia de electron representa el poder dc diendfilos en
reacciones de Diels-Alders. Adicionalmente los {J-nitroestirenos tienen
fundamentalmente una aplicacion reciente en la sintesis de 3-nitronromenos,3-
cramanonaoximas,3-nitrocramanos,3-aminocromanos hidroxiaminocromanos
y otras sistemas heteraciclicos.

Lo antes mencianado, fue delerminante para fa aportacién de nuevas rutas de
sintesis para nitroalquenos que nos garanticen buenas rendimientos y el
producta deseado.Por tal molivo seran descritas las mas impaortantes y
dtilizadas para la obtencién de los mismos.

IILA.-METODOS DE OBTENCION DE NITROALQUENOS

1.- Partiendo de compuestos carbonilicos

Para la preparacién de nitroalquenas una de las rutas clasicas utilizadas es la
condensacion aldalica, la cual parte de un aldehido 4 cetona ( 33 ) y un
nitroalcano que pasea un hidrdgeno « ( 34 ), para que pesteriormente se
caombine el carbono « de la primera can el carbano ligado al nitra de la
segunda, siendo catalizada por una base débil { carbonato,bicarbonatos,
hidréxida de potasio,calcio y sadio en solucion acuosa, etéxides oe aluminio 6
maghesio, asi coma bases argdnicas aminas primarias ¢ acetalo de amanio )
para formar asi el P-nitroalcahal ( 35 ), que posteriarmente es deshidratado con
agentes camo: cloruro de sulfonilmetano,anhidrido naftalico,
decliclohexilcarbodiimida {DCC), cloruro de plvaloilo y una variedad de soportes
solidos como alumina, para conseguir finalmente la formacién del nitroalqueno
(36 ). Reaccién 15
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REACCION 15

Después de observar las materias fundamentales Dampawan y Zajac asi como
sus colaboradores proponen al [i-nitroalcohol como un intermediario en el
método descrito anteriormente, el cual sufre una eliminacién de H20, con uno
de los agentes nitrantes antes mencionados siguiendo el siguiente
mecanismo. Reaccion 16

M-I—I-u L Y ._l._( L u....l 7
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o
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REACCION 16
2.- Partiendo de aldehldo aromatico 6 heterociclicos.

Schales y Graefe(31), describen otra técnica de sintesis para nirometano y
nitroetano para cuando su R sea un aromatico o heterocliclico. En este caso se
parte de un aldehido con su respectiva R { 37 ), adicionando posteriormente el
nitroetano o nitrometano segun sea el caso ( 38 ), catalizados con metilamina,
acetalo de amonio (CH3COONH4). Nola es importante elegir bien la base asi
como la cantidad exacla que se empleara debido a que cada una de estas

bases dan un producto diferente. Reaccién 17
SOACA

RC&= N
138

R-CHO +  ColkeNO,

(37) (3 R"‘C""f’c"‘

NHOACACOL

NO,
40
REACCION 17

I's



3.- Mediante una reaccion de condensacion

Barton y colaboradores(32), mediante una reaccion de condensacdn de un acil-
cetona, en presencia de un alifatico y un nitrometano para sar catalizados por
etilendiamina, obteniendo un rendiniento det 95%.

Basandose ¢n el resultado se sugind que se debia a que la  etlendiamina
faciiita la transferencia del protén en la adician del anidon nitrometano y esto es
seguido por un -eliminacion, el rendimiento fué mejorado simplemente por el
empleo de aminas primarias. Reaccion 18

ME O NH.
WEY =
W e . /_‘"':, " ( CH A, " .
</'\'u: <\/
REACCION 18
HLB.-NITRACION DE ALQUENOS

La nitracién de alguenos empleando dxidos de nilrégeno se remonta al afio de
1869, cuando con el tetracloroetileno y el tetroxido de dinitrogeno fueron
utilizados comao iniciadores de la primera obtencién del nitroeteno, 1a cual se
togré con un alto rendimiento; en trabajos posteriores se reportaron numerosos
trabajos para la nitracion de olefinas bajo este mélodo mostrando ia
importancia de la temperatura y Ja presian en esta reaccion.

1.-Obtencién de nitroalquenos empleando gases de tetroxido de dinitrégeno

Basandose en lo anterior, durante 1940, las reacciones con tetrdxido de
dinitrégeno para olefinas fueron invesligadas por N. Levy, C. W. Scaife y otras
asociaciones como Imperial Chemical industries Limited. Esto fué muy
importante porque la adicidn de tetrdxido de dinitrogeno puro o letréxido de
dinitrégeno en presencia de oxigeno en las olefinas did resultados
salisfactorios, considerando la temperatura de trabajo de -10 a 25° C, en
presencia de oxigenc o sin é), pero tomando en cuenta el disolvente empleado
debido a que es un conlrolador de la accidn de oxidacion. Los disolventes
propios para una salisfactoria adicién son los que contienen oxigeno como
éter-aster, y los no satisfaclorios para la adicién en las olefinas son el
tetracioruro de carbono y cloroformo. Es necesario utilizar el disolvente
apropiado debido a que su funcién es muy efectiva sabre todo si es una base
de Lewls porque forman complejols6con el tetréxido de dinitrogeno.



El mecanismo es determinante para el resultado del producto, por tal motivo la
importancia de la disociacion de! tetroxido de dinitrégeno, considerando que su
disociacion depende del disolvente que se emplea, la coordinacion del éter
produce una disociacion del tetraxido de dinitrégeno en un didxido de nitrogeno

o nitrito nitronio y/o nitroso nitrato
NJO, = = INO,

NOG™= " NOT v NOY
Ny T NOT v NOy
El comportamiento del éter con respecto al nitrdgeno, se debe a que el oxigeno

sirve de donador al atomo deficiente de electrones como es el caso del
nitrageno en el N204. Ejemplo del comportamiento. Reaccion 19.

OR, 0 OR- 0
'N» 7 'N~”r 7
Nbt—— N ' N NG
AN / N
o RO 0 0 o
REACCION 19

Como antes ya se menciono, los disolventes son determinanies para la
disociacion y para el camino que siga la reaccion. Los que favorecen la
disociacion homolitica son hexano,CCla,CHCI3 y los que desfavorecen son los
disolvenles electrodonadores como THF y éteres.

2.- Obtencién de nitroalquenos empleando yodo como catalizador.

Shechler y Conrad (45) emplearon acrilato de melilo y yodo en exceso para
nitracién de olefinas provocando una adicién por radicales libres, donde el yodo
atrapa al radical nitroalquil, logrando el B-nitroalquilyodo en un rango de
rendimiento de 50-70%. Reaccion 20

t .
CH,CH=CI,  + NOy, —&= CICHCHNO, — ClCHICILNO, + 1

REACCION 20
La obtencion de la nitroolefina se logré por dehidro-halogenacion del yodo-J3-
nitroalquil con acetato de sodio, conslderando esto como uno de los grandes
poderes cataliticos del yodo en la nitracién de olefinas (46),
En la reacclén 21 se muestra la adicidn del grupo NO2 en alquenos.

t7
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REACCION 21

3.- Utilizando nitrito de plata como generador del ion nitroso

Posteriormente en 1932 Hassner’s Claim y colaboradores (11} gesarratiaron
una nueva forma de obtencidn de nitroalquenos , en la cual utilizan nitrito de
plata generador def ion nitroso , yodo como agente catalizador y como materia
prima un f-estireno, ariginando asi el yodo nitroalcano el cuat es tratado con
una base para formar asi el f}-nitroestireno. Observando el seguimiento de la
reaccion y la obtencién del producto, esta es considerado como una adicién
regicselectiva. Reaccidn 22

ll NO; NO
H=CHR HCHR H=CR

. base

AgNO, =
atqueno youdo nitroaleano mlmlulqucnu
(B-estirenol (B-nitcoestireno)

“@n +42) (43)
REACCION 22

Hassnor's Ciaim (12) logra en el mismo afio mejorar el rendimiento
agregando un exceso de yodo y por el tratamients del products crudo con

trietitemina.
18



4.. Utilizando nitrito de plata para sistemas }}-estirenos con sustituyentes en
el aniiio armatico

Arnold W. By en 1985 le realiza modificaciones al método anles mencionado
para que pueda ser empleado en sistemas de [-estirenos con suslituyentes en
el anillo aromatico, utilizando en este caso condiciones anhidras y bajo
atmosfera de nitrogeno. Efectuando asi una adicidn regioselectiva via
intermediario ( 45 ) inestable. El tratamiento con base genera el [\-nitroestireno

(46 ) . Reaccion 23
I Nl

H NGOy
CH=CHR, CH CHi, L
R— Iy R b K= !
AgNC

hh 45} [£10}

siemla R CHy=0 = 55 Ry=Clty -Hf

REACCION 23
§.- Utilizando nltrito de sodio como generador del ion nitroso .

En el afio de 1986, se logré avanzar en el empleo de sales paia nitracidn de
alquenos utilizando el mismo método y condiciones, cambiando
exclusivamente al nitrito de plata por el de sodio con yodo como catalizador,
bajo el mismo mecanismo de radicales libres o mecanismo idnico formando
asi a los iones NO2 ¥ y I~ 6 [* y NO2" para su posterior adicion .

Comparando ambas sales en la obtencion de f-nitroestireno cuando Ry= H
Tabla 2

Sales Rendimiento
AgNO2/i2 453 %
NaNO2/12 81 %

Se observa que el comportamiento de la sal es diferente para el mismo
sustrato que en este caso fue el f}-nitroeslireno.



6.- Empleando bromuro de benzoselenio y nitrito de plata

Otra técnica dentro de la sintesis de nitroalquenos es e uso de selenio para la
cual Tomoda y Nomura (33), reportaron un nueva método de praparacion para
nitroalquenos conjugados, donde por inactivacion del alqueno via
nitroselenacion se logra la sintesis. Inicialmente se trabajo con bromuro de
benzenoselenio y nitrito de plata  resultando en ta mezcla y el 2-nitroaiquil-
fenilselenio (47) y 2-hidroxialquil fenil selenio (48) siendo este daltimo el
predominante, por tal motivo los autores discutieron sobre suprimir la
formacién de (48) mediante el uso de cloruro de mercurio ( I ). Reaccion 24

" R‘bmumro dg NO R on
“henzoselenio %, A
AgNO, iy, "y
Ry S Ry pnse gy Ry puse g
47 1484
R
Ry NG,
(49)
REACCION 24

En el mecanismo que se ilustra en la reacclon 24, de Ia nitroselenacion (anti )
y la subsecuente eliminacidn del selenoxido ( sin ) fueron estereoespecificas.
Todos los intermediarios fueron comprobados mediante espectros de RMN.



