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RESUMEN

En muchas de las metodologias descritas para la sintesis de bencimidazoles y de otros
compuestos heterociclicos con nitrdgeno, 1a reduccion de un grupo nitroaromatico para formar
una amina es un paso clave. Esta reaccion, aungue se puede efectuar por una gran variedad de
agentes reductores, es poco selecliva y afecta a otros grupos funcionales. Por lo tanto, gran
parte de la investigacion que se realiza al respecto, esta enfocada a la busqueda de reductores
sin esa desventaja y, que ademas, sean baratos, sencillos de utilizar y que generen el minimo
de deshechos t6xicos. Una alternativa interesante que parece cumplir con estos requisitos es el
uso de microorganismos.

Saccharomyces cerevisise es una levadura capaz de reducir gquimio y
regioselectivamente grupos nitroaromaticos, por lo cual se decidid investigar sus aplicaciones
en la sintesis de bencimidazoles. Se eligid a la 2 4-dinitroacetanilida (1) como un sustrato
modelo de este tipo de reaccion y se investigd su reduccién por la levadura mencionada. Los
primeros resultados indicaron que los productos de la biotransformacion son la 2-amino-4-
nitroacetanilida (2), el 2-metil-6-nitro-1-hidréxibencimidazol (3) y el 2-metil-6-nitrobencimidazol
{4) (Esquema 1). Un analisis mas detallado a tiempos cortos de reaccién, nos permitic aislar y
caracterizar al primer intermediario: la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida (5). Al seguir la
concentracién de cada especie a lo large de dos biotransformaciones a diferentes pHs, fue
posible proponer el mecanismo del esquema 1. Los pasos &y b son catalizados por la levadura,
mientras que los paso ¢ y d ocurren espontaneamente en el medio de reaccién favorecidos por
un medio acido. De esta forma, se lograron inhibir los procesos de ciclacion y dirigir la reaccion
hacia la formacion mayoritaria de la 2-amino-4-pitroacetanilida (2) al realizar la
biotransformacién con un pH constante de 7.5. Utilizando el mismo procedimiento se probaron
una serie de 2,4-dinitroacilanilinas con la levadura, obteniéndose las 2-aminc-4-nitroacilanilidas
correspondientes en rendimientos entre un 80 y 90%. Después se realizé la ciclacién de estas
aminas en acido acético para formar los 2-alquil-6-nitrobencimidazoles con rendimientos muy
parecidos. Esta metodologia para producir precursores de bencimidazoles es novedosa,
altamente regioselectiva, facil de realizar en el laboratorio y no genera residuos toxicos.

N,
Esquema 1 /@: \>—CH
N

o) 4 4

OH
2:Metd-6-nitrohidroxbencimidazol

cH,
NHOH /Ik
—ﬁ N
HN CH, =
NH
NH,
d

2,4-Cintroacetandida Z-Hdroxilamin.o-4-nitraacetaniida

NO, NO,

2-Aming-4-niroacelaniida 2-Metit-B-nttrobencimidazol




INDICE

TINTRODUGCCION ......ooooeeeoosetiesesseseserssesnnesasneasenses somssesnnsssnsmesssstipantassassss s senassassnszasas 1

1.1 COMPUESTOS AROMATICOS NITRADOS covcveveresseremreticiimasmarmarnesianisnrartnranmesssnnasnasssssnasase 1
1.2 SINTES!S DE COMPUESTOS HETEROCICLICOS A PARTIR DE COMPUESTOS AROMATICOS

NITRADOS .o icuveerceeemverassrasrere s iasesssst s isssassanssssans e rsmassessrsananesnssosares verresssmiressaseesrerssserressn 3
12,1 BENCIMIDAZOLES ... iiiiiiiteiisririrsrsiaetsieeaeeeeeeamnee s s er e amss e s st b e s s s vm e ms s e as e e et 3
1.3 REDUCCION QUIMICA DE GRUPOS NITROAROMATICOS ...oiiiisiirinnrencenniessnnssssssssnsessenes 7
1.3.1 REDUCCION DE GRUPOS NITROAROMATICOS A NITROSCAROMATICOS ....oooivririniierne. 8
1.3.2 REDUCCION DE GRUPOS NITROAROMATICOS A HIDROXILAMINAS ... 9
1.3.3 REDUCCION DE GRUPOS NITROAROMATICOS A GRUPOS AZOXl. ... vvivvnre e ean 11
1.3.4 REDUCCION DE GRUPOS NITROAROMATICOS A GRUPOS AZO EHIDRAZO .................. 11
1.3.5 REDUCCION DE GRUPQS NITROAROMATICOS A AMINAS AROMATICAS (ANILINAS)....... 12
1.3.6 REDUCCION REGIOSELECTIVA DE DINITROARENDS ... .uiiiiiiiriccriiaiesicnnamniaanenseens 15
1.3.7 PROBLEMAS EN LA REDUCCION DE COMPUESTOS AROMATICOS NITRADOS............... 16
1.4 BIOTRANSFORMACIONES ....cconneereecrensrerann eeresrateeeaeeierersereseeesiraeressaanraerertriasranrirsanren 17
1.5 BIOTRANSFORMACION DE COMPUESTOS AROMATICOS NITRADOS ..covvvennns roreresrnnenans 18
1.5.1 NITRORREDUCTASAS . ..ottt iieitiieieitee s e ae e et e et ate et e araseaanneensrereneaeninneneans 20

1.5.2 BIOTRANSFORMACION DE COMPUESTOS NITROAROMATICOS CON FINES DE SINTESIS
ORGANICA .t i ittt r et st et s e e e e eee e et et ntneet e te e rnbenn e et e 23
1.5.3 SINTESIS DE HETERQCICLOS A PARTIR DE LA REDUCCION DE COMPUESTOS

AROMATICOS NITRADOS CON SACCHAROMYCES CEREVISIAE ........oiiiiiieieeci e 26
20BJETIVOS ....ooveevaiisrasranes 4tieissatsiriisiesesiesissosrassssrssspicessssssgssassssssssssssiissssssssessessesssss 28
3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.......cccccvuuieeieiseicsarsarensrmsanseesssssnassseessnssasassmsssnseas 29

3.1 MATERIALES ¥ EQUIPOS . iiiemeririsieiieerecienirassssesseressrnsrrasarmnmerrrmsens sonanserseasnsasasanssennnnn 29
3.2 IETODOS cevuniieuieensacerersressrssmnseseseesannnstaessssasssssetsnssmesnssesnnsssnsmssnerssssssstonsnenssserssnnnnns 30




4 RESULTADOS .....icceeriiueersireriississsiiaiies s s sinnovesssnnnresosasansssinsansassnsearnzzasseensesnzess 35

4.1 COMPORTAMIENTO DE LA 2,4-DINITROACETANILIDA FRENTE A LOS CONSTITUYENTES DEL

4.2 PRODUCTOS DE LA BIOTRANSFORMACION DE LA 2,4-DINITROACETANILIDA EN UN MEDIO
SIN AMORTIGUADOR ....covtmeeirrsnsassisinsress sheeetesiossmesnsssiasss s antnerassassasssebasaassnsssonsmnmsarenssssssans 35
4.3 CURSO DE LA REACCION DE LA 2,4-DINITROACETANILIDA CON S.CEREVISIAE EN UN MEDIO
SIN AMORTIGUADOR {PH = 3.5} ccovrrircecrianenes errrrreerisisesrenssastnessesesanaras bengsiensesesasenn 37

43,1 ESPECTROSCOPIA UV ..o iieeete s ee e e n e siran s e 37

4.3.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA EFICIENCIA (CCFAE) 0 HPTLC ("HiGH

PERFORMANCE THIN LAYER CHROMATOGRAPHY") ... ottt ireae e 38
4.4 REACCIONES NO ENZIMATICAS EN PH ACIDO...uuuccrimisstinmnnsaresssse s e eae s esnesrennans - 3 |
4.5 CURSO DE LA REDUCCION DE LA 2,4-DINITROACETANILIDA CON 8, CEREVISIAE A PH 7.5
................................................................ rvtitssitesseatsssesensastesanessansasseneeerenesecsssssanesnesses O
4.6 REDUCCION SELECTIVA DE LAS 2,4-DINITROACILANILINAS CON 5. CEREVISIAEAPH 7.5
..... remtesteratesteseaseesaneessesteeataseteREeatetsaastassertiates st aansanerieneneresserersnnttittttiissssirssesrannssnnssserres 46
4.7 SINTESIS DE LOS 2-ALQUILBENCIMIDAZOLES {CICLACION DE LAS 2-AMINO-4-
NITROACILANILINAS) 1 eueuereerrvrreramiossssassenssammassmianasssssnnesesssmnsssabassasnenss srassessssnnesarassnes soen 47
4.8 DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS Y ASIGNACION DE

ESTRUCTURAS . cueuueeesrarensansemreasererosisssnsssressmesmomessssassissnsnassssnssnnsesssnns terrassasasirenensrerseeersns 48
481  2-AMINO-4-NITRO-ACETANILIDA {2) evrrioreenmeeeicrenreeseeraiassansseernessns s s asam e rnseeens 48
4.8.2 2-METIL-B-NITROBENCIMIDAZOL {3) . vvenioenmeereirt e rciiaianisni s nrvseesarnimsin e e enannes 51
483 2-METIL-B-NITRO-1-HIDROXIBENCIMIDAZOL (4] 1otriiiriirineemrremeieneseae e ras s neiee s 52
4.8.4 IDENTIFICACION DE LA 2-HIDROXILAMINA-4-NITROACETANILIDA .......ooiiiiiiiiianianrainnens 55
4.8.5 CARACTERIZACION DE LA 2-HIDROXILAMINA-4-NITROACETANILIDA ..o 58
486 DATOSESPECTROSCOPICOS DE LAS Z-AMINO-4-NITROACILANILINAS .....ovviiiainnne 59

4.8.7 DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS 2-ALQUIL-6-NITRO-BENCIMIDAZOLES .......cv.e 62

B DISCUSION ......oeeessseciesecseesssrsessrcssestassisssssstsesssssassssnansasassssasss sazamsassssssassrnss crersesssasesss D5
6 CONCLIUSIONES .....ccocererreriensinteeeiaasiagssrnsisisessessmsssissssssasasesasasassss sasanansnssass razazssssran 75
7 REFERENCIAS .......cccoiimamimursaniisassseoesesireiusiieiosasrnnecnaiaseeesensrannasonnaserssenzerenzsasozzsinsinins 76




1 INTRODUCCION

1.1 Compuestos Aromaticos Nitrados

Los primeros compuestos aromaticos nitrados fueron sintetizados en 1834 por Mitscherlich al
tratar hidrocarburos del alquitran con una mezcla de acido nitrico y sulfurico.’ Desde entonces,
esta reaccién, con sdlo ligeras modificaciones,? se utiliza para preparar de una manera muy
sencilla una cantidad enorme de compuestos nitrados. El mas importante de todos es el

nitrobenceno, del cual se producen 1,980,000 toneladas cada anfio en todo el mundo (Figura 1).3
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Figura 1. Principales productos secundarios del benceno.

Aunque €l nitrobenceno se puede utilizar como disolvente, agente oxidante o
transformarse a cloronitrobenceno o acido nitrobencensulfénico (intermediarios de gran utilidad
en la fabricacion de tintas, pesticidas y farmaceuticos), entre el 80 y 95% de su produccion
mundial se destina a la fabricacién de anilina.’ Esto se debe a que la anilina es uno de los
compuestos mas importantes de la quimica aromdatica, ya que muchos productos quimicos de
primera necesidad se preparan a partir de ella. A nivel industrial sobresalen los isocianatos que
son utilizados para producir poliuretanos y que consumen cerca del 50% de la produccién

mundial de este compuesto (Figura 2).*

Al igual que el nitrobenceno, muchos compuestos aromaticos nitrados tienen como
principal destino fa sintesis de aminas, ya que estos compuestos juegan un papel muy

destacado en la industria de las tintas, pigmentos, farmacos y agroquimicos. Ademas, son




compuestos muy utiles en la sintesis organica porque pueden transformarse a muchos otros
grupos funcionales, ya sea mediante la formacion de sales de diazonio © por reacciones de
acilacion y alquilacion, entre otras (Figura 2). Por estas razones, la reduccion de grupos nitro a

aminas es una reaccion sumamente importante.
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Figura 2. Algunos derivados del nitrobenceno, el dinitrotolueno y la anilina.




1.2 Sintesis de Compuestos Heterociclicos a Partir de Compuestos Aromaticos

Nitrados

Diversos compuestos aromaticos nitrados que posen substituyentes adecuados en la posicién
orto, se utilizan en la preparacién de compuestos heterociclicos con datomos de nitrdgeno
(Figura 3).**® Este tipo de heterociclos son muy importantes porque forman parte de la
estructura de una enorme cantidad de productos farmacéuticos, agroquimicos y de uso
veterinario.® También, algunos se han llegado a aprovechar como aditives, abrillantadores,
antioxidantes, colorantes e intermediarios en sintesis organica, aungque su importancia es
menor en estas areas® La ruta sintélica de estos compuestos normalmente involucra la
reduccidn del grupo nitro para formar una amina que después ayuda a cerrar el anillo (Figura
3a-e). Aungue algunas ocasiones se utiliza una base fuerte y el grupo nitro funciona como un
electréfilo sobre el cual se cierra el anillo (Figura 3f). Nuevaments, en estos procesos [a

reduccion del nitro juega un papel muy importante.

1.2.1 Bencimidazoles

Los bencimidazoles son un caso particular de heterociclos que normalmente se preparan a
partir de compuestos nitrados (Figura 4).7*° La sintesis comienza con [a reducci6n de una-orfo-
nitroanilina para formar una diamina, la cual se condensa con un acido carboxilico u ofro
compuesto electrofilico. En el Ultimo paso se cierra el anillo mediante un ataque nucleofilico

intramolecular favorecido por un medio acido o calentamiento.

Los bencimidazoles han demostrado tener un potencial muy grande como moléculas con

actividad bioldgica muy varada. Sobresalen algunos productos antiparasitarios,'®"

14,15

antihistaminicos,? antiulcerativos,™ antivirales,''® antiarritmicos,'® cardioténicos' y contra la

hipertension’® y el asma'? (Figura 5).
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Debido a que la sintesis de los bencimidazoles es relativamente sencilla y que ademas
muchos de ellos se pueden emplear como produclos farmacéuticos, en los tltimos afios se han
preparado varias bibliotecas de estos compuestos con el fin de investigar sus propiedades
biologicas. La metedologia que se utiliza para producir muchos compuestos diferentes dentro
de las bibliotecas, se conoce como quimica combinatoria y por lo general utiliza reacciones en
fase solida.®™® Ef primer método eficiente para preparar bencimidazoles con dicha técnica
aparecio hace cinco afios (Figura 6).%' La sintesis comienza con un compuesto orto-
fluoronitroaromatico unido a una resina, el cual se hace reaccionar con una amina mediante una
reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica. Después, se reduce el grupo nitro para tener una
orfo-diamina y se condensa con un derivade de un acido carboxilico para formar el anillo, En el
Ultimo paso, el compuesto se libera de |a resina obteniéndose rendimientos crudos entre el70y
95%. Practicamente bajo el mismo procedimiento se han fabricado ocho bibliotecas de

bencimidazoles.®

o]
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F NH
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Figura 6. Sintesis de bencimidazoles en fase $élida.

Algunas nuevas variantes de este método utilizan otro tipo de resinas para evitar que los
productos presenten los grupos funcionales mediante los cuales las materias primas se unen a
la resina.?® Con esto ya no se limita la variedad de moléculas en las bibliotecas. A

continuacion se muestra un ejemplo de esta técnica (Figura 7).
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Figura 7. Sintesis de bencimidazoles en fase sdlida que no contienen grupos funcionales
especiales para unirse a la resina.

1.3 Reduccién Quimica de Grupos Nitroaromaticos

La transformacion mas comin y probablemente mas importante de los grupos nitroaromaticos
es su reduccion para formar aminas. Es quiza también una de las reducciones mas antiguas
que se han realizado sobre compuestos orgénicos. Los primeros reportes que existen se
remontan a 1854,' cuando se utilizé hierro y acido clorhidrico para fabricar anilina a partir de
nitrobenceno. Desde entonces, mas de una centena de reactivos y técnicas han sido descritas
en |a literatura para efectuar esta reduccion.**® Sin embargo, a pesar de la enorme cantidad de
posibilidades que existen, la reaccion sigue siendo objeto de diversos estudios {por ejemplo, en
los titimos dos afios se han publicado cerca de 20 articulos sobre el tema),?* ta mayoria de
ellos enfocados a encontrar nuevos agentes reductores o condiciones de reaccion que sean
capaces de reducir grupos nitro selectivamente y que, ademas, puedan hacerlo en procesos

poco contaminantes.

El producto final de la reduccién de compuestos nitroaromaticos es una amina, aunque
en algunos casos se pueden aislar y utilizar con fines preparativos los intermediarios

involucrados en el proceso tales como: nitroso, hidroxilamina, azeoxi, azo e hidrazo (Figura
8) 24,27
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Figura 8. Productos de la reduccion del los compuestos nitroaromaticos.

El mecanismo por e} cual ocurren estas transformaciones ha sido poco estudiado,” pero
se ha postulado que los grupas nitroso e hidroxilamina son dos intermediarios claves (Figura
8).27" Los compuestos azoxi, azo e hidrazo se forman a partir de la condensacion de dos
moléculas de Ios intermediarios, o de una de ellas con una amina (Figura 8).***” Generalmente,
la formacion de cualquiera de estos compuestos es una reaccién colateral no deseada, aungue
en algunas ocasiones y bajo condiciongs especiales, se pueden obtener como productos

principales.

1.3.1 Reduccion de grupos nitroaromaticos a nitrosoaromaticos

Debido a la gran reactividad de! grupo nitroso, es muy dificil obtenedo utilizando las condiciones
en las que normalmente se lleva acabo la reduccién de los grupos nitro. En su lugar se han
utilizado reacciones fotoquimicas para preparario (Figura 9).2 Sin embargo, esta reaccion no es
de uso general para todos los compuestos nitrados y muchas veces el grupo nitro se elimina.®

hv, CN-/ H,0
NO, ———————= NO

BO%

Figura 9. Fotorreduccion de! nitrobenceno a nitrosobenceno.




La formacién de grupos nitroso a partir de nitros ha sido poco explorada porgue los
nitrosobencenos se pueden obtener faciimente por métodos altemativos como la nitrosacién
directa® ! y oxidacién de hidroxilaminas.® De hecha, a pesar de que se les considera como
intermediarios en la reduccién de grupos nitros, han sido muy pocas las veces que se han
aislado de una reaccién de reduccion. Estos pocos ejemplos son referencias muy antiguas® e
inclusive se ha demostrado gque, en algunos casos, los intermediarios aislados no eran

compuestos nitrosos.®

1.3.2 Reduccion de grupos nitroaromaticos a hidroxitaminas

Las hidroxilaminas han sido detectadas y caracterizadas como intermediarics en diversas
reducciones de grupos nitro.* Esto se debe a que la reduccion de las hidroxilaminas, es porlo
general, mas lenta que la de los grupos nitro ¥ nitroso,* y a veces se acumulan antes de ser
reducidas a las aminas corespondientes. Existen varios agentes reductores que permiten
detener la reduccién en este intermediaric y obtener a 1as hidroxilaminas como producto dnice ¢

principal (Tabla 1}.

Tabla 1. Agentes reductores gque se han reperado en |a obtencion de hidroxilaminas.

X X
6}*“‘02 _ @NHOH
Agente reductor Rendimientos % Referencia

Zn, NH,CI, H,O 12-73 AT
N,H., Ni Raney 55-88 B
N2HyH:0, 5%Rh-C 75-85 ®
NaH/Pd-C/THF/EtOH 58-100 a0,
NaH;PO,, Pd/C 82-91 o
H./Pd-C 80 o
NaBH,, Te(cat) 63-92 2
NaBH./Sb(cat) 73-88 43
KBH/BICl; 60-89 7]
(ELN)[Fe(Sx-o-xyl)zf 0-93 I




El procedimiento clasico es la reduccion con zine y cloruro de amonio,® sin embargo, los
rendimientos son muy variables dependiendo del compuesto nitrado y del pH em;:ﬂeado.37 Se
han obtenido mejores resultados utilizande hidrazina con diferentes catalizadores,** o bien
hidrogenaciéon con fosfito de sodio en paladio.*®®' El hidrogeno molecular produce buenos
rendimientos para preparar la fenilhidroxilamina, pero se ha utilizado poco en compuestos con
otros sustituyentes.?® E1 uso de hidruros con un metal es una metodologia mas reciente en la
cual también se han obtenido buenos resultados aun con la presencia de otros grupos

funcionales susceptibles de hidrélisis o de reduccion (CN, Cl, CO;Et, NO, ).

Un método muy interesante es el uso de un compleje de hierro (lll} y un diticl que
asemeja el sitio activo de la rubredoxina (proteina hierro-azufre sin grupo hemo) y que lleva a

cabo |a reduccion de los nitros a las hidroxilaminas selectivamente (Figura 10).*

NO, . S s NHOH NH,
[EtnN] S Fe‘ S
+
NO, . (I:SH NO, NO,
SH 93% 2%

Figura 10. Reduccion de compuestos aromaticos nitrados por o-xileno-a, o’-ditiol y un complejo
de hierro (l11).

Aunque la mayoria de las hidroxilaminas aromdticas pueden ser aisladas y
caracterizadas por métodos espectroscdpicos, no son compuestos muy estables y se pueden
descomponer faciimente con el oxigeno del aire a temperatura ambiente.®* Varias de las

hidroxilaminas reportadas en la literatura se hicieron reaccionar con cloruros de aicido,ss'39

o se
oxidaron con aire para formar derivados mas estables y asi poder ser caracterizadas (Figuras

11y 13) 8%

o)

Yok T
X
X

Figura 11. Derivatizacion de las hidroxitaminas inestables con clorures de acido.
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1.3.3 Reduccion de grupos nitroaromaticos a grupos azoxi

Los compuestos azoxi se obtienen generalmente a partir de la reduccion de grupos nitro en
medio basico. Una de las técnicas con mejores rendimientos y muy pecos subproductos es la

reduccion con glucosa en medio basico (Figura 12).%

NO, Glucosa f NaOH / 60°C N*nst()\ o

71% &

Cl cl

Figura 12. Sintesis de azoxibenceno con un carbohidrato y NaOH.
Otre método consiste en oxidar a las hidroxilaminas con oxigeno del aire al grupo nitroso

en un medio basico. Bajo estas condiciones, conforme se produce el compuesto nitroso, se

condensa rapidamente con {a hidroxilamina restante para generar €l compuesto azoxi (Figura

13).43,44,45
NHOH 0, NO o
OO

OH-

Figura 13. Formacion de azoxibenceno a partir de fenilhidroxilamina y nitrosobenceno.