5.- Utilizando TFAA y nitrato de amonio

Finalmente en 1980 se reportd el mas recientemente método que fue el de
J. V. crivello(7), el cual esta basado en el empleo del reactiva TFAA Anhidrido
triflucroacetico y nitrato de amonio coma sal. Uno de los ejemplos de dicho
método es la sintesis del 1-nitro-1,3 dienc con nitro-fluoroacetoxilacidn y 1,3-
dienos, como producto de la reaccion se obtiene el 1,3 dieno con una
sustitucion generada por el nitrato de trifluoracetil ( preparado mediante nitrato
de amonio y anhidrido trifluoroacetico ) que es rapidamente eliminado como
acido triflucroacético y posteriormente el 1-nitro-1-3 dieno en un alto
rendimiento. Reaccion 25

NG, NO;

N 4= s N AN
OCXF, OUOCF, Noy

CONHNOUTFAARTLCLyeujo (0 KOAC anhidodo , eter
REACCION 25

1V.- PREPARACION DE NITROALCANOS

El desarrolioc de nuevos métodos de sintesis para nitroalcanos en Quimica
Organica despertd gran interés desde hace 20 aios, debido a su gran utilidad
en interconversiones asi como la facilidad para formar enlaces C-C.

Pero Seebach, en el afio de 1979, destaca la utilidad de les nitroalcanos, com¢
sintones en Quimica Organica, siendo uno de ellos los anicres 2lquil, también
como intermediarios de sintesis. Por lo cual did origen a diferentes rutas para
la obtencidn de nitroalcanos. Esquema 2,
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ESQUEMA 2

El esquema nos muestra los posibles precursores de nitroalcanos, por
diferenles lécnicas, algunas de ellas son las mismas que para la nitracién de
alquenas ( que ya anles se mencionaron ); incluso la mayoria de la informacion
proporcionada para nilracion de alcanos es partiendo de nilroalquenos o bien
par BIOTRANSFORMACION DE NITROALQUENOS o por REDUCCION QUIMICA
DE NITROALQUENOS .
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1.- Partiendo de alcanos empleando nitrito de sodio.

Hassn'er Calim en 1932 (12} o utitiza mediante un haloalcano, que es
preparado con nitrito de sodio o plata con el procedimiento anteriormente
descrito para nitroalquenos.

Otro método es, por una simple conversion de nitroolefinas mediante una
reduccidn selectiva con borohidruro de sodio, borohidruro de trialquito, un
hidruro de un metal , asi como par una hidrogenacion catalitica y con NADPH

2.- Reduccién quimica de nitroalquenos con borohidruroe de sedio

En este mélodo la reduccion quimica se propone que el mecanismo seguido
por esta reaccion, es un ataque nucieofilico obteniéndose una sat (47),

R, R g Ry © 1
! , 7 o
RCH=CNG, NuBH, _ RCHCN e RpCHCNT
Na* 0 Na* 0N

3.- Utilizanda como agente reductor a la 2-fenitbenzimidazolina.

Este métode mediante e empleo del PBI (2. fenilbenzimidazolina), este posee
la gran propiedad de reducir arilnitroalquenos para dar su correspondiente
nitroalcano en un rendimiento del  70-91 %, esto es aplicable para
nitroalquenos alifaticos (48) Reaccion 26.

NOy NH R
? b
! P f

Aril-CH=C-NOy T ARCHSCINO,

[E24] [$27]
Red
Nola: no es aplicable para nilroalquenos atifaticos.
REACCION 26
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4 - Reduccion de nitroalquenos con NADPH

Ohno y colaboradores 37) yescriben sobre el poder reductor del NAD(P)H para
nitroalquenos en presencia de silica gel y reportan que se obtienen fos
nitroalquenos con un buen rendimiento, siendo eslo valido para nitroalquenos
aromalicos y alifaticos.

5.- Partlendo de aminas alifaticas

Las aminas alifaticas pueden ser convertidas a nitroalcanos mediante una
oxidacion con 03/Si02,KMnO4  3-CIC4HCO3H, dimetil dixirano (49),

Sin embargo, recientemente Corey reporta 1a mas eficienle conversion de
azidas para la oblencién de nilroderivados mediante la ozonélosis en presencia
de fosfinas (38},

6.- Biorreduccion de nitroalquenos
Actuaimente se ha demosirado también que los microorganismos son capaces

de hidrogenar nitroolefinas asimétricas siendo esto reporlado para levaduras
de pan (1 antes mencionado.



V SINTESIS DE ISOXOZALES

Ef esludio de los compuesios helerociclicos en sinlesis organica cobran
interés a partir de 1972 {27) cuando se descubren conceplos ledricos basicos
que permiten deducir la importancia de eslos produclos

Uno de dichos compuestos son los isoxazoles que son comunes en
eslructuras medicinales y en praductos naturales ¢ guimicos. En particular el 3-
hidroxi-isoxazal. Asi como los que estan trisuslituidos son irmportantes
intermediarios en farmacologia debido a que son una herramienta vital para la
formacion de fos farmacos como es el caso de la oxacilina y la sulfometazol
yue son antibidticos potentes que son administrados oralmente. Por lo tanto
estos hechos han permitido que existan diferenles métodos de obtuncion de
isoxazoles

Encontrindose dentro de estos los  5- aminoisoxazoles, los cuales son
precursores de fa formacién de aziridinas, asi como forman paite del
esquelelo de produclos naturales, coma pueden ser fa vitamina B12,
pirimidinas, piridinas y derivados del furano, tambien se les reconoce la
aplicacién en el campo de fungicidas, adicionalmente el 5-aminoisnxazal es
precursor del antibiotico suffometazol. Pero se espera que en el futuro los
isoxazoles se ulifizen como pesticidas.

£l siguiente esquema 3 nos muestra los precursores que se emplean para
obtener isoxazoles

R
|
R.CO.CiH-CN RCZCCN
R . f
NHzon NILOH
E1OH
N
NH|
~ o N
NI;OH ”
A reduccion Ph /C()R
Ph-CH=C-CN electroquiniic ﬁ
/5N
Ph NO;



V A.-SINTESIS DE 5-AMINOISOXAZOLES
1 - Partiendo de [J-cetanitrilos

£1 primer método general descrito para la elaboracién de 5-aminoisoxazoles es
a partir de [}-cetonitrilos (52) y adiccion de hidroxilamina, la cuat ataca al
carbonilo de los f}-cetonitritas, originando como intermediario a la oxima que
en algunos casos es posible aislar, las condiciones experimentales
usualmente empleadas hacen que la oxima se cicle para formar los 5-
aminoisoxazoles (53) con buenos rendimientos.

R R
R
R ) | N ~
[ MO e ey - \\
RCOCHCN i " —
NOH \0/ NH:

El procedimiento general antes mencionado fue empleado para la sinlesis de
isoxazoles, donde la R puede ser un aromético y la R’=CHAr, regularmente son
siempre tratadas con H20/EtOH y calor . Reaccion 27

~ . \
GHAT Njsom AN
ACOCEN Toopron. & \\ + ArCH=NON
N
N,
AN o/ N
5 (53)

REACCION 27

1N

2.- Utillzando B-Iminonitrilo

Este mélado para sintetizar 5-aminoisoxazoles es empleando como materia
prima el B-iminonitrile conseguido por la dimerizacion del nitrilo por medio de
una reaccién de Tharpe con hidroxilamina en acido clorhidrico para formar la
oxima que usualmente no es aislada Reacclén 28
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REACCION 28
3.- Empleando «—fi-etilcarbonilicos

Ofra técnica para sintetizar 5-aminoisoxazoles, es mediante la oximacion de
«a-fi-etilcarbonilicos, los cuales son complejos de cetonas «.f-insaturados
RCOCH=CHR con paladio en carbon activado consiquiendo los siguientes
resultados. Reaccidn 29

ol CH;Ph

. N
PRCH,CHCOOR:  _NILOCH PR PHCH,CHCONHOCH; P __ M2 // \/
ICN | (P C) . \ ~
N N it
(56) n
REACCION 29

4.- Partiendo de fi-cetonitrilos

Otro método emplea derivados de [i-celonitrilos en condiciones basicas y
calentamiento para formar asi los 5-aminoisoxazoles, si se agrega acido en
lugar de base los resultados son los 3-aminoisoxazoles. Reaccion 30

Ar .
N-X Nt
\ A ) \
N//_\\ ool ArCClZC=NOH 5o N//_\\
S0 NH, o7 Ar
( Ar=2.011CH,)
(58) (59)
REACCION 30
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Basicamente la oblencién de 5-aminoisoxazoles es mediante el empleo de -
cetonitritos, fos cuales en algunos casos nos conducen a la ciclizacién directa
del 5-aminoisoxazal, en ta actualidad este método es considerado como uno de
los mas importantes, debido a que se consiguen allos rendimientos

La sintesis de 5-aminoisoxazoles uliliza coma principal materia prima a 3.
celonitrilos los cuales son abtenidas por el tratamiento de clorooximas ( con su
correspondiente claruro de nitroso ) con cianuro de potasio ¢ sodio en un
disolvente aprotico.