1.3.4 Reduccion de grupos nitroaromaticos a grupos azo e hidrazo

La reduccién con zinc en medio fuertemente basico produce una mezcla de los compuestos azo
e hidrazobenceno, pero estos Ultimos se pueden reoxidar con el aire para dar un buen
rendimiento final de los compuestos azo.?*® Un mejor método para obtener los compuestos
azos es utilizar hidruros de litio y aluminio.?*?* Un nuevo método para obtener hidrazoarenos en
buenos rendimientos es con KOH y Al* asi como el uso de hidrogenacion catalitica en

condiciones controladas.™




1.3.5 Reduccién de grupos nitroaroméaticos a aminas aromaticas {anilinas)

Existe una gran cantidad de agentes reductores para llevar a cabo esta reaccién. En la

tabla 2 se enlistan algunos de los ejemplos mas representativos.

Tabla 2. Reduccion de nitrobenceno a anilina.

Ore—— O

Agente Reductor Rendimiento (%) Referencia

Fe, HO / Fe, HCI 46-100 23257733

Zn, HC} 55 q252733

Sn, HCI 75 IS5 33
Sm, I; 56 Ly

H; Pt 100 78252733

H; Pd 90-100 23257733

Hz Ni Raney 95 52733

Hz PO, 100 WEATI3

H; PtO;-RhO; 100 25752753
Ciclohexeno/ Pd a0 ]

NzH4 /Ni Raney 95 75
HCOOH 10%Pd-C 80-93 °
SnCl, 80-96 =
CO, H:0, Rus{CO)2 99 5
NaBH.-SnCl; 65-98 5
Na,;S, S, NH.CI 7 53
Tioles 40 L2
Reduccitn Electroguimica 22.97
Reduccién Enzimatica 0-100 ver seccion 1.5.2

L os métodos méas antiguos y comunes son prebablemente la utilizacion de un metal (Fe,
Zn y Sn) en un medio acido. El hiemo se sigue utilizando por ser barato y porque no ataca

muchos otros grupos funcionales®. El zinc se uliliza mas para formar compuestos azoxi o
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hidroxilaminas, sin embargo, recientemente aparecié un método en el cual se uliliza este metal
y cloruro de amonioc en agua a 80°C para reducir nitroaromaticos en altos rendimientos (81-
97%).% también se ha empleado este metal con agua en estado supercritco para realizar la
reduccion.” El estafio se ha sustituido completamente por el cloruro de estafio porque es mas
barato y facil de conseguir, ademas de que la sal es soluble en mezclas de agua-alcohol que
permiten llevar a cabo la reduccidn en un medio homegéneo.? El cloruro de estano es el agente
reductor que mas se ha utilizado para sintetizar bencimidazoles en fase salida,®® En los tltimos
afios se han introducido los siguiente metales a la lista de los que reducen grupos nitro:
aluminio(0),* zirconio{lV),* indio(0¥' y samario(0).%* Este Uitimo en la presencia de un
compuesto transportador de electrones, puede reducir quimioselectivamente una gran cantidad

de grupos funcionales muy sensibles (Figura 14).

NG, Sm(0), MeOH N,
R — — R
ann’—N\ Y/ N /N_cus

R= N —CHNy; —CONH,: —CN; —NHTos; —CH,-NO;; —NH-:-Boc

Figura 14. Reduccion selectiva de compuestos aromaticos nitrados con Sm(0} y dibromuro de
1,1’-dioctil-4,4-Bipiridinio.

Desde el descubrimiento de !a hidrogenacion catalitica a finales dal siglo XIX* este
método se ha utilizado para reducir compuestos aromaticos nitrados. Entre los catalizadores
mas populares se encuentran: el platino o el PO, * el Paladio,® el Rodio y el Niquel-Raney.*
En ia industria se utiliza esta metodologia para producir aminas arométicas con algunos
substituyentes, pero se emplean catalizadores mas baratos como NiSz, Cu, Mn, Cr, Ba, ZnoFe

con diferentes soportes y pequenas cantidades de otros metales. >

Ei usc de hidrégeno molecular tiene dos desventajas. La primera es el equipo y las
medidas de seguridad que se deben seguir para utilizarle; la segunda y mas importante, es que
las condiciones en las que se lleva a cabo la reduccidn, deben de ser controladas
cuidadosamente, ya que muchos otros grupos funcionales se pueden reducir antes o junto con
el nitro. Por ejemplo en la hidrogenacion catalitica de la 4-cloro-3-nitroacetofencna (Figura 15),

¢l cloro se eliming, el nitro se reduce a la amina y el carbonilc s¢ hidrogena al alcohol.®




PAC. H,
cl H
NO, NH,

Figura 15. Hidrogenacion catalitica de la 4-cloro-3-nitroacetofencna.

Para evitar los riesgos y problemas que tiene el hidrégeno molecular, se han
investigado otros compuestos que puedan transferir hidrogeno a los grupos nitros utilizando los
mismos catalizadores pero en condiciones mas suaves y selectivas. La hidracina y el acido
formico son dos compuestos que permiten levar a cabo 1a reduccidn en un medio homogeneo y

a presion atmostérica., observandose en algunos casos una mayor selectividad. “**

Otra metodologia importante para realizar la reduccion de compuestos nitro aromaticos
es el uso de mondxide de carbono y agua en al presencia de un catalizador, por ejemplo
Ru(CO)s,. Con este procedimiento se pueden producir quimioselectivamente anilinas, ademas

de que en ciertos casos se pueden formar aminas sustituidas, amidas y ureas.’’

El uso de hidruros metalicos para reducir grupos nitros preduce generalmente una
mezcla de compuestos azo e hidrazo,”” sin embarge, cuando se utilizan en combinacion con un
metal {NaBM,-SnCl) la reduccién ocurre hasta las anilinas con buenos resultados y buena

selectividad.®

La reduccién con sulfuros y polisulfuros se conoce desde hace mucho tiempe y por lo
general, es una reaccion noble con buena quimioselectividad.® También los ditioles que forman

puentes de disulfuro se han utilizado para realizar la reaccion.>

La reduccion electroquimica es un buen método para reducir grupos nitros,® sin
embargo, como método preparativo no se utiiza mucho quizas porque requiere de equipo

especializado para llevar a cabo ia reaccién,




1.3.6 Reduccién regioselectiva de dinitroarenos

La mayoria de los reactives mencionades anterormente se pueden utilizar para reducir
completamente compuestos polinitrados a poliaminas. Sin embargo, son pocos los adecuados
cuando se quiere reducir selectivamente un grupo nitro en una molécula con dos © mas de
estos grupos funcionales. Por ejemplo, para los compuestos 2 .4-dinitrosustituidos existen
relativamente pocos compuestos capaces de reducir selectivamente el nitro en la posicién des

(Tabla 3). Para la reduccion selectiva en la posicion cuatro. existe un nimero menor de

reactivos (Tabla 4).

Tabla 3. Reduccién regioselectiva del grupo nitro en la posicidén 2 de compuestos
2 ,4-dinitrosustituidos

X
HH,
NO,
X Agente reductor Rendimiento (%) Referencia
H HCO;H-Et:N/Pd 77 o
H Fe/AcOH 50 &
CHs FelAcOH 71 6%
CH; Ha/RuCly{Ptens); 37 &
OH HCO,H-EtN/Pd 57 &
OH Na,S, NHOH 67 2
OCH, HCO,H-Et;N/Pd 24 &
NH, H2/5%RN(ALO,), NH.OM 87 M
NH;, HCO;H-Et,N/Pd 49 64
NH; NyH, H;O/Ni-Raney 95 &7
NH; NaHS 80 &
NHCOCH; HCO,H-E,N/Pd 56 64
NMe;, SnCl, 72 #
CHO TiCl, 50 H




Tabla 4. Reduccidn regioselectiva del grupo nitro en la posicion 4 de compuestos
2.4-dinitrosustituidos

X
NO,
NH,
X Agente reductor Rendimiento {%} Referencia
CH, HCO,H-Et;N/Pd 92 &4
NH, H,{5%PH{C) HC! 70 o
CH; Ni-Raney-PrOH,AcOH 93 &9
CH;  Nif Ac.maleico, AcOH 80 7°

1.3.7 Problemas en la reduccién de compuestos aromaticos nitrados

A pesar del gran nimero de reactivos que se han mencionado para reducir grupos nitro,
esta area de la quimica sigue teniendo una investigacion muy activa y se debe principalmente a
que todavia no se cuenta con el reductor ideal. La mayoria de los agentes reductores que se

conocen pueden presentar en mayor o menor medida los siguientes problemas:

1) Carecen de guimioselectividad. Ademas de reducir al grupo nitro, hacen o mismo
con dobles y triples ligaduras, carbenilos y azidas; hidrofizan los grupos ciano y
amida,; destruyen grupos protectores de aminas, carboxilos e hidroxilos;

deshalogenan y en algunos casos eliminan al grupo metoxilo.
2) Generan como subproductos a los intermediarios de reduccion, azo, azoxi, e hidrazo,
en diferentes proporciones. Estos compuestos dificultan la purificacién de los

productos y bajan los rendimientos de las reacciones.

3) Muestran poca regioselectividad, asi que no discriminan entre dos grupos nitro

presentes en la molécula,

4) Son métodos gue generan deshechos taxicos.




Por lo tanto, et desarrollo en esta area se enfoca al descubrimiento de nuevos agentes
reductores 0 nuevas condiciones de reaccién que resuelvan los cuatro problemas planteados
anteriormente. Una opcidén que podria cumplir con estos requisitos y que ha sido poco

explorada es la reduccion de grupos nitros por biocatalizadores.

1.4 Biotransformaciones

Durante los ultimos veinte afos, los métodos tradicionates de sintesis organica se han
enriguecido y complementado con la introduccién de nuevas técnicas que utilizan catalizadores
de origen bioldgico (enzimas, células completas, anticuerpos cataliticos o ribozimas) para
transformar compuestos naturales o sintéticos.” Estas metodologias conocidas como
biocatalisis o biotransformaciones han tenido un impacto muy importante en la quimica
organica. Por ejemplo, en 1991 el 8% de todos los articulos publicados en el area de sintesis
orgahica contenian en algun paso una biotransformacion’ y este porcentaje ha permanecido
relativamente constante hasta 1999."* Inclusive, en algunas areas la importancia que han
adquirido es aun mayor, como es el caso de la sintesis asimetrica, donde cerca del 15% de los

trabajos que son publicados utilizan un método biocatalitico.”

El éxito de las biotransformaciones radica en que pueden efectuar reacciones quimicas
que por los métodos tradicienales son dificiles de conseguir, por ejemplo, la generacion de
centros quirales, resolucién de mezclas racémicas, funcionalizacién de un carbono no activado

y conversiones selectivas de grupos funcionales de igual reactividad (Figura 16).7

Ademas, los biocatalizadores tienen la ventaja de funcionar a presion y temperatura
ambientes, ser compatibles entre ellos, tener por lo general una alta eficiencia, ser quimio, regio

y estereo selectivos y ser biodegradabtes.”
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Figura 16. Investigacion realizada en el campo de las biotransformaciones.

1.5 Biotransformacién de compuestos aromaticos nitrados

Los compuestos aromaticos nitrados normalmente no se encuentran en contacto con los seres
vivos, de hecho, s6lo se conocen unas cuantas moléculas con este grupo funcional que sean de
origen biolégico. Los mas importantes son el cloranfenicol, un antibidtico de amplio espectro
que se aislo del hongo Streptomyces venezuelas,™ los acidos aristoléquicos purificades de las
plantas del genero Aristolochia®’ y la 3-nitrotirosina, que se ha detectado en ceélulas humanas

cuando hay un elevado nivel de éxido nitrico (*NO) y del ién superoxido (O;) (Figura 17). 7

C,
HOCH, }—CHCL‘, ON
N CGQO-
o H HO cuz—l—NH;
OH
CO.H
Cloranfenicol 3-Nitrotirosina

Acidos aristoléquices | (R=H) y Il (R=0OCHj,)

Figura 17. Compuestos aromalicos nitrados mas importantes de origen natural.




A diferencia del medio ambiente natural, en las zonas pobladas por el hombre, los
compuestos aromaticos nitrados de origen sintético se pueden encontrar en grandes
concentraciones. Esto se debe principalmente a su uso intensive en la fabricacion de
explosivos, tintas, plasticos, agroquimicos y farmacéuticos. Ademas, otro tipo de
nitroaromaticos, los hidrocarburos policiclicos aromaticos nitrados, se encuentran en las zonas
urbanas debido a su formacidn espontanea en el aire a partir dal didxido de nitrégeno y
compuestos provenientes de la combustién incompleta de carbén, diésel, cigarriios, etc.”®” ta
presencia de estas sustancias conslituye un problema de contaminacidén muy grave porgue son

compuestos toxicos con propiedades mutagénicas y carcinogénicas.”™

El estudio del mecanismo por el cual los compuestos nitroaromaticos ejercen su
actividad citotdxica ha revelado que es necesario una biotransformacion del grupo nitro para
observar los efectos adversos. £n la mayor parte de los organismos vivos, el primer paso de la
activacion es una reaccién de reduccion.”™ En este proceso se generan especies muy reactivas
que son las causantes del dano, y aunque en la mayoria de los casos, la naturateza exacta de
los intermediarios se desconoce, se piensa que son los grupos nitroso e hidroxilamina. Este tipo
de compuestos reacciona facilmente con una variedad muy grande de materiales biclégicos y
pueden sufrir reacciones de condensacion con ellos (Figuras18 y 19),%*#' lo cual podria explicar

su efecto tdxico y mutagenico.

R-SH + R-N=0 ¥ R-SO-NH-R’

Figura 18. Reaccion entre un grupo nitroso y un tiol de una proteina para formar una sulfinamida.

Ademas de la formacién de grupos nitrosos e hidroxilaminas, en muchos organismos
aerobios, la reduccion de los compuestos nitrados interfiere con el metabolismo del oxigeno y
genera aniones superoxidos {0:).® los cuales son especies muy daiinas para las células. El
mecanismo a través del cual se generan los intermediarios nitroso e hidroxilamina, asi como los
radicales libres, tiena que ver con el tipo de enzimas que intervienen en la activacion del grupo

nitro.
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Figura 19. Mecanismo propuesto para la formacién de aductos entre compuestos
aromaticos nitrados y el ADN, basado en el aislamiento de un aducto entre el nitropireno marcado
radioactivamente (1) y el ADN. Este mecanismo podria explicar la forma en que los compuestos
arométicos nitrados ejercen sus efectos mutagénicos y carcinogénicos. Los primeros pasos implican la
reduccién de! grupo nitro para formar una hidroxilamina (3), que después se acetila y forma un acido
hidroxamico (5) el cual puede ser transformade a un ién nitrenio (6) en un medio 4cido. Este intermediario
electrofilico puede reaccionar con |a posicidn 8 de una guanidina par formar un aducto (7).

1.5.1 Nitrorreductasas

Las enzimas que catalizan la reduccion de nitroaromaticos se denominan nitrorreductasas, y
practicamente todas las que se han estudiado a la fecha son flavoproteinas que utilizan
nucledtidos de piridina reducidos (NADH o NADPH) como fuente de electrones.®™ ia
clasificacién que se ha hecho de estas enzimas esta basada en la sensibilidad que tienen al

oxigeno cuando realizan la reduccion (Tabfa 5).
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Tabla 5. Enzimas que pueden reducir grupos nitrcaromaticos.

Sensibles al oxigeno

Insensibles al Oxigeno.

Citocromos

Citocromo ¢ reductasa

NADPH:citocromo P-450 (oxido) reductasa
NADPH-bS oxidoreductasa.

Ferrodoxinas
Ferrodoxina:NADP+ reductasa

Ferrodoxina Piruvato: oxido reductasa

Otras

Xantina Oxidasa/deshidrogenasa
Tiorredoxina.

Aldehido oxidasa

Glutation reductasa

Succinato deshidrogenasa
NADH:ubiquinena reductasa

Nitrorreductasas (NR} Bacterianas
NR de Eschenchia coli
NR de Saimonella typhimunum
NR de Vibric harveyi
NR de Bacillus subtilis
NAD(P)H NR de Enterobacter cloacae
NAD(P)H flavin oxidorreductasa de Vibrio fischer
NAD(P)H flavin oxidorreductasa de Haemophilus
influenza
DrgA (Synechocyslis sp.}
Thermus NADH oxidasa (Thermus thermophilus)

NAD(P)H-Quinona

mamiferos {aislada de rata, humano, cerdo

oxidoreductasa de

y vaca).

Nitrorreductasas sensibles al Oxigeno

Estas enzimas catalizan la reduccion de los nitroaromaticos mediante la donacion

progresiva de electrones simples {Figura 20). En el primer paso se genera un anién radical

NO, ", el cual ha sido posible detectar y caracterizar por expermentos de resonancia del espin

electrénica.®* En los siguientes pasos el anidon contintia reduciéndose por la transferencia de

electrones simples hasta la formacién de una amina.*' Este proceso ocurre siempre y cuando

no haya la presencia de oxigeno, de lo contraria, el radical NO," se oxida rapidamente al grupo

nitro original y el oxigeno se reduce a un ién superdxido (0, ).** Bajo tales circunstancias, el

compuesto nitrado funciona solamente como un catalizador para transferir los electrones del

NAD(P)H al oxigenc y no se reduce.
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Figura 20. Mecanismo de reduccion por las nitrorreductasas sensibles al oxigeno.

Los superéxidos que se forman cuando hay oxigeno son especies muy reactivas que
generan dafios en-‘;;roteinas, lipidos y acidos nucleicos. Estos proceso destructivos pueden ser
controlados por la presencia de una superdxido dismutasa que transforman al superéxido en
agua oxigenada,® 1a cual a su vez puede ser dismutada por la catalasa. Sin embargo, sila
acumulacion de este Gltimo compuesto es grande, forma otras especies como el radical OH-

que son igualmente dafinas.®

Las nitrorreductasas sensibles al oxigeno son enzimas que por lo general catalizan
reacciones redox gue involucran sustratos relevantes en el metabolismo primario (Tabla 5), por
lo cual, la reduccion de los nitro parece ser una reaccion fortuita que resulta de interacciones no
especificas.® La eficiencia con la cual se lleva acabo esta reduccion depende del potencial de

reduccion de electron simple de los sustratos en agua a pH fisiolégico.®
Nitrorreductasas insensibles al Oxigeno

Las enzimas insensibles al oxigeno catalizan la reduccion de los grupos nitros mediante un

proceso forzoso de dos electrones™ (Figura 21). En estos casos no hay evidencia de la
formacion de un radical NO;™ y las enzimas pueden funcionar en condiciones aerobias o

anaerobias. El mecanismo involucra como intermediarios a los grupos nitrose e hidroxilamina,

aunque solamente el ultimo ha podido ser detectado.”™
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Figura 21. Enzimas insensibles al oxigeno.

Las nitromeductasas insensibles al oxigeno mas conocidas son las bacterianas. Entre
ellas sobresale la nitroreductasa NfsA de Eschernichia. cofi, que fue la primera en ser
identificada® y de la que mas se ha estudiado su estructura,® regulacion® y funcion.®® Otras
nitrorreductasas importantes se han encontrado en Salmonelia thyphimurium® y Enterobacter
cloacae.® En los ultimos afios, se han descubierto nitrorreductasas en muchas otras bacterias
{Tabla 5} y todas comparten caracteristicas muy similares en su secuencia de aminoéacidos. Por
esta razon y porque nc comparten caracteristicas con otras flavorreductasas® se han

clasificado como una familia especial de nitro/flavin reductasas.®

En los eucariontes, solamente se ha identificado una nitrorreductasa insensible al
oxigeno: la DT-diaforasa o MAD(P)H:quinona reductasa de mamiferos. Esta flavoproteina
nommalmente cataliza la reduccién de dos electrones de las quinonas a las hidroguinonas por un
mecanismo ping-pong utilizando NADH o NADPH.*' Esta funcién ayuda a evitar que las
quinonas sean reducidas por enzimas sensibles al oxigeno que generen especies muy
reactivas de oxigenc.” A diferencia de las nitrorreductasas bacterianas, la DT-diaforasa une

FAD como grupo prostético, mientras que las bacterias utilizan FMN.®

1.5.2 Biotransformacién de compuestos nitroaromaticos con fines de sintesis

organica

a) Saccharomyces cerevisiag

La bioreduccién de compuestos nitroaromaticos a escala preparativa ha sido estudiada
principalmente con Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura es un microorganismo que ha
servido al hombre desde hace muchisimo tiempo para fabricar pan y cerveza y fue uno de los

primeros organismos unicelulares que fue estudiado de manera cientifica. Por lo cual, no es
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sorprendente que los primeros reportes sobre la reduccién del nitrobencenc con esta levadura
sean de 1914.” Sin embargo, es hasta 1989 cuando se retoma el tema y se estudia de una
manera Mas sistematica esta biotransformacion.® Hasta el momento se han publicado tres

articulos mas sobre el tema, %969

La capacidad de reduccién de compuestos nitroaromaticos de esta levadura se
encuentra muy influenciada por el tipo de sustituyentes que tenga el anillo aromético (Figura
22).°*%% Cuando existen grupos electroatractores (CN, COOH COOE, Cl, CF,, Br, NO,) la
reaccion ocurre con muy buenos rendimientos (80-100%), pero cuando el anillo tiene grupos
electrodonadores {OH, NH,, SH), la reduccion de los grupo nitros se da en rendimientos muy
pobres (0-15%) . Alguno otros grupos se encuentran entre estos dos {CH;, OCH;, H, NHCOR,
SOCHs3) v la reaccion suele ocurric en tiempos largos y con moderados rendimientos (20-60%).