V B.-SINTESIS DE 3,4-DISUSTITUIDOS-5-AMINOIS OXAZOLES
1.- Converslén de olefinas 1,2- disustituidas

Esta sintesis procede a través de la conversién de olefinas 1,2-disustituidas
(60) con cloruro de nitroso, derivanda el intermediario (61), que para su
posterior ciclizacién requiere de la presencia de un dtomo de hidrogeno sobre
el carbono ligado al cloruro obteniendo rendimientos del rango de 90-98 %
Reaccidn 31,

"I‘c Me Me
MeCi=CltMe -NOClo MechCUMe N | MeCCHON | ——mm \/"/
a0°c ] (MeCNY ] )
o Ci NO NoH 07 ™ Nity

( L9R

(()” Y098 %

(62)

REACCION 31

V C.-SINTESIS DE 3-UNISUSTITUIDOS-5-AMINOISOXAZOLES
1.- Partiendo de a-cloroaldoximas
Para la preparacion de 3-unisustituidos-5-aminoisoxazoles es a partir de a-

cloroaldaximas e hidroxilamina en acldo clorhidrico seguido de cianuro de
sodio agua y un temperatura de 5-10 °C , Reaccién 32
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REACCION 32
2.- Oximacién de ésteres acetilénicos

Otro método de obtencion de 3-unisustituidos -5-aminoisoxazoles es basado
en la oximacion de los esteres acetilénicos. Sin embargo esto es a partir de
nitrilas «,f-acetilénicos, er medio dcido o neutro el triple enlace es atacado
exclusivamente para dar el derivado del S-aminoisoxazol. Una nota importante
en este tipo de reaccion es controlar el pH, temperatura, asi como el disolvente
Reaccion 33.

AN EN
//"‘\ SO e NHLOH ROZCCH, AL, 4/ \‘
N\O/\ N, o S N\O/\ R
(R={MehAD
(6%) (66) oh

REACCION 33

3.- Utilizando «-f-acetiténicos

La preparacion de los 3-unisustituidos -5-aminoisoxazoles puede lograrse a
partir de nitrilos a-p-acetilénicos e hidroxilamina, con meléxido de sodio.
Consiguiendo bajo este método el 3-metil-5-aminoisoxazol con un alto
rendimiento. Reaccion 34

Me
. s ~
RCECCILON NU2OH/MeO'Na* //——\
(R=H) " \\
No” g
(a8 160

REACCION 34

29



V 1).-SINTESIS OE 3,4-OIFENIL-5-AMINOISOXAZOL
1 - Utilizando 2-fenil-propenonitrilo

Actualmente existen 3 meétodos para sintetizar 3.4-difenil-5-arinoisoxazol

El primero es a partir de 2-fenil-propenonitrila (70) & hidroxilamina a
calentamiento dando origen a la hidroxilamina correspondiente (71), que
posteriormente sufre una deshidrogenacion para dar asi el producto. Reaccion

35
NCOOk *

} PheHCHO=NON 0 N
PhCH=CON 0N ! NCOOEL | I C-CHC=NOR A i\
s NHOH NI v YA
NOI NH:
1 an (1
REACCION 35

2.- Partlendo de cinnamonitrilos

El segundo mélodo es mediante cinnamonitrilos e hidroxilamina en acido
clorhidrico, Existe un inconveniente en este método es que es importanto
regutar el pH para que se efectie una reaccion estereoselectiva, si no, se
consigue la obtencién de los 2 isémeros. Los S-aminoisoxazoles se ven
favorecidos a pH muy basicos Reaccién36

N R R NI K
| . Hidroailaming \—-—/ —-—-/
R'C-T"R NN N// \ 8 N// \
CN N No” Nk
(LY (") L)
REACCION 36

3.- Reducclén electroquimica de a-f3-difenil-B-nitro,cetona a~f} insaturados

La reduccidn electroquimica de los a~f-difenil-p-nilro,cetona a—f3 insaturados
en medio acido conducen a los Isoxazoles trisustituidos con buenos
rendimientos. Reaccién 37
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REACCION 37

4.- Partiendo de z-u-ciano-fi-nitroestirenos

Los derivados de fos 5-aminoisoxazoles también se pueden obtener por
electrolisis analogos al anterior, en este caso se pueden conseguir apartir de
los z-u-ciano-fi-nitroestirenos o z-a-ciano-f-nitrotilbenos, mediante el
intermediario de una hidroxilamina, esto ocurre generalmente en la preparacion
de tioles por el uso de agentes reductores. Pero con ei emnpleo de otres
reductores forman productos heterociclicos.

Sin embargo todavia no existen reportes de obtencidn de 5-aminoisoxazoles,
por medio de biocatalizadores.
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V1.- ISOXAZOLES EN QUIMICA ORGANICA PREPARATIVA

Los 5-aminoisoxazoles estructuralmente poseen enlaces nitrogeno-oxigeno
que les permiten tener una seriec de funcionalizaciones de las cuales, la
canversion de isoxazoles sustituidos no da su cofrespondiente amida para que
posteriormente se trate en medio acido y obtener asi cetonas insatwadas.

Otra funcionalizacidn es la de conseguir enamidas, anudas,aziridinas, asi como
ayudar a la conformacion de esqueletos en productos naturales tales como la
vitamina B12 ¢ en sintesis de semicorina E.

Stagno d'Alcontres hace la hidrogendlisis de isoxazoles en presencia de niquel
Raney para obtener 1,3-dicetonas.

Anos después en 1972 Buchi Vederas (3‘”, reporta la formacion de amidas
partiendo de isoxazoles tratados con sodio en amoniaco liquido.

Con estos antecedentes, el uso de isoxazoles para obtener cetonas saturadas
e insaluradas con grupos R voluminosos los marcan como importanles
intermediarios sintéticos.Esquema 4

R» 0\
/N
Ry
. f0'REY Nuwlig.
l Hafeat. NaOH Nily
Ry R R Ry Ra
WRQ W b W -
NHy © 0 0 NH: O
PhCOCI H*
Piridina
Ry R
Ry Ry R § R
W Naiiily W 2 P
Mo NH OH 0
i
COCqtls COCyHs
ESQUEMA 4
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1.- Partiendo de 5-aminoisoxazol

La transformacion del 5-aminoisoxazol a su correspondicnte amida sin perder
la conformacion de} heterociclico
Reaccion 38

R K R it
S AL S NI
N amy NNy
i
(7% {79
REACCION 38

2.- Reduccién de 5-aminoisoxazoles con borohidruro de sodio

Ef uso de 5-aminoisoxazoles con un nucledflilo para que posteriormente se
reduzca con borohidruro de sadio da como producio a 2-carbonil-susiiiuidos-
2H-azirinas. Reaccian 39

R:

X o Ky :
NN nucleofito \:%
———————
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R; Ry N
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REACCION 39



VIL.- OBJETIVOS

1} HACER LA SINTESIS DEL SUSTRATO (Z)-3-NITRO-.23-
DIFENILPROPENONITRILO.

2) APLICAR AGENTES QUIMICOS PARA LA REDUCCION DEL (2)-3-NITRO-2,3-
DIFENILPROPENONITRILO .

3) REALIZAR LA BIOHIDROGENACION DEL (Z)-3-NITRO-2,3-
DIFENILPROPENONITRILO CON LEVADURAS DE PAN (SACCHAROMYCES
CEREVISIAE Y.

4) ESTUDIAR EL. EFECTO DE LA VARIACION DE DIFERENTES PARAMETROS
FISICOQUIMICOS SOBRE LA BIOHIDROGENACION,

(TIEMPO,PH,FUENTE DE CARBONO,CONDICIONES ANAEROBIAS AEROBIAS Y
RELACION SUSTRATQ/BIOCATALIZADOR ) L

5) COMPARAR LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN AMBAS METODOLOGIAS

6) HACER LA BIOTRANSFORMACION DE SUSTRATOS ANALOGOS A (2)-3-
NITRO-2,3-DIFENILPROPENONITRILO.

34



VIIL-PARTE EXPERIMENTAL

Las biohidrogenaciones se mantuvieron en agitacion constante en un equipo
Innova 4330 gue contiene un regulador de temperaltura, tiempo y revaluciones
por minuto. En ia identificacion de las enzimas paticipantes, en
bichidrogenacidn, se empleé una centrifuga Janetzki K-24 y un sonicador

Las reacciones quimicas asi como las biohidrogenaciones fueron seguidas
por cromatografia en capa fina empleando cromatofolios ALUGRAMSILG
UV254 de 0.25 mm de espesor, se ulilizaron como reveladores luz ultravioleta,
y solucion de sulfato cérico al 1 % en dcido sulfifico 2 N

Los productes fueron purificados por cristalizacian y por cromatografia. Las
cromatografias en columna fueron realizadas empleando gel de silice 60
MERCK (35-70 mailas ASTM). Las cromalagrafias en placa preparativa se
realizaron empleando cromatoplacas de gel de silice 60F-254 de 2 mm de
espesof. Los puntos de fusion se tomaron en un aparato Fisher Johns.

Los espectros de IR fueron realizados por la QFB Rocio Patifio Maya y el Q.
Arturo Zapien en el espectrofotdmetro PERKIN-ELMER 283 Y NICOLET FT-IR
55X.

Los espectros de RMN H1 fueron determinados por el Q. Atilano Garcia y M.C.
Isabel Chavez en los espectometros Variant Gemini-200 y Varian VXR-3008

Los especiros de masas se realizaron en un espectrometro de masas
Hewlett-Packard modelo 5945 A mediante técnicas de impaclo electrénico a
70 eV o por ionizacion quimica utilizando metano para producir los iones
determinados por el 1.Q.Luis Velasco.

Los desplazamientos quimicos se dan en ppm y se asignaron las siguientes
abreviaturas: s=singulete, d=doblete, dd=dabie debiate, t=triplate, m=multinlete
y sextuplete ( sin abreviar ). Las canstantes de acoplamiento ( J ) estan dadas
en Hertz.
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Método general de biohidrogenacion.
Se realizo de la siguiente manera:

I- PREINCUBACION

Se coloco en un matraz de fermentacion de 500 mL 100 mbL de una solucién
buffer (fosfatos) a pH= 6, a esta solucion se le agregd una mezcla de glucosa y
levadura (Saccharomyces cerevisiae) en relacion 1:2 (fuente de carbono-
biocalatizador),se tapé y agitd durante 30 min a 116 rpm y 30 °C

Il BIOTRANSFORMACION

Después da realizar la preincubacian se agregd el sustrato previamente
disuelto en 10 mL de una solucién 1:1 de acetonaletanol. Se agité el tiempo
necesario para biotransformacién total del sustrato en las mismas
condiciones la cual se comprobd por cromatografia en capa fina.