NO NH, En lo que toca a la posicion de los

sustituyentes con respecto a los grupo nitro

S. cerevisiae .
no parece haber un patrén claro, algunos

% X {NO,, CF; y Br) favorecen la reduccion si

X = NO,, CN, CF,, COOE estan en la posicidén orto respecto al nitro,

pero otros como el CN lo hacen si se

NO, NH, encuentra en mefa y otros mas como el
H A 94-5699
$. carevisize X COOEt si estan en para.
Y La reduccién de nitroaromaticos
X

Y ¢ NH,, OH, SH con S. cerevisige es quimioselectiva para
Figura 22. Influencia de [os substituyentes la mayoria de los grupos funcionales que
en la reduccién de nitrobencenos por 3. muchas veces se ven afectados en los
cerevisiae.

procesos clasicos de reduccion. No afecta
a los grupos nitrilo, hatogenos, metoxilos, etc. Sin embargo, la presencia de grupos ceténicos se
afecta debido a la presencia de enzimas capaces de reducir a estos grupos funcionales.™ ® La
reaccion es también regioselectiva, pues en compuestos dinitrados hay una preferencia sobre
algun grupo nitro.” En los casos estudiados la selectividad mostrada es mucho mas alta que los

métodos quimicos que hay en ta literatura %’
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La levadura de pan es también capaz de reducir N-Oxidos de diversos heterociclos con
rendimientos moderados.® Otros grupos como el azoxi no son susceptibles de sufrir la

reduccion.”

En o que respecta al mecanismo por el cual S. cerevisiae reduce 10s grupos nitro a las
aminas correspondientes, se ha propuesto la formacion de grupos nitroso e hidroxilamina come
intermediarios.” Se sabe que estos compuestos preparados quimicamente se reducen por
cultivos de levaduras,®® pero hasta la fecha no han sido aislados de una reaccidn. La
hidroxilamina se ha propueste como un intermediario mas probable ya que explica la formacion
de amidas y aminoisoxazoles en la reduccion de orto-nitro cianobencenos (Figura 23 a)* y

nitroalquenos (Figura 23 b)'™ respectivamente.

NO, NEOH
CN % CN R NO, R NHOH
— X — X
Z Fen™ “CN Fen”™ “CN
L ntermedianos i
S.ceravision - oy ‘S. . lntermed:'u
H' ™~ R 3 H
NH; HNLC =N, N,
CONH,N NH o O e o
. Fen Fen
- H fH, NH
a b H

Figura 23. Mecanismos propuestos en al reduccidn de grupos nitro por S. cerevisiae.

b) Falsas biotransformaciones de nitroarométicos con S. cerevisiae

El grupo de investigacién encabezado por W. Baik publicé una serie de 5 articutos'® 1%
en los cuales redujeron grupos nitro aromaticos utilizando S. cerevisiae en condiciones
extremas (pH = 14.0; Temperatura: 70-80 °C o reflujo. Medio: Metanol / Etanol — Agua)." Sin
embargo, se demostrd posteriormente™ que esta metodologia no es una biotransfarmacion,
sino una reduccion quimica hecha por carbohidratos y NaQOH {ver 1.3.6 sintesis de
azoxibencenos). Las caracteristicas que deben tener los sustratos para ser reducidos por la

levadura, no se cumplen en ese tipo de reacciones, en las cuales es posible reducir
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moderadamente a nitroaromaticos con electrodondaodres.'® Ademas, los azoxibencenos se

102,103

obtuvieron como subproductos o intermediarios en estas reacciones y pueden ser

104

reducidos por las levaduras bajo estas condiciones. ™ Otro inconveniente es que se pierde la

regioselectividad, '™

¢) Otros organismos utilizados en la biorreduccién de Ar-NQO, con fines de sintesis,

Otros biocatalizadores empleados en la reduccion de grupos nitroaromaticos han sido la

% células de E. coli'™ y una nitrorreductasa de

fraccién microsomal de higade de ratén,’
Pseudomonas pseudoalcaligenes.'” Estas trabajos, aunque han demostrado la viabilidad de la
reaccion con otros sistemas biocataliticos, son trabajos aislados y sélo se han probado con

pocos compuestos.

1.5.3 Sintesis de heterociclos a partir de la reduccién de compuestos aromaticos

nitrados con Saccharomyces cerevisiae

Como se habia mencionado antes, una aplicacién importante de las aminas generadas a
partir de grupos nitro es la formacion de compuestos heterociclicos. El grupo de investigacion al
que pertenezco ha estado interesado en este tipo de reacciones pero utilizando S. cerevisiae
para llevarlas a cabo."™ En experimentos previos,'™ se investigd la reduccién de ofro-
nifroacetanilidas con esta levadura para preparar 2-metilbencimidazoles (Tabla 8). Al realizar la
biotransformacién encontramos tres productos diferentes: aminas, bencimidazoles e
hidroxibencimidazoles y se observé que los mejores rendimientos se obtenian cuando habia un
grupo electroatractor poderoso en el anillo aromatico (Tabla 8, sustratos fy g).

Los tres productos obtenidos son sustancias de gran interés,''® sin embargo, seria ideal
conocer las condiciones para dirigir la reaccion hacia cada producto en forma mayoritaria. Con
esta idea se planted como proyecto de esta tesis estudiar el mecanismo de la biotransformacién
con S. cerevisiae de la 2 4-dinitroacetanilida (Tabla 6, sustrato f) como sustrato modelo y
evaluar cuales son los principales factores que deteminan la distribucion de los productos.
Ademas, se investigd los alcances de esta biotransformacion probandola con una serie de

sustratos distintos.
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Tabla 6. Biotransformacion de 2-nitroacetanilidas-4-substituidas (A) con §. cerevisiae para
producir 2-amino acetanilidas (B), 2-metilbencimidazoles (C) y 1-hidroxi-2-metilbenci-
midazoles (D).

i N N N
N N A\ AN
O e O I -
R NO, R NH, R X o
A B

¢ b
Sustrato Bioproductos
A R Recuperado A (%)
B{%) C{%) D (%}
a CHy - - - 92
b H - 8 - 80
c Cl 20 - - 54
d Br 286 - - 38
e CFs; 10 48 - 20
f NO; - 67 26 -
d CN - 30 58 -

Esta metodologia es novedosa en la produccidén de estos compuestos y ofrece una
alternativa limpia, barata y selectiva. Ademas, el estudio del mecanismo de la reaccién ayudara
a entender mejor las biomeducciones del grupo nitro con S. cerevisiae, en especial las

enfocadas a la produccién de compuestos heterociclicos.
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2 OBJETIVOS

General

Estudiar la biotransfermacién con Saccharomyces cerevisiae de varias 2,4-dinitroacilanilinas y

su aplicacion en la sintesis de bencimidazoles.

O o

P§ —<R
HN R N=

HNJJ\R
T
i NO, NHX x
——— —_—
NO
NO,

NGO

2 4-Dinitrozcilandinas X =H, OH

Particulares

1.- ldentificar a los productos e intermediarios de la reduccién de la 2 4-dinitroacetanilida

(sustrato modelo) con Saccharomyces cerevisiae.

2.- ldentificar el mecanismo de reaccion.

3.- Estudiar la influencia del pH en el rendimiento y tipe de productos de la biotransformacién.

4.- Disenar una metodologia que favorezea la selectividad de la reaccién.

5.- Aplicar esta metodologia a una serie de 2 4-dinitroacilanilinas para probar su generalidad en

la sintesis de bencimidazoles.
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3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiales y Equipos

Compuestos quimicos

La 2,4-dinitroanilina con la que se prepararon todos los substratos es de Eastman-Kodak. Los
anhidridos y todos los demas compuestos utilizados son de marcas comerciales grado analitica.
Todos los disolventes utilizados para el aistamiento de los productos e intermediarios, asi como
los utilizados en cromatografia en capa fina son grado analitico. Los solventes utilizados para la
cromatografia en capa fina de alta eficiencia (CCFAE o MPTLC) fueron grade HPLC.

Cromatografia

En los analisis de cromatografia en capa fina se utilizaron cromatofolios de aluminio con get de
silice 60/UV3s¢ marca Macherey-Nagel. En fa cromatografia en columna se utitizé gel de silice
G-60 de la misma marca y para la CCFAE se utilizaron cromatoplacas de vidrio cubiertas con
gel de silice {tamario de particula: 2-10 um) de 10x10 cm y 0.2 mm de espasor también de la
marca Macherey-Nagel. El equipo de CCFAE utilizado para feer [as placas fue un CAMAG Scan
3.

Soluciones cromégenas

Suifato cérico. 12.0 g de sulfato de cerio IV, 22.5 mL de &cide sulfurico concentrado y 350 g de
hielo. Las aminas dan un color rojo o vicleta al contacto con el revelador. Bajo calentamiento,
los compuestos nitro generan manchas amarilas. Otros compuestos de las levaduras dan
manchas cafés por calentamiento.

Reactivo de Dragendorff. Solucion 1: 0.255 g de nitrato de bismuto, 12 mL de agua y 3 mL de
acido acético. Solucion 2: 2.4 g de yoduro de potasio y 6 mL de agua. Se mezclan las
soluciones 1 y 2 para formar el revelador que dura vanas semanas en el refrigerador. Los
compuestos heterociclicas nitrogenados producen un color naranja.'®

Cloruro de Tnfeniltetrazolio/NaOH: Solucién 1: 0.83 g de cloruro de 2-H-2,3 4-trifeniltetrazolio y
25 de etano! al 70%. Sclucion 2: hidroxido de sodio 2 molar. Par revelar se aplica la solucién 1
y en seguida la 2. Las hidroxilaminas dan un color rejoe intenso, otros grupss funcionales con

nitrégeno (nitro, nitroso, amina o azoxibenceno) no generan la coloracion.*’
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Puntos de fusién y técnicas espectroscopicas

Los puntos de fusién se determinaron en un equipo Fischer-Jones y se reporian sin corregir.
Los espectros de infrarrojo (IR ) se registraron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 283 y
Nicolet FT-IR 55X. La absorbancia de infrarrojo se reporta en cm™. Los espectros de resonancia
magnética nuclear protonica (RMN 'H) y de carbono 13 {°C) se obtuvieron en un aparto Varian
Gemini-200 y Varian Gemini-300 a una frecuencia de 200 MHz y 300 MHz para el hidrégeno y
75 Mhz para el carbono. Los desplazamientos quimicos (5) se reportan en partes por milldn y
las conslales de acoplamiento {J) en hertz (Hz). Se asignaron las siguientes abreviaturas: s =
singulete, d = doblete, dd = doblete doble, t = triplete, cuad = cuadruplete, quin = quintuplete,
sex = sextuplete y m = mulliplete. Los espectros de masas de impacto electrénico se hicieron
por introduccién directa en un aparto JEOL JMS-AX505 HA a 70 eV. Los estudios de difraccion

de rayos-X se hicieron en un equipo Siemens P4/PC.

3.2 Métodos

Sintesis de la 2,4-dinitroacetanilida

2.25 g (0.01 moles) de 2,4-dinitroanilina se calentaron a refiujo con 20 mL de anhidrido acético
y dos gotas de H,50, concentrado. Cuando ya no se observd materia prima por cromatografia
en capa fina (CCF), fa mezcla de reaccion se dejé enfiar y con agitacion constante se le
agregaron lentamente 20 mL de agua. La agitacién se continud durante dos horas. El
precipitado se filtrd y se lavd tres veces con agua. Después se recristalizo con acetona y carbon
activado para dar 2.10 g (93%) de un sélido amarillo claro con un Rf = 0.65 (hexano:acetato de
etilo = 7:3); pf. 122-124°C (lit. 125-126°C™"); RMN 'H: 510,62 (s, 1H, NH), 9.13 (d, J=2.7, 1H,
arom), 9.10 {d, J=9.5, 1H, arom}), B.48 (dd, J=9.5, 2.7, 1H, arom), 2.38 (s, 3H, CH1). IR (KBr)
3330, 1710, 1501, i341cm™’. EM m/z (intensidad relativa) 225 (19) [M']. 183 (89) [M-OCCH,]",
43 (100) [OCCH,)".

Biotransformacién de la 2,4-dinitroacetanilida en un medio sin amortiguador

En un matraz edenmeyer de 500 mL se colocaron 5.0 g de levadura de pan liofitizada {marca
Saf-instant), 5.0 g de sacarosa y 100 mL de agua destilada, Esta mezcla se coloct en una
incubadora orbital a 30 °C y 150 rpm durante 60 min (activacion). Después, 0.5 mmoles {113
mg} de 2 4-dinitroacetanilida disueltos en 5.0 mL de acetona se agregaron al cultivo. La mezcla
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resultante se regreso a fa incubadora bajo las mismas condiciones de temperatura y agitacién y
se dejo por 48 hrs. El progreso de la reaccién se monitored par cromatografia en capa fina.
Para este propésito, cada 12 horas se tomaron alicuotas de 0.5 mL que se mezclaron con igual
cantidad de acetato etilo y se centrifugaron por 3 min a 14,000 rpm La fase organica se utilizé
para correr las cromatoplacas con un sistema CH,Cl: AcOEtMeOH 95:3:2. La deteccion de las
compuestos se hizo mediante luz UV a 254 nm, vapores de |; y los agentes cromégenos

descritos en el inciso superior,

Aislamiento de productos

Después de 48 horas, |a biotransformacion se sacd de la incubadora, se saturd con clorure de
sodio (38 @), se agregaron 100 mL de acetato de etilo y se agitd durante 10 minutos. A
continuacion la mezcla se fitrd al vacio poniendo una cama de celita con un espesor
aproximado de 1.5-2.0 cm. El residuo sélido y el filtrado se extrajeron con acetato de etilo (3 x
100 mL cfu). Las fracciones corganicas se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
concentraron hasta obtener una resina color café. Para obtener mayor cantidad de los
productos se juntaron las resinas de tres reacciones de biotransformacion, Antes de purificar los
productos, |as resinas se dejaron a temperatura ambiente por un dia. La purificacién se realizé
por cromatografia en columna utilizando gel de silice y como sistema de elusién mezclas de
polaridad creciente de CHCl;MeOH (100:0 -98:2 > 95:5). Se obtuvieron tres compuestos
que por orden de elucién fueron: 2-amino-4-nitro-acetanilida (2), 2-metil-6-nitrobencimidazol
(3) y 2-metil-6-nitro-1-hidroxibencimidazol (4). La espectroscopia de los tres se encuentra en

la seccion de resultados.

Aislamiento de intermediarios

En el primer intento por aislar a la 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida (5) se hizo una
biotransformacién sin amortiguador y se detuvo a los 90 minutos. Se siguid el mismo
procedimiento que para el aislamiento de productos, pero el compuesto nuevo que se obtuvo
comenzd a descomponerse rapidamente. Los experimentos de espectroscopia que se
realizaron mostraron una mezcla compleja de compuestos. Por tal motivo, se decidid realizar

¥ o0 la mezcla de reaccion antes de

una reaccion de derivatizacion con cloruro de bencilo
introducira a la columna, pero tampoco se obtuvieron buenos resultados. Se decidid entonces

oxidar 1a hidroxilamina al azoxibenceno. &%
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Sintesis del azoxibenceno

La biotransformacion se realizd bajo las mismas condiciones experimentales descritas
anteriormente en el aislamiento de productos, pero se utilizd un buffer de fosfatos 0.5M de
pH=7.5 en lugar de agua destilada. Después de la activacion, se utilizé NH, al 10% para ajustar
el pH nuevamente a 7.5. A tos 60 minutos de iniciada la reaccidn, la mezcla se saco de la
incubadora y se siguié el mismo procedimiento que para el aislamiento de los productos, pero
se utilizé diclorometano en lugar de acetato de etilo para hacer las extracciones. La mezcla
resultante de la extraccion del medio de cultivo se disolvié en el minimo de acetato de etilo
{aprox. 7 mL) y se agregd hexano hasta la formacion de un precipitado naranja (aprox. 75 mL).
La mezcla se dejd en el congefador (—20°C} por media hora. El precipitado se decantd y se
disolvid en 10 mL de etanol, después se agregaron 4 mL de una selucién saturada de NaMCO;
y se agitd vigorosamente por 30 minutos a 30°C. El etanol se evapord en un rotaevaporadory la
mezcla restante se extrajo con diclorometano (5X50 mL). Las fases erganicas se secaron con
sulfato de sodio anhidro y se concentraron. La mezcla resultante fue separada por
cromatografia en columna con gel de silice utilizando como eluyentes Hexano:AcOEt (2:1). Ef
5,5-diN-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno (6} (Figura 29) se identificc por sus constantes

espectroscopicas (ver resultados),

Aislamiento de la 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida

Se siguio el mismo procedimiento utilizado para la preparacion del azoxibencimidazol, pero una
vez que se reunieron las fases erganicas de la extraccidn del medio de cultivo, se concentraron
casi a sequedad y se agregaron 75 mL de hexano. Esta mezcla se dejo por dos horas en el
congelador (—20°C). El precipitado que se forma se decantd y se purificd por cromatografia en
columna utilizando, CH,ClyMeQOH:AcOEt (97:2:1 294:4:2 5 91:6:3). El compuesto se identificd

por sus constantes espectroscopicas (ver resultados).

Curso de la biotransformacion de la 2,4-dinitroacetanilida

Procedimientos analiticos

Se utilizé un equipo de CCFAE CAMAG-Scan 3 para medir la concentracion de cada
compuesto durante la bictransformacién. En primer lugar se hicieron curvas patron con
concentraciones conocidas (10-650 pM} de cada uno de los compuestos puros. En el caso de la
2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida ademas de su curva patron, se hizo olra con su producto de

oxidacion, el 5,5'-di-N-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno. Después, se monitored el curso de la
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biotransformacion tomando alicuotas de 0.25 mlL del medio de reaccion a diferentes tiempos,
las cuales se extrajeron dos veces con 1.0 mlL de una mezcla AcOELCHJCI; (9:1). En cada
ocasién, las mezclas se centrifugaron a 14,000 rpm x 5 min para separar rapidamente las fases.
Las fracciones organicas se juntaron, se aforaron a 2 mL y se aplicaron 20 ul. de esta solucién
a las placas de nanocromatografia. Las placas se eluyeron dos veces. La primera con CH;Cl;,
para cuantificar el substrato y, la segunda, con una mezcla de CHClz:MeOH:AcOEt (92:5:3)
para leer los demas compueslos. La cuantificacidn se realizd interpolando los resultados del

monitoreo en las curvas patron,

Durante el proceso de extraccion cierta cantidad de la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida
se oxidd a el 5,5'-di-N-acetil-3,3-dinitroazoxibenceno, por lo cual se sumaron los moles de estos
dos compuestos para conecer la concentracidn real de la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida.
Para hacer el calculo se tomd en cuenta que un mol de azoxibenceno se forma a partir de dos
moles de hidroxilamina (Figura 29). Debido a que resultd mas facil obtener mayor canfidad y
con mayor pureza al azoxibenceno que a la hidroxilamina, se disefid un procedimiento para
oxidar cuantitativamente a la hidroxilamina en la mezcla de reaccidn sin afectar a los demas
compuestos, y asi solo medir el azoxibenceno. El procedimiento consistid en agregar alumnia
basica al extracto organico, agitar vigorosamente por 5 min y dejar reposar fa mezcla por 30

min.

Biotransformaciones a diferentes pHs

Para llevara a cabo las biotransformaciones a diferentes pHs se siguid el procedimiento
mencionado con anterioridad, pero se utilizaron los siguientes buffers a una concentracién de
0.5 M: pH = 3.0, Ac. citrico-citrato; pH = 4.0, ac. acético-acetato de sodio; pH=5.0, ac. acético-
acetato de sodio; pH = 6.0, KH;PO, / K;HPO,; pH = 7.0, KH:PO, / KzHPO,; pH = 8.0, TRIS ¢
KH,PQ, / K;HPO. y pH = 9.0, NaHCO; / Na,COa.

Sintesis de las 2,4,dinitroacilanilinas

Compuestos 1a-1J. Procedimiento general. 0.01 moles de 2 4-dinitroanilina se pusieron a
reflujo con 20 mL de! anhidrido correspondiente y dos gotas de H;SO, conc. Cuando ya no se
observd materia prima por cromatografia en capa fina, la mezcla de reaccién se dejé enfriary
¢on agitacion constante se le agregaron 20 ml de agua. La agitacion se continué durante dos
heras. El precipitado que se forma se filtrd y se lavd tres veces con agua. Después se

recristalizéd con acetona y carbon activado para dar rendimientos entre el (90-95%).
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2. 4-dinitroformanilida: 5.6 mL (0.15 moles) de acido formico at 90% y 10.3 mL {0.11 moles) de

anhidrido acético se calentaron a 75°C por 3 horas. Transcurrido este tiempo, la mezcla se

enfri¢ y se le agregaron 2 g {(0.011 moles) de 2, 4-dinitroanilina. La mezcla de reaccion se lapd y
se agitd durante 3 dias a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el disolvente se

evapord y el precipitado se recristalizd de EtOH-agua. El rendimiento obtenido fue de 87%.

Compuestos 1h-1k. Estos compuestos fueron preparados a partir de la 2,4-dinitroanilina y los

cloruros de los Acidos correspondientes siguiendo los procedimientos deseritos en al

literatura,**

Compuestos 1[-1m. Procedimiento general: 20 mmoles det anhidrido y 2.5 mmoles de la anilina

se pusieron a calentar en un matraz hasta la formacién de una mezcla liquida (80-120°C),
después se les agregd 1 o 2 gotas de H,SO, conc. y se agitd durante 5 horas. Después de
enfriar ia mezcla se disolvié con acetona caliente y se agrego carbdn activado. Después de
eliminar el carbon activado el compuesto se recristalizoé de acetona-agua. Los rendimientos
fueron entre el (75-90%).

Biotransformaciones de las 2,4-dinitroacilanilinas
Se siguid el mismo procedimiento que para la 2 4-dinitroacetanilida pero utilizando un buffer de
fosfatos 0.5 M de pH = 7.5. La reaccidn se dejd por 20 horas y se siguié por CCF.