Wi .- PURIFICACION

A la mezcla obtenida se le agregé 8 g de celita , asi como NaCl hasla
saturacidn. Se filtr6, y al residuo obtenido se lavé con 3 parciones de 100 ml
de acelato de etilo; al filtrado se le realizaron 3 extracciones sucasivas de 25
mlL con acelato de etilo  Ellavado y 1a fase orgdnica se juntaron, esta solucidén
se seco con Na2SO4 anh, y se concentré en un rotaevaporador . El residuo
obtenido fué purificado por cromatografia en capa fina preparativa o columna.
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BIOHIDROGENACION DE LOS i-NITROESTIRENOS

La melodologla de las biohidrogenaciones se ejemplificard con el sustrato
(E)-2-fenil-nitroetenc 1 (a) 300m g ( 2 mmol ), y la misma se aplicara a los
sustratos (E)-2-(p)-metoxifenil-nitroeteno ¥ (b ) 300 mg (1.676 mmaol ), (E)-2-
m-meltoxitenil - nitro-etena [ { ¢ ) 3060 mg { 1.676 mmol ), 2-(o.m,-dimetoxifenil }-
2-metil-nitroeteno [ ( d ) 300 mg ( 1.41 mmol ). Esquematizados en la pag (72)
Preincubacion :Se coloco en un matraz de fermentacion de 500 mL 100 mi. de
solucion buffer a pH= 6 , con 7.5 g de fuente de carbono (glucosa) , asi como
15 g de levaduras { Saccharomyces cerevisiae ), esta mezcla se tapé y agito
durante 30 min. a 116 rpmy 30 °C.

Terminada la preincubacién se agregd el sustrato [{a) 300 mg (2mmol)
disuello previamente en 10 mL de una solucion 1:1 de acelona / etanal Esta
mezcla se agilé durante 48 hrs mas en las mismas condiciones.

A la mezcla obtenida se le agrego 8 g de celita , asi como NaCi hasta
saturacion .Se filtrd , y al residuo obtenido se lavé con 3 porciones de 100 mL
de acelato de etilo; al filtrado se le realizaron 3 extracciones sucesivas de 25
mL con acetato de etilo El lavado y la fase organica se juntaron , esta solucién
se seco con NazS04 anh, y se concentro en un rotaevaporador El residuo
obtenido fué purificado por cromatografia en capa fina preparativa utilizando
como etuyente una mezcla de hexano-acetato de etilo ( 8.5/1.5 )

La asignacion de las seriales as{ como los grupos a que corresponden estan
descritas en el ANEXQ 1 pagina 68

({E)-2-fenii-nitroeteno compuesto I (a)

Bajo el método general se obluvieron 49.981 mg ( 0.231 mmol} de crislates
con agujas blancas con un pf= 55°C y rendimiento 16.55 % rf=0.24 Hexano-
Acetato de hetilo (8.5/1.5).Se caracterizo como: 2-fenii-nitroetano compuesto
Via)

RMN H1{CDCl3) 57.5(5Hm), 4.6 (2H,1),29(2H,t)

LR 1554,76, 1452, 1415, 1377, 1345, 1175.57 , 938 , 920 cm-1

EM(CI, 70eV)miz: 161 (M*,15), 105(95.7), 77 (100)
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(E)-2-(p)-matoxifenil-nitroeteno compuesto 1 (b)

Después del trabajo de reaccién se produjeron 43.15 mg ( 0.2383 mmol ) de
un aceite de color amarillo  con rendimiento 14.2 % y un ri= 0.41 de hexano-
acetato de etilo ( 8.5 /1.5 ). Caracterizado como: 2-(p}-metoxifenil-nitroetano
compuesto V (b}

RMN H! (CDCI3) 6 7.16 (4H ,dd, J= 18,18 Hz) 46(2H 1), 3B(3H s)
J3(2H,t)

LR 2928, 1707 ,1554, 1379 1301, 1250 1178, 1034 970,909 864 cm-1.
EM(CL70eV)m/z  181(M* 5),134(71.4),121(100)

(E}-2-m-metoxifenll - nitro-eteno compuesto I { c)

Obtuvieron 48.14 mg (0.2650 mmol ) de un aceile de color amarillo  con
rendimiento 15.87 %, rf= 0.4390 hexano-acetato de etilo (8.5/1.5).
2-(m)-nietoxifenll-nltroetano compuesto V (c ).

RMN H1(CDCI3)67.3(Hm ),6.8(3H m)4.5(2H,t),3.8(3Hs),33(2HL)
I1.R 2926 ,1734 ,1554 1379 1341 1260 1157 1054, 873, 864 cm-1.

EM(CI, 708V ) miz 181(M*,3),77 (48),121(56.8).

2-(0,m,-dimetoxifenll )-2-metil-nitroeteno compuesto I (d)

39.61 mg ( 0.1850 mmol ) de un aceite de color amarillo, con rendimiento
13.2% , rf= 0.43 de hexano-acetalo de etilo ( 8.5/ 1.5 ). Identificado como:
2-(o,m-dimetoxifenii)-2-metil-nitrootano compuesto V(d).

RMN H1 (CDCI3)§ 6.79 (2H, 5) 6.69 ( 1H , 5 ) ,4.98 { 1H, sext uplete)
3.68(6H,d J=20 Hz), 1.6 (3H,d,J=16 Hz}

I.R 2831,1732,1548,1502,1380,1360,1282,1157,1127,1048,938,872 cm-1.
EM( CL,70eV) miz. 225 (M*.48),151(86.9),178(100)
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NITRACION DE OLEFINAS
PREPARACION DE : { Z)- 3-NITRO-2,3-DIFENILPR OPENONITRILO (111)

En un matraz bola de 250 ml se colocaron 5g (24 mmot) de fenilcinnamonitrilo

(1) disuelto en 75 ml de acetonitrilo en un matraz bola de 250 mL  a esta

disalucion se le adiciono 6.5 g de yodo, se agito y enfrio a 0 "C_ A esta solucion

se le adicionaron los gases nitrantes , que se preparardn de la siguiente

manera

En un matraz de 500 mL, para generar los oxidos de nitrogeno, se colocaron 5

mL de THF adicionandolo lentamente 10 mL de ac. nitrico al 75 % Esta

operacién seria repetida varias veces.

PRECAUCION { Reaccion exotérmica). Los gases nitrantes (N0»/N204) asi

obtenidos se burbujearon lentamente con agitacién hacia el matraz de

reaccion hasta saturacion de la solucion (10 a 15 min. ).

La reaccién se mantuve en agitacién hasta la transformacion total del reactivo;

lo cual se comprabd por cromategrafia en capa fina, finalmente se procedié a

la purificacion del producto obtenido.

A la mezcla de reaccion se le evapor6 el disolvente en un rolaevaporador , el

residuo se disoivio en elanol caliente: este se concentrd hasta obtener un

volumen minime y se enfrio en bario de hielo para inducir la cristalizacion,

De lo cual se abtuvieron 4.54 g ( 18.01 mmol) del producte 111, de cristales

en forma de agujas color amarillo canario con pf= 89-90°C, rendimientc 74.4 %

yunrf=0.48 hexanc-acetalode etilo(8/2)

Obteniendo como resultade los siguientes datos espectroscopicos descritos

para el compuesto { III ) en el ANEXO 1 pagina 67. Ver espectros en pags

75,76y 77.

RMN H1(CDCL3)87.4 (10H,s)

I.R 2854,2300,1737,1542,1375,1097,1035 cm-1

EM (Ci,70eV) m/z: 250(M+,11),178(5),204(100)

PREPARACION DE : 2-FENIL-PROPENOTRILO (X }
2-FENIL-3-METILPROPENONITRILO ({IX)

Se obtuvleron bajo las mismas condiciones.
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PREPARACION DE : (E}-3-NITRO-2,3-DIFENILPROPENONITRILO (IV)

Se ulilizé la misma metodologia que para !a oblencion de (Z)-3-nitro-2,3-
difenilpropenonitrile (111} variando unicamente el disolvente, se usd
tetracloruro de carbone en la misma cantidad, se obtuvo una mezcla de solidos
en los cuales tiene (E) y (Z)- 3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo. La mezcla de
solidos se somelio a la biohwdrogenacion, colocando a bioseparar 2560 mg de
la mezcla de los dos solidos, obleniendo despuéds del tiempo de
biotransformacion transcurrido el cual fué de 2hrs, una mezcla de biopraductos
que enh su mayor parte tenia el (E)-3-nitra-2,3-difenilpropenonitrilo(IV) y &l 5-
amin.3,4-difenilisoxazol (it) togrando con esto una separacién selectiva de
la mezcla racémica.

Para la purificacion de los 2 bioproductos se monio una columna ulitizando
camo eluyenle una mezcla de Hexano-Acetato de Elilo ( 9/1 ), saliendo el (E)-3-
nitro-2,3-difenilpropenonitrilo (1V) en las fracciones 2-5, y el 5-amin-3.4-
difenilisoxazol (111) en las fracciones 6-9, de 1a saparacion se obtuvo 150 mg
(0.6 mmol) de un solido de color amarillo claro con pf= 165-166 °C ,
rendimiento de 60 % y un rf=0.66 hexano-acetato de etilo (8/2), caracterizado
como (€)-3-nitro-2,3-difenilpropenonitrito (1V)

Obteniendo sus datos espectioscopicos de RMN,IR Y EM para el compueslo
1V ver ANEXO 1 pégina 67 '

RMN HY(CDCL3) § 7.76(4H,m),7.5 (6H,m)

IR 3066,2879,2222,1533,1496.1355.1000,972,792,771,459

EM (C1,70eV) m/z: 250(M*,7),177(33),204(100).

Ver especiros de RMN, IRY EM en pags 78,79y 80

Y de otro bioproducto indenlificado como 5-amin-3,4-difenilisoxazol (V1) con
un rendimiento det 37 ( % ) ver ANEXO 1 pagina 68.

RMN HY(CDCL3) 67.49¢( 10H,m) 4.53 {2H,s) (intercambia con D20)

1.R. 3400,3394,1413,1341,1014,964 cm*1.

EM (C1,70eV) m/z; 236(M*,100),208(62.9),89(47.7)

Los espectros de RMN,IR Y EM ver pags. 81,82y 83
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ESTUDIO DE LA BIORREDUCCION DE:

(Z)-3-NITRO-2,3 DIFENILPROPENOTRIL.O.

La biorreduccion se realizd  siguiendo los pasos del mélodo general de
biohidrogenacion: mediante previa preincubacién, seguida de la
biotransformacion que el tiempao de esta fue de 2 hrs. Para su purificacion se
siguid la metodologla descrila en la pagina 36

Onteniendo de la separacién cromatografica 154 mg ( 0.64 mmol )} con un
rendimiento del 80.49 % de cnistales en forma de agujas color amarillo claro
con pf= 160 °C, rf= 0.457 hexano-acetato de Etilo 7/3. Se caracterizado como: 5-
amino-3-4-difenilisoxazol. ( VI '}

Sus datos de IR,RMN Y EM ver ANEXO 1 pagina 68.

DEMOSTRACION DE LA BIORREDUCCION
INACTIVACION DEL BIOCATALIZADOR POR TEMPERATURA

Se colocd en un matraz de fermentacion de 500 mL: 100 mL de solucion buffer
{fosfatos) a pH= 6, con 2.5 g de fuente de carbono (glucosa) , asi como 5 g de
levaduras de pan ( Saccharomyces cerevisiae ), estd mezcla se calentd a 75
°C durante 15 min. Para su preincubacién . El malraz de reaccion se tapo y
agitd durante 30 min. a 116 rpm y 30 °C.

Terminada la preincubacion se agregé el sustrato 111 250 mg (0.99mmol )
disueltd previamente en 10 mL de una solucién 1:1 de acetona / etanol Esta
mezcla se agitd durante 2 hrs mas en las mismas condiciones.

Para su purificacién al matrdz de reaccion se agregdé 8 g de celita asi como
NaCl hasta saturacién Se filtré , y al residuo obtenido se lavo con 3 porciones
de 100 mL de acetato de etilo; al filtrado se le realizaron 3 extracciones
sucesivas de 25 mbL con acetato de etilo El lavado y la fase organica se
juntaron esta solucion se secd con NayS04 anh, y se concentrd en un
rotaevaporador .

El residuo fué purificade por una cromatografia en columna usando coamo
eluyente una mezcla de hexano-acatato de etilo 9/1. En las fracciones 2-5 salié
el producto principal.
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De la separacion cromatografica se obtuva como resultado 0.224 mg
(0.89 mmol ) def susirala I} con un 90 % de materia prima recuperada con
pf=89-90 "C y rf=0.48 de hexano -acetalo de etila 8/2, con cristales en forma de
agujas color amarillo canario.

Ohteniendo dalos espectroscopicas similares a los citados en la pagina 39.

SIN BIOCATALIZADOR

Se uliliza el método general de bioreduccion, descrito anteriormente,
manteniendo constante todos los parametros y como uUnica varianle el no
agregar el biocatalizador.

E!l residuo obtenido se recristalizo de metanol

Como resuitado de la purificacion se gbtuvieron 0.2399 mg (0.952 mmol ) vy
96 % de materia prima recuperada sustrato HI, con pf= 89-90 ° C, rf=0.4883
de hexano-acetato de etilo ( 8/2 )

ENZIMAS PARTICIPANTES EN LA BIORREDUCCION
ENZIMAS ENDOCELULARES

Estas enzimas se obtuvieron mediante una previa preincubacion descrita en el
método generat de biohidrogenacién, una vez realizada la preincubacion la
mezcla se centrifugd a 110 r.p.m durante 10 min

Como resultado se obtuvo sobrenadante y el precipitado. Trabajando con el
precipitado este se disolvio en 100 mi de solucién buffer (fosfatos) a pH=8,
colocando la mezcla en el sonicador durante 5 min.( para liberar enzimas ).

Al preparado enzimatico se agregd 250 mg ( 0.99 mmol ) sustrato {1} disuelto
previamente en 10 mb de una salucion 1:1 de acetona/ etanol

El matraz de reaccidn se sometid a biotransformacién durante 2 hrs a 116 rpm
y30°C.

Para su purificacion se sigui6 la metodologla descrita en la pagina 36.
Obteniendo 150 mg ( 0.635 mmol ) de S-amino-3.4, difenilisoxazol ( V1) con
datos aspactroscopicos y propiedades citados para producto VI ver ANEXO 1

pégina 68.
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ENZIMAS EXOCELULARES

Las enzimas se consiguieron del sobrenadante obtenido anteriormente
agregandole 250 mg { 0.99 mmol ) del sustrato l1. sometiendo la mezcla de
reaccion a biotransformacién durante 2 hrsa 116 rpmy 30 C

Para su purificacion se empled la descrita para el método de biohidrogenacion
Produciendo 200 mg (0.79 mmol) de (2)-2,3.-difenilpropenonitrito (IT1) con
caracteristicas descritas para el producto 111.

PARAMETROS QUE INFLUYEN EN LA BIOREDUCCION
UTILIZANDO DIFERENTES FUENTES DE CARBONQ

Se siguié la metodologia general manteniendo constante todos los
parametros a excepcidn de la fuente de carbono
En las 4 fuentes de carbono utilizadas, siempre se obtuvo el producto VI.
AZUCAR
La mezcla de bioproductos se purificé por cromatografia en columna usando
como eluyente una mezcla 7/3 de hexano/acetato de etilo. En las fracciones
5-9 se obtuvo el producto principal .
Obteniéndose 188 mg ( 0.798 mmol) con un rendimiento del 80.49 % .
GLUCOSA
Se consiguieron 154.5 mg ( 0.647 mmol) con un rendimiento del 65.278 %
SACAROSA
Produciendo 109 mg ( 0.4653 mmol) con un rendimiento del 46.91 %.
ALMIDON
Logrando 116 mg ( 0.494 mmol } con rendimiento del 49.88 % .
El producto VI, son cristales en forma de agujas de color amarillo claro con
pf= 160 °C, if= 0.457 de hexano-acetato de etilo ( 7/3 ). Caracterizado como:
5-amino-3-4-difenilisoxazol (VI) ver ANEXO 1 y espectros en las pags.68,81,82
y 83,
RMN H1(CDCI3) §7.49 (10 H1, m), 4.53 (2 H1,s ) (intercambio D20 )
IR 3490,3394,1637,1603,1502,1477,1431,1073,1014,964,888 cm-1.
EM (CI,70eV) m/z: 236 (M*,100).238(62.9).89(47.7).
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EFECTO DEL PH

Las biorreducciones se efectuaron manteniendo caonstante todo los
parametros variando unicamente la solucion buffer (fosfatos) a pH= 4, 5, 6, 7
y 8 obteniéndose siempre como resultado el producto VI en las siguientes
cantidades:

pH=4

163.2 mg (0.692 mmol ) y un rendimiento del 69.76 %
pH=5

148.37 mg ( 0.629 mmol ) con un rendimiento del 63.41 %
pH=6

171.94 mg ( 0.728 minol) con un rendimiento del 73.48 %
pH=7

136.32 mg ( 0.577 mmol ) cor un rendimiento del 58.26 %
pH=8

145,82 mg ( 0.618 mmol ) con un rendimiente del 62.32 %
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TIEMPO

Todos los parametros se mantuvieron constantes, ahora la variable fué el
tiempo de biotransformacion considerando: 0.5 1,15,2,4,6,12 y 24 hrs
Siempre se obtuvo el producto VI principalmente

Produciendo las siguientes cantidades para cada tiempo

0.5 hrs

79.93 mg ( 0.338 mmol ) con un rendimienta del 34.16 %
1hrs

83.86 mg ( 0.335 mmol ) con un rendimiento del 35.84 %
1.5 hrs

127.87 mg ( 0.542 mmal ) con un rendimianto de! 54.69 %
2 hrs

205 mg ( 0.871 mmol ) con un rendimiento del 87.84 % .
4 hrs

114 mg ( 0.438 mmol ) con rendimiento del 48.72 %

6 hrs

92.8 mg ( 0.393 mmol ) con un rendimiento del 39.68 %
12 hrs

83.4 mg ( 0.3538 mmol ) con un rendimienlo del 35.67% .
24 hrs

47.2 mg ( 0.200 mmol ) can un rendimiento del 20.18%.
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CONCENTRACION DEL SUSTRATO RESPECTO AL BIOCATALIZADOR

La biohidrogenacion se efectud variando la concentracion del sustrato respecto
al biocatalizador , en las siguientes proporciones 1:48, 1: 40, 1: 30, 1: 24, 1:20.
Obteniendo siempre VI, como producto principal.

Cuando la relacion fue 1:48 sustrato/biocatalizador, se obtuvieron 168.52 mg
(0.7144 mmol) con un rendimiento del 72. 02 %

En la relacion 1:40 se obtuvo 104.6 mg { 0.4434 mmol) rendimiento del 44.7%.
Empleando una proporcion del 1:30 se obtuvieron 153.27 mg { 0.649 mmotl )
rendimiento 65.5 %

En una relacién 1:24, se consiguieron 145.78 mg (0.6180 mmol) rendimiento
62.3%

En proporcién 1:20, se obtuvieron 203.86 mg (0.86mmol) rendimiento 87.12%

CONDICIONES ANAEROBIAS Y AEROBIAS
CONDICIONES ANAEROBIAS

En condiciones anaerobias, se mantuvo conslante los parametros vy
condiciones, la variable fué inyectar CO2 al matraz de bioreduccion durante la
preincubacion y la biotransformacion. El resultado obtenido de las condiciones
anaegrobias fué 140.93 mg ( 0.597 mmol ) del producto VI .cen un rendimiento
de 60.23 % .

CONDICIONES AEROBIAS

En condlciones aerobias , se utilizo O 2 | bajo las mismas condiciones.
Obteniendo 104.94 mg, (0.444 mmol) del praducto VI, con rendimiento de
44.85 %,

Para ambas condiciones el producto obtenido fué VI con caracleristicas y
datos espectroscdpicos citados en [a pagina 43.
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APLICACION DEL METODO DE BIOHIDROGENACION A SUSTRATOS
ANALOGOS AL COMPUESTO (Z)-2,3-DIFENILPROPENINITRILO (L11)

2-FENIL-3-METIL PROPENONITRILO ( IX)

La biohidrogenacion de sustralos andlogos s¢ efectud siguiendo la
metadolagia general de biohidrogenacion, empleando las condiciones
encontradas para el producta Il

Se produjeran las cantidades necesarias del producto XI a partir del
compuesta IX para realizar sus exparimentos respeclivos de RMN,IR por los
cuales se identifico a! 3-fenil-4-melil-5-aminoisoxazo! (XI) con un pf= 85-86 °C
y rf= 0.634 en una mezcla de 7/3 ( hexano-acetato de elila ).