Aislamiento e identificacion de los productos

Se siguio el mismo procedimiento que para los productos de la 2,4-dinitroacetanilida pero en la
purificacién en cromtografia en columna se utilizé CH.Cl,, AcOEt y MeOH como eluyentes
(100:0:0 -98:1.2:0.8 296:2.4:1.6> 95:3.2).

Sintesis de los 2-alquil-6-nitrobencimidazoles

Procedimiento general. 10 mL de &cido acético glacial y 0.5 mmoles de las aminas 2 se agitaron
durante 4 horas a 60°C. El acido se evaporo con vacio paravdar ugar a los benciﬁidazoles 3.
En algunos casos los compuestos se recristalizaron de acetona-H,Q. Los compuestos se
analizaron por IR, EM y RMN '"H y PC y los datos se muestran en tablas en la seccién de

resultados.




4 RESULTADOS

4.1 Comportamiento de la 2,4-dinitroacetanilida frente a los constituyentes del

medio

En algunas biotransformaciones de compuestos aromaticos nitrados con microorganismos, se
ha observado que ciertas substancias presentes en los medios de cultivo pueden reaccionar
con los grupos nitros y reducirlos. Por ejemplo: hierro (11}, titanio (ll),"* otros metales,' o
compuestos reducidos de azufre, entre ellos la cisteina.'™ En el caso especifico de la
biotransformacion de compuestos organicos con S. cerevisiae, algunas veces se han reportado
como biotransformaciones, reacciones que son flevadas a cabo por los constituyentes del
medio."*"*"® para eliminar la posibifidad de que la reduccion de la 2, 4-dinitroacetanilida fuera
un proceso no enzimatico, se observo el comportamiento de este compuesto en las siguientes

condiciones:

1.-Medio liquido sin levadura.

2.-Levadura inactivada por temperatura.

3.-Sobrenadantes obtenidos por centrifugacion de cultivos de levadura con una, seis y doce
horas de incubacion.

4 -Medio liquido sin levadura con cisteina.

En todos los casos se utilizo una concentracién 5 mM del sustrato y se analizaron
alicuotas por cromatografia en capa fina durante las primeras 24 horas. En ningun caso se

observé alguna modificacion de la 2,4-dinitroacetanilida.

4.2 Productos de |a biotransformacion de [a 2,4-dinitroacetanilida en un medio sin

amortiguador

Las biotransformaciones de grupos nitroaromaticos con S. cerevisiae, se han realizado
tradicionalmente con levadura liofitizada, agua destilada o de la llave y a veces szcarosa. Estos
tres ingredientes se dejan “activar” por un tiempo entre 30 minutos a 3 horas y después se

agrega el sustrato. Con esta metodologia ha sido posible reducir un gran nuamero de
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compuestos. Sin embargo, como no se utiliza un buffer, el pH del medio disminuye rapidamente

debido al metabolismo de las tevaduras.

En nuestro caso se utilizd esta técnica para biotransformar a la 2,4-dinitroacetanilida
utilizando un medio con azicar y uno sin azacar. Encontramos que el pH del medio con azicar
disminuyé hasta 3.6 durante |a primera hora de incubacion y hasta §.0 cuando no se utilizd
sacarosa {Figura 24). A tiempos mayores de 12 horas los valores de pH que se alcanzaron
fueron de 3.5 y 4.0 respectivamente, y se mantuvieron constates. A las 24 horas de iniciadas
las reacciones, solamente la biotransformacion con azucar mostraba en cromatografia por capa
fina que ya no habia sustrato, la otra reaccién todavia tenia materia prima sin reaccionar, Por

esta razon, todos los experimentos posteriores se hicieron utilizando un medio con sacarosa.

Adicién del sustrato

—{—con azdcar
--#—sin azlcar

Tiempo (horas)

Figura 24. Variacién de! pH durante una bictransformacion utilizande un medio no tamponado.

De la biotransformacién de la 2 4-dinitroacetanilida se aislaron y purificaron los tres
productos que se muestran a continuacion®. Todos fueron caracterizados por espectroscopia de
infrarrojo, masas, resonancia magnética de 'H y de “C y punto de fusion. Los datos de estos

estudios se encuentran en |a dltima seccidn de resultados (seccion 4.8).

/@w J@TY O Oy

3 4

2-amino-4-nitroacetanilida  2-metil-6-nitrobencimidazol 1-hidroxi-2-metil-6-nitrabencimidazol

45% 22% 25%

* £ 8% restante se pierde durante el proceso de aislamiento y purificacion.
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4.3 Curso de la reaccidn de la 2,4-dinitroacetanilida con S.cerevisiae en un medio
sin amortiguador (pH = 3.5)

Los tres productos obtenidos de la biotransformacion de la 2,4-dinitroacetanilida son sustancias
de gran interés. Sin embargo, seria ideal que la reaccidon se pudiera dirigir hacia la formacion
mayoritaria de cada uno de ellos. Para conseguir este objetivo, era necesario establecer un
mecanismo de la reaccién y evaluar cuales eran fos principales factores gque determinaban la
distrbucion de los productos. Con esta idea seguimos el curso de fa reaccion (la concentracién
de cada una de las especies involucrada a lo largo de la biotransformacion) y vimos que

relacién habia entre ellas.

'4.3.1 Espectroscopia UV

En un primer intento por describir el curso de la reaccién se pens6 en seguir la reaccion por
espectroscopia de UV. Sin embargo, esta idea pronto se abandond porque los compuestos

involucrados absorben en regiones muy cercanas {Figura 25).

1.00

0.00 , .
200.0 250 300 350 400 4560.0
nm

Figura 25. Especlros UV de la 2,4-dinitroacetanilida y sus prouctos de reduccion con la
levadura a una concentracién 0.13 mM.

De manera cualitativa se puede seguir el curso de la reaccién en las primeras horas y
ver que hay una disminucidn de la abserbancia en la region de 340 nm correspondiente a la

desaparicion del substrato y un aumento en la zona en la cual absorben los productos (220-230
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nm); {Figura 26}, pero después hay un aumento paulatino desde los 200 a 400 nm y no se pudo

determinar como se encontraba la concentracion de un producto respecto a los otros.

1.50
1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

02

0.00
T T T T ¥

200.0 250 300 350 400 460.0
nm

Figura 26. Biotransformacion de a 2,4-dinitroacetnilida a diferentes tiempos.

4.3.2 Cromatografia en capa fina de alta eficiencia {(CCFAE) o HPTLC (“high

performance thin layer chromatography")

Con este método la mezcla de compuestos de la biotransformacion fue separada en una placa
especial de cromatografia en capa fina y después cada compuesto se cuantificd con la ayuda
de un densitdmetro y las curvas patron correspondientes. Los resultados obtenidos del

muestreo de la reaccion se encuentran en la figura 27.

Se puede observar que la 2 4-dinitroacetanilida se reduce rapidamente para dar lugar a la 2-
amino-4-nitroacetanilida y el hidroxibencimidazol. Después de cuatro horas, el substrato apenas
es detectado. El bencimidazol durante el inicio de la reaccién no se encuentra presente, pero
después de una hora aumenta su concentracin lentamente. Después de transcurridas diez
horas los cambios en las concentraciones de los compuestos fueron poco apreciables, pero si
la reaccién se deja por varios dias, se observa un aumento en la concentracion del
bencimidazo! y una disminucién de la amina (Figura 28). La cantidad de hidroxibencimidazol

permanece constante.
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—0—2 4-dinitroacetanilida —&— 1-hidroxi-2-metil-8-nitrobencimidazol —i— 2-aminc-4-nitroacetanilida

—fr— 2-meti-G-nitrebencimidazot —X=total

Figura 27. Biotransformacién de la 2 4-dinitroacetanilida (sustrato) con S. cergvisiae apH = 3.5.
Monitoreo del sustrato y productos durante las primeras 24 horas.
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Figura 28. Biotransformacion de la 2, 4-dinitroacetanilida (sustrato) con S. cerevisiae apH = 3.5.
Monitoreo del sustrato y productos durante las primeras 148 horas.




Al realizar el balance total de materia para cada tiempo, fue notorio que en las primeras
ocho horas de la reaccién, habia un porcentaje menor de recuperado (60-80 %) de lo que se
obtuvo después de este tiempo y hasta el final de la bhiotransformacién (80-95%). Este hecho
nos llevd a analizar con mayor detalle las fracciones obtenidas en las primeras horas con el fin
de encontrar algdn intermediario. Probando con diferentes sistemas de disclventes, logramos
observar en cromatografia en capa fina un compuesto nueve que absorbia intensamente en la
region de UV, La purificacion de esta nueva sustancia fue muy dificil porque se descomponia
rdpidamente, por lo que se procedid a preparar un derivado: el 5,5-di-N-acetil-3,3"-
dinitroazoxibenco (Figura 29). Este compuesto se forma facilmente en las muestras extraidas
de la biotransformacién, por lo cual sirvié para identificar y cuantificar al compuesto original; la
2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida {Figura 29). En experimentos posteriores ya fue posible aislar

y caracterizar por técnicas espectrascopicas a la hidroxilamina.

G o}
J‘k H /U\ H - H, )’j\
B H,C N o} N CH,
[
NHOH = i
NG, NO, NO,
5 [
[2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida 5,5-di-N-acetil-3,3"-dinitroazoxibenceno

Figura 29. 2-Hidroxilamina-4-nitroacetanilida y su productoe de oxidacion

El curso de la biotransformacion se volvié a seguir, pero ahora cuantificando también al

compuesto nuevo. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la figura 30.

El sustrato desaparecid en las primeras 4 horas y desde los primeros minutos fue
posible detectar a la hidroxilamina, 1a amina y al hidroxibencimidazol. La concentracién maxima
de la hidroxilamina se alcanzé a los 90 minutos (38%), y después disminuyd lentamente
mientras se observaba la acumulacién de la amina y el hidréxibencimidazol. Este Qltimo alcanzé
una concentracion maxima de 33% a las 16 horas que coincide con la desaparicién total de la

hidroxilamina. En tiempos mayores, su concentracién no varid.
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Figura 30. Biotransformacién de la 2 4-dinitroacetanilida (sustrato) con S. cerevisiae a pH = 3.5.
Monitorec del sustrato, productos e intermediaric (2-hidroxilamina-4-nitro-
acetanilida).

La amina también alcanzé una concentracién maxima a las 16 horas y solamente
después, de manera muy lenta, disminuyd. Esta disminucion corresponde a un aumento en la
concentracién del bencimidazol. Cuando lz reaccion se deja por mas de cuatro dias, la
concentracién del bencimidazol llega a ser de 25% vy la de la amina de 35%.

4.4 Reacciones no enzimaticas en pH acido

Debido a que muchas reacciones de ciclacidn, entre ellas la sintesis de bencimidazoles,
ocurren espontaéaneamente en un medic acido, se decidié ver que le ocurria a la 2-hidroxitamino-
4-nitroacetanilida y a la 2-amino-4-nitroacetanitida en el medic de cultivo acido que se estaba

utilizando, pero sin levadura. La figura 31 presenta un esquema de estos resultados:
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9 CH,
[+]
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24 horas
NO, NO, NO,
NO,
85% Trazas
2-Hidroxitarmina-4-nitr e etarlicta . Meti-6- trohidroabencimidazol 5,5"-Di-N-acetil-3,3"-dinftroazoxatenceno
o CH,
)J\ N:<
HN CH,
NH
NH,

Medio acuoso 50%

pH =386

5 dias

NO
NO, 2
2-Amino-4-rrrcacetanida 2-Metil-§-rvirobencimicazol

Figura 31. Transformaciones quimicas de la 2-hidroxilamina-4-nitro-acetanilida y de [a 2-amino-
4-nitroacetanilida en un medio sin levadura a pH 3.6.