Los datos especlroscdpicos de ambos productos oblenidos estan descritos
en el ANEXO 1 ver pagina 69 .

RMN (CDCI3) § 7.47 (5H.m ), 4.61 ( 2H.s ) (intercambia con D20 ), 2.3 (3H:s )
IR 3394,1433,1329,1011 cm"1.

2-FENIL-PROPENONITRILO (X )

Igualmente se prepard el compuesto X11, a partir de X, en cantidades
suficientes para obtener datos de RMN,IR, del cual se identifico e! 4-fenil.5-
amlnoisoxazal (XII). con un rf=0,52 en una mezcla de 7/3 ( hexano-acetato de
etilo ). RMN (CDCI3) § 8.2 ( 1H,s) 7.5 (5H.m) 4.7 (2H,s) (intercambia con D20 )
IR 3489,3396,1641,1492,1456,1075 cm-!
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REDUCCION QUIMICA DE (Z)-3-NITRO,-2-3 DIFENILPROPENONITRILO (I11)

Se prehidrogeno:en un matraz de hidrogenacion de 125 mt. se colocaron 0.15g
de Pd/C suspendidos en 20 mL de acetalo de etilo se agitaron vigorosamente
se burbujed hidrogeno durante 2 hrs a presion atmosferica y temperatura
ambiente.

Despues se agregd [I11 1.5 g { 6 mmol ) disuelto en 10 mL de acelato de etito
La mezcla de reaccion se agitd y mantuvo en el hidrogenador durante 24 hrs
mas.

Por cromatografia en capa fina se observo reacion total.

La mezcla se fillro a través de celita, realizandole lavados can acelato
de etila, se evapord el disalvente.

El residuo obtenido se recrislalizo de etanol.

Obtenienda 82.6254 mg ( 0.350 mmol ) con pf=160 °C f=0.457 de hexana-
acetato de etilo (7/3) , de agujas color amarillo claro can rendimiento 35.31%..
Caracterizado como 5-amino-3,4-difenilisoxazol (V1)

Por sus datos espectrocépicas de RMN,IR Y EM ver ANEXO 1 y especlros en
tas pags 68, 81,82 y 83.

RMN H(CDCL3) 8 7.49 ( 10 H 1,m) , 453 (2 H! s) (intercambio D20}

1R 3490,3394,1637,1603,1502,1477,1431,1073,1014,964,888 cm -
EM(CI,70 eV) m/z : 236(M*+100),208(62.9),89(47.7).
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BIORREDUCCION DEL 5-AMINO 3-4-DIFENILISOXAZOL ( V1)

En la bioreduccion sustrato V1I:En un matraz fermentacion de 500 mL se
colocardn 100 mL de solucién buffer (fosfatos) a pH=6 con 5 g de fuente de
carbono (glucosa) asi como 10 g de levaduras de pan (Saccharomyces
cerevisiae ) se tapo y agitd durante 30 min a 116 rpmy 30 °C.

Después de realizar la preincubacion, se agregé 100 mg (0.423 mmol ) dei
sustrato V1 disuelto previamente en 10mbL de una solucién 1:1 de
acetona/etanol

Se agitd durante 12 hrs mas bajo las mismas condiciones

El tratamiento a seguir es el empleado en el método general de
biohidrogenacién. El residuo obtenido fué purificado con 30 g de silica gel por
cromotagrafia en columna utilizando como eluyente una mezcla 1: 1 de hexano/
acetalo de etilo saliendo en las fracciones 10-15 el producto

Se obtuvieron 60 mg ( 0.254mmol ),rendimiento de 60 %, con pf=168-170 °C,
rf= 0.18 de hexano-acetato de etilo (6/4 ), de cristales blancos producto V11,
caracterizado como 2-amina-3-fenilcetona-benzofurano.

RMN H'(CDCL3 ) 67.8 (2H, m}, 7.4 (5H, m), 7.2 ( 2H, m } 5.86 ( 2H, s )
I.R 3517,3390,2335,1750,1659,1576,1453,1398 cm-
EM(C1,70eV) miz; 237 (M+,0.4),105(100},77(21).

Ar Ar

Levatuas de pan 0
N NH;  anserobus 7/ \
\\"/I HN Yo7
VII

La asignacion de las seriales ver ANEXO 1 pagina 68 , asi como los espectros
en las pags. 84,85 y 86.
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HIDROGENACION CATALITICA DEL:5-AMINO-3,4-DIFENIL-ISOXAZOL (V1)

En un matraz de hidrogenacion de 125 mL: se colocaron (0.10 g ) de Pa/C
suspendido en 20 mL de etanol al 98%, se agitd vigorosamente a esta
suspension y se burbujed hidrogeno durante 2 hrs a presion atmosférica
(hidrogenador).

Se agrego 1g (4.2372 mmol) de VI disuelto en 10 mL de etanol al 98%
Manteniéndolo en el hidrogenador y con agilacion constante durante 24 hrs.

La reaccidn total se observd por cromatografia en capa fina.

Obteniendo ( 0.840 mmol) (47 mg ) de cristales crema con pf=170-171 "C,
con un rf= 0.3191 de hexano-acetato de etilo ( 6/4 ) con rendimiento de 19.91
%. producto VI, caracterizado como 2,3-difenil-3-amino-enamida

Con los siguientes datos espectroscdpicos -

Los grupos funcionales a los que corresponde cada senal ver ANEXO 1 pagina
68, asi como los espectros se observan en las pags. 87,88 y 89.

RMN H3}( CDCL3) §7.5 ( 10Hm), 5.8(2H,5).5.4(2H,s)
IR 3460,3150,1635,1560,1060,960 cm-1,
EM (CI.70eV) miz; 238(M*, 69.2),220(100),106(43.4)

Ar
Ar Ar PaC
/__ Bl l CONH;,
L H; AN
[+] Ar
vi Vil

50



RESULTADOS Y DISCUSION

Los -nitroestirenos (E}-2-fanil-nitroctena I(a), (E}-2-(p)-tnetoxifenil-nitroeteno
I(b), (E)-2-m-metoxifenil-nitro-eteno 1 (c), 2-(o.m-dimetoxifenit }-2-metit-
nitroetena | (d), se prepararon mediante una condensacidn de Knovenagel a
partir de un benzaldehido sustiluido y nitrometano catalizados por una base.
Reaccion 40

0 RI’ T“" Ry NO2
n O “hase - -Ha0 N\
«C-Ra -Cla-Ni R;-CC-Ry 222 =
Ry-C-R3 R:-Cla-NO; LKOI S Ra
o Ra R
had=Ry=H R=6,R =11
Hby=Ry=1LR3=0-p-OMe R =1
Ke)=Rj=lRy=¢-m-OMe,R y=11
1(d)=R) =§1.R326-2-OMe.R3=CH;
REACCION 40

La elabaracion del ( 2 )-3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo (1t1) se hizo en dos
etapas: La primera consistid en la condensacion del benzaldehldo y
fenilcinnamonitrilo catalizado por hidroxido de potasio. Reaccion 41

0]
~ ~ CN @
l + KOft =,
-~
CN
(a) b) 1]

REACCION 41
El segundo paso fué la nitracion del fenilcinnamonitrilo (L) con gases
nitrantes como el N204 generados en el laboratorio en presencia de yado,
Cuando se empled como disolvente acetonitrilo se formdé el (Z)-3-nitro-2,3-
difenilpropenonitrilo (If).Reaccion 41
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d
X

-
| ~N N N0l s !
~ CN Acetonitrilo NO,
CN

i i1l
REACCION 41
De dicha nitracidn se obtuvieron unos cristales de color amarillo canario con
pf=89-30 -C y un rendimiento de 74.42 %
El mecanismo de la reaccion de nilracion esla basado en las investigaciones
realizadas por N.Levy C.W. (35) y se propone un mecanismo ionico para la
obtencion de I, como se observa en la Reaccion 42.

H NO, ‘
“, \o NO, 1 : N
—
(] \ CN /"T CN Q’ o ®
NO,®
1 1
REACCION 4

Para la elaboracién del isomero (E}-3-nitro-2,3-difenitpropenonitriio (1V) se
generaron los gases nitrantes N204/ (2 de igual forma que en la preparacion
de (Z), pero en éste caso se empled tetracloruro de carbono como disolvente,
obieniéndose una mezcia de (2) y (E).

NO,
NN N-Oy/l» - |
I Tetracloruro ~ o + -
< CN .. NO, ~
de carbono PN CN
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Para familiarizarse con 1a melodologia experimental de las biotrasformaciones
se prepararon los {J-nitroestirenos y se sometieron a una biotrasformacion
siguiendo integramente Jas técnicas de Misuhiro Takeshita (14).

Una vez que se eslablecio el método experimental de bioreducidn en el
laboratorio se sometieron los sustratos (E)-2-fenil-nitroeteno I(a), (E)-2-(p)-
metoxifenit-nitroeteno  1(b), (E)-2-m-metoxifenil-nitro-eleno 1t (c), 2-(o,m-
dimetoxifenil }-2-metil-nitroeteno | {d).y se obtuvieron los productos 2-fenil.
nitroetano V(a ),2-(p)-metoxifenil-nitroetano  V(b),2-(m)-metoxifenil-nitroetano
Vic), 2-(o,m-dimetoxifenit)-2-metil-nitroetano V(d) y ios resultados fueron
semejantes a los descritos en la literalura. Reaccion 43

R
R
)\’/ NO, NO,
R, levaduras de pan R, i
R,y R,

I(a) Vi{a)
Ha)=R;=H.Ry=¢,R3=H V{a)=R=H,R,=¢,R;=l}
[(b)}=Ry=FlRy=¢-p-OMe,R3=H Vib)=Ry=H,R)=¢-p-OMe Ry=H
He)=R;=H Ry=¢-m-OMe,Ry=H Vic)=R =11 R3=¢-m-OMe,R 3=H
[(d)=Ry=H,R;=6-2-OMe R ;=1 V(d)=Ry=H,R3=0-2-OMe Ry=}H

REACCION 43
Los productos obtenidos fueron identificados por sus datos espectroscapicas
de RMN,IR.Los dalos anteriores se observan en el Anexo 1 pagina 68, (14)
TABLA3
PROPIEDADES FISICAS Y RENDIMIENTO
DE L.OS PRODUCTOS OBTENIDOS.
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Se ha encontrado que la biotransformacién de nitroalquenos la provoca la
hidrogenacion del doble enlace C=C y no se llega a la reduccidn del grupo
NO, (14)

Por otra parte los nitroalquenos con sustituyentes aromaticos, que a su vez
estan sustiluidos por grupos hitro en las posiciones orto, meta y para (14). se
produce la bioreduccién del grupo nitro del anilio aromatico a la
correspondiente anilina, no reduciendo el grupo nitro sobre la doble ligadura,
en algunos casos se ha logrado reducir el doble enlace C=C de los
nitroalquenos. (14),(29).

Haciendo un estudio de estos antecedentes en la literatura consideramos
como requisitos estruturales para la bioreduccion de sistemas nitroalquénicos
los siguientes puntos: 1) grupos desactivantes NO2,CN esten en posicion cis,
2) que tengan un suslituyente aromatico en posicidn trans al NOgz. 3) Ser
similares electrénicamente a los grupos carbonilo u,f} insaturados.
Basandose en estos punlos se eligié el (Z)-2,3-difenilpropenonitrilo (I11)
como modelo de estudio para llevar a cabo su biotransformacion y establecer
los productos formados

(0]

i

N
H o
R C&N
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Para establecer las condiciones experimentales de la biotransformacion del
compuesto Il y aprovechando el poder reductor de las enzimas de las
levaduras de pan (Saccharomyces cerevisiae) y el medio, consideramos
otros parametros no presentes en las reacciones quimicas tradicionales. Asi
pues enseguida se describen algunos de los parametros que se cuidaron
para lograr los objetivos.

Los mas importantes son efecto del biocatalizador,fuente de carbono,pH,

tiempo, concentracion de sustrato, biocatalizador, condiciones anaerobias 0
aerobias (14)(50},

Se realizaron 2 exparimentos para comprobar si en realidad es una
biotransformacion: El primero consistio en la termoinactivacién del
biocatalizador por temperatura, para lo cual se logré calentando el medio y las
levaduras de pan durante 15 min sin agregar el sustrato I11 adn, después se
realiza la preincubacion durante 15 min en seguida de este tiempo se agrega
el sustrato 1.

Obteniendo a la materia prima I1I en un 90 %, el biocatalizador es parte
fundamental para realizar esta reaccion de transformacion.

Ei segundo experimento fué para observar el efecto de no agregar
biocatalizador este se hizo colocando el medio sin la levadura de pan a
preincubacién durante 15 min después de este tiempo de agregé el sustrato
Iy se dejé 2 hrs para su biotransformacion, resultando la materia prima
11§ en 96%, por lo cual es necesaria la presencia del biocatalizador.

Otro experimento que se realizdé fué para identificar el tipo de enzimas
participantes

La cusl (metodologia descrita anteriormente en la pag 42), por este se logré
establecer que las enzimas endocéiulares( dentro de la célula) son las que
realizan la biotransformacion.
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FUENTE DE CARBONO
Se manejaron 4 posibles fuentes de carbono, tabla 4 de Ia cual se encontré
que la fuente de carbono que mayor rendimiento di6 fu¢ AZUCAR COMERCIAL.

Sin embargo esla descrilo que la mejor fuente de carbono es la glucosa
(14 )(50),

TABLA 4
ANALISIS A DIFERENTES FUENTE DE CARBONO
RENDIMIENTO FUENTE DE CARBONO
%

46 91 SACAROSA (R A)
49 88 ALMICON

|__ 8527 GLUCOSA
50.49 AZUCAR COMERCIAL

EFECTODEL PH
Otro variable que se considero {ué pH, para la cual se eligid un intervalo de
pH=4 a pH=8, por ser de un rango accesible para el crecimiento de las
levaduras de pan , segun Naoki Kobayashi y Kazuhiko ( 15)
En este trabajo se encontrd que el pH=6 fué el dptimo dando el mayor
rendimiento, como se muestra en la tabla 5

TABLA S

ANALISIS DE RENDIMIENTO
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TIEMPO

El tercer parametro que se tomo, en cuenta fué el tiempo de biotransformacion.
El cual se establecio en un intervalo entre 0.5-24 hrs. eligiendose este por
considerario et necesario para realizar la biorreduccion (14)(15). Los
resultados conseguidos en dicho intervalo se tabulan en fa siguiente tabla. De
la cual analizando los datos el liempo dptimo de biotransformacion total del
sustrato Il es a tas 2 hrs.

TABLA 6
RENDIMIENTO TIEMPO  HRS
%

34_8 05
35 84

54 69 15
87.84 2
48 72 4
39.68 5
35.67 12
20.18 24
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CONCENTRACION DE SUSTRATO RESPECTO A BIOCATALIZADOR

Para sislemas simitares a 111 (1} el cuarto parametro que se considerd y

hasado en los antecedenles fué de establecer el intervalo de Ia relacion de

concentracion enlre sustrato-biocatalizador.

Los resullados se muesiran en la siguiente tabla 7 se encontré como

concentracion favorable para la biatransformacion la relacion 1: 20 { sustrato/

biocatatizador )

Encontramos que cuando se oumentaba la cantidad de! biocatahzador se

aumentaba la formacion de otro producto asi misino cuando se bay o

cantidad de biocalalizador se favorece la formacion del producto mayoriatrio.
TABLA7

DATOS ENCONTRADOS A DIFERENTES PROPORCIONES

RELACION RENDIMIENTO
LSUSTRATO / BIQCATALIZADOR %
1: 48 12.02
1. 40 44.70
1:30 65 5
1:24 62.3
1.20 8712

La otra variable impartante que se considerd es la influencia del oxigeno y el
dioxido de carbono durante la biotransformacion. Esta descrilo que en olros
sistemas de biotransformacidn que en condiciones anaerobias y aerobias et
rendimiento era mejor en condiciones anaeroblas.
En el presente trabajo fas condiciones favorables encontradas son las
ANAEROBIAS. tabla 8
TABLA 8
CONDICIONES EMPLEADAS
CONDICIONES RENOIMIENTO
%

ANAEROA8IAS 60.23
AEROBIAS 44 .85
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El sistema bioldgico enzimatico bioreduce solamente al isomero Z entonces
aprovechando esta biotransformacion de la mezcla de Z y E, se utilizd como
método de separacidn de estereoisdmeros.

Cuando la mezcla de E y Z se sometieron a las condiciones de bioreduccion
unicamente Z se biotransforma obteniéndose el 5-amino-3.4-difenilisoxazal
(V1) y al no reaccionar ( E ) -3-nitro-2,3-difenilpropenonitrilo (IV) se obtiene a E
en farma pura corno un sdlido amarillo claro y en un rendimiento de 35 %. Otra
forma de separacion es por cromatografia en columna empleando silica gel
soportado sabre nitrito de plata. Debido a la mezcla de productos abtenidos
por el cambio de disolvente se propone un mecanismo mixto,uno de ellos para
{a obtencion de Z por mecanismo idnico (antes descrito pag. 52) y E se forma a
través de un mecanismo de radicales libres como se describe en la reaccion
44

[ N N I
o g
n I j
NO2 ¢
o CN
\Y%
REACCION 44

Los isémeros E y Z oblenidos fueron identificados por sus pf, ccf descritos y
por sus dalos RMN,IR y EM, Ver Anexo { 1 ).pagina 67 asl como sus espactros
en las pags. 78,79 y 80.
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La biotransformacion de Il llevd a la obtencion del 5-amino-3,4.-
difenilisoxazol (V1) como producto mayoritario. gque se identificd por
RMN,IR,MASAS,ccf y pf. Algunas bandas caracleristicas son
1014,1341,3394,3490 cm-!.concuerdan con las descritas para dicha producto
(V1) ver ANEXO 1 pag. 68. Reaccion 45

NO, N @ : I

C N
levaduras de pan //
: ( 2hrs NG Hz

¢ ¢ pli=6 [}
anacrobias

m Vi
REACCION 45

El producto formado se puede explicar mediante dos mecanismos.

En el primero ocurre exclusivamente la biorreduccion del doble enlace C-C
activado y después la reduccién del grupo nitro para formar posleriormente la
oxima ( A } y en seguida ocurre la ciclizacion para formar finalmente a V1.

El segundo mecanismo de reaccion ( B ) se puede explicar por la formacion de
la hidroxilamina para formar el heterocictico V1 ambos mecanismo son
posibles para explicar la formacidén de V1. Reaccion 46
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REACCION 46

Una vez que se establecieron las condiciones experimentales optimas de VI
se decididé continuar con la biorreduccién y se llego a la formacién de un
compuesto VII después de 12 hrs ( camino 3)

Por otro lado se encontrd que si 11l se dejaba mas tiempo 48 hrs en las
condiciones de biotransformacién ( camino 2 reaccion 47 ) se obtiene el
compuesto VII,

El compuesto ( VII ) fue caracterizado por RMN,IR, masas, Ver Anexo (1),
pag 68 con un pf=168-170 °C y rendimiento de 60 % vy sus espectros ver
pags. 84,85 y 86,

Et compuesta VII es 2-amina-3-fenitcetona-benzofurano.
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NO» At Ar

: e
AT N NH,

Ar \0
Vi

1 \
/‘
\ =
=y \Q
HaN 0/
Vil

1.- Levaduras , 2 hrs
2 - Levaduras, 48 hrs
3 - Levaduras 12 hrs

REACCION 47

El producto 111 se someli¢ a una reduccién quimica en un hidrogenador
catalitico con (Pd/C) al 10 %, se obluvo el compuesto VI entonces debemos
pensar que hubo posiblemente la hidrogenacidn del doble enlace y las
siguientes elapas de reducién del grupo NO2 y del nitrilo que llevaron en eslas
condiciones al 5-amino-3,4-difenilisoxazol (VI) aunque en menor rendimiento

35.3%.Reaccion 48
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REACCION 48
Posleriormente el compuesto VI se someli6 a una reaccion de
hidrogendlisis, provocandose la apertura del anillo, el cuatl did lugar a la
3.amina-2 3difenilpropenamida (VIII) con 19.9 % de rendimienlo.
Reaccion 49

N Ar Ar
o >__
Hy / Pd IC
Ar “ReOE! Ni NH,
At o}
111 Vi
H2/PdiIC
EtOH
Ar
CONH,
HaN
Ar
viul
REACCION 49

El producto obtenido por reduccion quimica de VI no es el mismo que de
biotransformacion de VI
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Debido a que en el medio de biotransformacion hay suficiente cantidad de
NADPH generado durante Ia fermentacion, et cual es un agente reductor

y este realiza la reduccion total del producto V1 motivo por el cual la reduccion
quimica no da el mismo producto.

Los compuestos fueron identificados por sus datos espectroscopicos de
RMN,IR Y MASAS. Ver ANEXO 1 pagina 68 y los espectros en las pags 87,88y
89.

En seguida se hace una comparacién de metodologias para resaltar la
importancia del uso de biocatalizadores en sintesis organica y la gran ventaja
que presentan al emplearlos. Como se puede observar en la tabla 9 el
rendimiento es mejor cuando se empleo un reactivo biologico que un reactivo
quimico, considerando ademas que son de facl empleo, econémicas y
biodegradables.

TABLA 9
RESULTADOS OBTENIDOS POR AMBOS METODOS
RESULTADOS RENDIMIENTO
CONDICIONES %
BIORREDUCION 87.12
REDUCCION QUIMICA 3511
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El método general de biotransformacion empleado para sinlelizar el
5-amino-3 4-difenilisoxazol  (VD), se utilizd para obtener otros
5-aminoisoxazoles. Para lo cual se empleardn sustratos analogos a III, comc
3-nitro-2-fenil-3-melitpropenonitrilo ( IX ) y el 3-nitro-2-fenilpropenonitrilo (X) y
se sometieron a las mismas condiciones experimentales descritas.

Se consiguio la biotransformacion de IX, obteniéndose en rendimientos
bajos, un producto con pf=86 - C ,que se caractizd por RMN,IR ({ ver Anexo 1
pagina 69 ) como 5-amino-3-metil, 4-fenil isoxazol (X1) y para el caso de 3-
nitro-2-fenilpropenonitrifo ( X ) se logro identificar el 4-fenil-5-aminoisoxazol
{XII) como producto principal liquido aceitoso con un rf=0.5 .en rendimientos

bajos y sus dalos espectroscopicos estan en el Anexo (1) pdagina 69
Reaccion 50

CHy Py a @

N N0z Glucosn, anaerobias N 07

X XI
il ) H 4]
evaduras de pan
" NO. pH=6, T=2 hrs N
NC © Glucosa, anaerobias Hy o
X X1
REACCION 50



CONCLUSIONES

1.-La técnica de nitracion desarrollada para la obtencion del (Z)-3-nitro-2,3-
difenilpropenonitrilo (1111 y la del (E)-3-nitro-2,3.difeniipropenonitnio (1V), da
excelentes rendimientos. Se considera, como un método de nitracion de
alguenos.

2.-Se desarrolld un nuevo metado de sintesis de! 5-amino-3 4-difenilisoxazol
(VI) con mejores rendimientos, que la reduccion catalitica y mas sencillo  que
los anteriormente descritos y es una tecnologia limpia para el ambiente.

3.-Se encontraron y optimizaron las condicinnes experimentales para la
biotransformacion  de!  (Z) -3-nitro-2,3,-difeniipropenonitrilo (111)  al
5-amino-3,4-difenilisoxazol (V1). Comprobandose la quimioselectividad y la
esterecespecificidad de las enzimas para esle sistema nitroalguénico
(Reaccion 45 ).

4.-Se establecio que las enzimas endocelulares son ias que participan en la
biotransformacion de la clasificacion de las alcohol-deshidrogenasas.

5- Es la primera vez que se reporta la reducién de grupos nitro sobre doble
ligadura.

6.-E! método encontrado se aplicé a los sustratos (111,1X,X) y se obtuvieron
los respectivos 5-aminoisoxazoles { VILXLLXI1 ) ( Reaccion 50).

7.-L.a apertura de! anillo 5-amino-3 4-difenilisoxazol (V1) se logré por dos
caminos , uno de ellos usando levaduras de pan (Saccharomyces cerevisiae)

y por reduccion quimica, consiguiendo los productos VIl y VIII (Reaccion
47y49).
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ANEXO 1

DATOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN V HE IR

RMNTR

INFRARROJO

COMPUESTO
§ (ppm) JzHz cm-1 ]
Ha) 7.H2¢5H.m, ar) a7 (HC=CH. F)
5 45(2H.0.d.4=8.8) 1067 3047 (an)
{C'.CY) 13471522 ( nitro)
_ - 1635 (C=C)
K ',b"..) . 7 9-8.0 {H.d.J=20) (C?) 822 (p-sustituido)

7 52 (M. d.J=200(CY)
7.5 (2HL.0,=20 ) (CZ.CH)
7.0 (2Hd.J=20) (C'CH)
3.8(3H,51-OCHg)

957 (HC=CH,E)
1345.1512 (nitro)
1637 {C=C)

8 (1H.d,J=20) (C?)

7 53(1H,d.J=20)(CY)

7 41{4H.M){CZ.C¥ C5.CH)
3.9 (3H.s) ( -OCHy)

7.40 (10Hs ) (2-ar)

681,721 (ar.m-disust.)
967 (HC=CH, E)

1637 (C=C)
13451512 (nitro)

1046,3055 (ar -OCH 3)
1656 (C=C)
1325,1518 { nitro}
1387 (-CH3)

1035,1737 (C=C.2)
1097 (aromatica)
1375,1542 (nitra)
2300 (nitrilo)

7.75(4 H, m ) ( ar. C2'8)
7 5 (6H,m) (ar.C¥¥.5)
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972(C=CE)
1000 (ar. mono)
1355,1533 (nitro)

2222 (nitrilo)




V( u.)

7.5(OH.m, ar }
462K CH
29 (21 (C)

933,11725 {ar mon)
11751345 ( C-C.C-H)
1415615654 ( nitro)
1377.9452 (CHa)
G09.970 ( ar. manoi

1560 (amida,amina )
1635 (carbonio )
3150-346Q (aina)

V(b) 716 (i d.d J=1818 ar )
46 (2HH{CY 1034 ( -OCHg-ar )
38 ( 3H.5) ( -OCH3) 78 2928(C-C. CH )
3.3 (2H) (CY 1379,1553 (niro)
V(e)~ 7.3 (1HH) (CT) 873 ( ar mono)
6.8 (3H.m) ( CY.CY.CH) 1054 ( ar-OCHy)
45021 Ch 11571260 ( C-C)
3.8 {3H.5) ( -OCH3) 1379.1554 (o)
3.3 (260 (CY) _ [l2928 (C-H )
vig 6.79 ( 2H,5) (CT-CH) 672,938 (ar)
T 6.69 (1H.s) (C5) 1048 ( ar.-OCHa)
4.98 (1H,sexiuplete) (C?) 1181,1282 (C-C)
3.68(6H,d,J=20)(20CH:;) 1360,1549 (nitro)
1.6 ( 3M.d.J=16) (-CHy) 1390 (-CH2) .
V.1 7.49 (10H.m) (2-ar) 964,1014 ( ar mono)
' 453 (2H,s) (intercambia 1413 (C-0)
con D;0) (NHy) 1341.3394.3490 (-NH,)
¥l | R 7.8 (2H,m) { C56) 1398 (-NH3p)
7.4 (5H.m)( CZ-3 456 1453 (C-0)
# 7.2 (2H,m) ( C7.8) 1659 ( celona ar. )
5.86-6.30 (2H,5) (-NHy) 3390 ( -NHy )
v 7.5 (10H.m) (2-ar.) 960 (HC=CH, E )
5.8 (2H.s) { CONH)) 1060 (HC=CH-NHj )
w5 5.4 (2H,s) (NHD)

68




IX

75 (hHim) (ar )
23S CY CHY Y

78 (5Hmyar )
53 (Hu)(CH

7.47 (5H.m) (ar.)

4.6 (2H,s) (Intercambia can
D20 ) (-NH2)

23 (3H.5) (-CHa)

a8.4 10710 (@ mono)
13331536 (ntro)
1387 (-CH )

1630 (C=C)

2200 ( mtnlo )

999 1025 ( ar mano)

1341531 (it
16513 (C=C}
1727 (HC=CH)
2288 ( mtrdo)

1011 (ar. mono}
1329 (-CHy)
1433 (C-O)
3394 (.\NHy)

T8 2 (1Hs) { C3)

7.5 (5Hm) (ar.)
47 {2H,5 ) { intercambia
con 070 )

1075 ( ar. mono )
1456 {C-Q)

1641 ( nitrilo )
3396.3489 (-Nily)
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ESPECTROMETRIA DE MASAS _

COMPUESTO

PM
(g/mal)

EM{CIL,700V)
miz

250

FEOMT V1HC i H 4 N2 Oy
204 (1007 { Co-H Ny
178 (5) 1 CoaHs )Y

1v

250

151

181

250 (MY 7)(Cya My N2OL)
204 (100) ( Gyt NY ¥
177 (5) (CraHy )t

151( MY 15)(CaHLNO;)
105 (95 7) (CaHa)*

77 (100) ( CyHa) ¥
181(M+ 5) (CyHyINOy)*
134 (71.4) (CoHy,0)*
121 (100) CygHs0)*
181(M*,3)(CyH, ;NOy)
121 (56.8) (CgHuO)*
77(48) ( CeHe) ¥

225 (M* 48} (C1.H NG9t
178 (100) { CisHUNOY)T
122 (10) ( C;H,0,)

237

238

236(M*,100) (Cy5H12N,0)
208 (62.9) (C1aH1oNa)*
89 (47.7) (CiH)*
237(M*,0.4) (C15H1oNO2)
105(100)(CH0)+
77(21)(CgHs)*

23B(M*,69.2) (CysH 4N, 0)
220(100)(CysHi Nt
106(43.4)(C H;N)Y
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ESTRUCTURAS
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