La 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida en un medio acuoso acido se cicla al 2-metil-6-
nitrohidroxibencimidazot en un 85 % de rendimiento, mientras que la 2-amino-4-nitroacetanilida
se transforma al bencimidazol en un 50%. De manera cualitativa se observé que estas dos
reacciones de ciclacion ocurren a diferentes velocidades, siendo la primera mas rapida que la
segunda. En el caso de la ciclacion de la hidroxilamina, se llegé a observar otro compuesto en
una pequefa cantidad, el cual podria ser el azoxibenceno porque las propiedades de ambos

compuestos en cromatografia en capa fina coincidian,

También se realizaron pruebas con levadura fresca, para ver si en un cultivo nuevo la 2-
amino-4-nitroacetanilida pudiera ser modificada, por ejemplo en el segunde grupo nitro (Figura
32). El muestrec de |a biotransformacion por cromatografia en capa fina en las primeras horas
no mostré ningun cambio. Después de doce horas se observo la formacion del bencimidazol en

pequeiia cantidad.

42




NYCH3 CH,
o S. cerevisiae \/ /@ \IO]/
ON NH, a AN HN

S. cerevisiae

50%

N
\>_
Medio acuose pH = 3.6 /@: CH,
ON N

5 dias 50% 2

Figura 32. Transformaciones quimicas de ja 2-amino-4-nitroacetanilida en un medic con
levadura a pH 3.6 (&} y en un medio sin levadura a pH 3.6 (b).

E! hidroxibencimidazo! es un compuesto que en solucidn esta en equilibrio tautomérico
con el N-oxido del bencimidazol'® (Figura 33) y debido a que los N-oxidos de algunos
heterociclos han sido reducides con levadura de pan,® se realizo el experimento anterior pero
ahora con el hidroxibencimidazol (Figura 33). No se observd la formacion de bencimidazol o de

algun otro producto.

0,

H
N N
e N
ﬁ ) CH, »cH S. cerevisige  \f S _cH
N N co - VAN >—cH,
1 O.N N 5 dias N
OH 2 6_ O,N H

Figura 33. Nula bictransformacion del 1-hidroxi-2-metil-6-nitrobencimidazol con S. cerevisiae.

También el azoxibenceno se probd con la levadura y no fue transfermado en algun ofro
compuesto. La ausencia de este compuesto al final de la biotransformacién indicaba que sélo
estaba siendo producide durante el manejo de la muestra y no en el medio de cultivo, de lo

contrario, la levadura no hubiera podido transformarlo y se observaria al final.
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4.5 Curso de la reduccién de la 2,4-dinitroacetanilida con S. cerevisiae a pH 7.5

Como los procesos de ciclacion estan favorecidos por un pH acido, se decidid realizar 1a
biotransformacién de la 2,4-dinitroacetanilida a pHs cercanos a la neutralidad y ligeramente
alcalines. Después de 20 horas de reaccion se midié la concentracién de cada producto en el

medio y se obtuvieron los resultados mostrados en la figura 34.

100
90 A
80
70 -
60 -
50 -
40 A
30 1
20 A
10 -
O -

Rendimiento (%)

pH
ID Amina & Hidroxibencimidazol Total}

Figura 34. Efecto de! pH sobre el rendimiento y distribucién de los productos de la
biotransformacidn de la 2,4-dinitroacetanilida con S, cerevisiae.

Se puede observar como a pHs acidos hay una mayor cantidad de hidroxibencimidazol,
que en los pHs basicos. Con el bencimidazol ocurre algo parecido perc la cantidad que se
forma es mucho menor. Por el contrario, la cantidad de amina formada es mayor a pHs basicos,
sin embargo a partir de pH 9.0, se observo hidrdlisis de la materia prima y la formacion de otros
subproductos en pequefias cantidades. Se decidid efectuar la biotransformacién a pH 7.5 y

monitorearla por CCFAE, obteniéndose los resultados de la figura 35.
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Figura 35. Biotransformacion de la 2, 4-dinitroacetanilida (sustrato) con S. cerevisiae a pH =75,
Monitoreo del sustrato, productos e intermediario (2-hidroxilamina-4-nitro-
acetanilida).

En este caso la reduccion del sustrato fue mas rapida que a pH acido (en dos horas
desaparece). La maxima concentracion de la hidroxilamina se detecté también a los 90 minutos,
perc su desaparicién fue mas rapida. A este nuevo pH la mayor parte de este compuesto se
redujo a la amina y fue muy poca la que se cicld al hidroxibencimidazol (8%). La concentracion
de la amina llegé al final hasta un 85%, y el bencimidazol no se detectd.
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4.6 Reduccidn selectiva de las 2,4-dinitroacilanilinas con §. cerevisiae a pH 7.5

Con la informacion acerca de la influencia de! pH en el curso de la reaccién, se aplic la
metodologia que utiliza un buffer de pH=7.5 para sintetizar 6-nitro-bencimidazoles-2-sustituidos
a partir de 2 4-dinitroacilanilinas (Tabla 7). Con estos substratos se estudio también la

regioseleclividad y el efecto del substituyente del grupo acilo en el rendimiento de la reaccion.

Tabla 7. Biotranstormacion de las 2,4-dinitroacilanilinas a pH 7.5.

H H
N R N R
LY e OLY
o S.cerevisiae 0
Q,N NO, O,N NH,
4 2
Sustrato 1 Sustrato 1
R Amina (2) Reactivo Amina (2) Reactivo
recuperado {1} R recuperado (1)
(%) (%) {%) (%)
a H 40° 0 g Heptil 79 12
b Me 82 0 h CF3 367 8]
c Et 84 0 I CHCI 47* 0
d Pr 85 0 j CH:CH,COOH 86 ¢
e Bu 90 0 k Fenil 0 92
f Penti 83 0 | CH=C{CHj); 0 87

a. Rendimiento crudo

Los resultados de la tabla 7 sefalan que los sustratos 1b-1f y 1j se redujeron en muy
buenos rendimientos y con una alta regioselectividad a las 2-amino-4-nitroaciianilinas
correspondientes 2b-2f y 2j. En ningun caso se detectd materia prima ni tampoco reduccidon en
{a posicién cuatro. Los compuestos 1g, 1k y 1l tuvieron bajos o nulos rendimientos. Una
explicacion es que estos substratos se encuentran poco accesibles a las células debido a su

baja solubilidad, aunque no se podria descartar totalmente la influencia de efectos estéricos y
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quizd electrénicos. Los compuestos 1a, 1th y 1i se hidrolizaron parcialmente a la 24-
dinitroanilina en el medio de cultivo y se obtuvieron mezclas complejas de diferentes

subproductos que hasta ef momento no han sido caracterizados.

4.7 Sintesis de los 2-alquilbencimidazoles (ciclacion de las 2-amino-4-

nitroacilanilinas)

La tabla 8 muestra que las aminas 2b - 2g y 2j se ciclaron a los correspondientes
bencimidazoles 3b - 3g y 3j utilizando 4acido acético glacial y calentando a 60°C durante 6

horas. Los rendimientos de esta reaccion fueron mayores al 86% en todos los casos.

Tabla 8. Ciclacion de las 2-amino-4-nitro-acilanilinas

R \
Y L \ R
o ac. acético
—_— D’N
O

)

, MR goee , H

Amina 2 Bencimidazol 3 (%) Amina 2 Bencimidazol 3 (%)
R
R
b Me 92 f Pentil 93
¢ Et 94 g Heptil 86
d Pr 91 j CH,CH,COOH 94
e Bu 90
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4.8 Datos espectroscopicos de los compuestos obtenidos y asignacién de

estructuras

4.8.1

2-Amino-4-nitro-acetanilida (2)

H
N

hd

%
O,N NH

2

CH,

Este compuesto se obtuvo como un sdlido amarillo con punto de fusién de 200-202°C

(lit: 204-205°C""%) y fue caracterizado mediante experimentos de infrarrojo, masas y resonancia

magnética nuclear {tablas 9-12).

Tabla 9. IR de la 2-amino-4-nitroacetanilida (2).

IR {KBrfpastilla) v max {cm™}:

Espectro 1

3450 (Ar-NH2); 3317, 3258 (-NH-); 2925, 2865
(CH3): 1656 (-CO-); 1494; 1347 (Ar-NO,).

Tabla 10. EM de la 2-amino-4-nifroacelfanilida (2).

EM IE, nv/z (int, rel):

195 [M"] (75), 153 [M-CH,COJ" (100}, 107 [153-NO=] (32),

Espectro 2 80 [107-HCN]" (15), 43[OCCH,]" (29).
M'
m/z 195 . " m/z 153
(75%) H H_’ }ii_l (100%)
I
‘ NQ\H L Mo,
o H + O=C:CH2
O,N NH, . ON NH,
l-Noz-
H "
miz B0 H Ney,
W= OO
+ NH, (32%)
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Tabla 11. R.M.N. de 'H de la 2-amino-4-nitroacetanilida (2) (300MHz, COCly-de-DMSO)

H
N CH
s D Gl
4 C
O,N 2 "NH

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).
Constantes de acoplamiento J {Herz)

Espectro 3

Hs (d) Ha (d) Hs {dd)
NH (s) o i s g | N2 () CHs (s)
9.20 7.71 7.65 7.50
: J=87 J=27 J=87.27] 4.48 2.20

Tabla 12. RM.N. de "*C de la 2-amino-4-nitroacetanitida (2} (300MHz, COCly-ds-DMSO)

8 H
" O
O,N 2 "NH,
3 Espectro 4
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS {ppm).
c7 c4 c2 C1 C6 c3 c5 cs
168.82 144.20 139.66 129.68 123.06 |112.14| 11030 | 23.21

Para asignar las senales de “C de C5, C6 y C7 se realizé un experimento HETCOR
(Espectro 5), ias ofras asignaciones se hicieron con base en el cédlculo tedrico de los
desplazamientos quimicos tal como se muestra a continuacién. "’

3 2 Ejempilo:

. @‘—x 8= 1285+, C-4 Valorbase 1285

Z  (NHCOCHy) 9.7

Substituyente X Z, Z; Zy 24 23 (NHy) -13.4
-NHCOCH, 97 81 02 -44 Z4(NO,) 8.1
NH, 182 -13.4 08 -100 Estimado  130.9
NO, 199 -49 09 6.1 Experimental 129.7
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Para corroborar que esta interpretacion era correcta y que no se trataba del isomero 4-
amino-Z-nitroacetaniliida, se decidié sintetizar quimicamente este compuesto a partir de la
materia prima original utilizando limadura de hierro en acido acético (Figura 36).""® Por este
método se aislaron tres compuestos principales de la mezcla de reaccidn. Se purificaron por
cromatografia (hexano—AcQEL 1:1) y se identificaron por espectroscopia como la 2-aminc-4-
nitroacetanilida (24%), ia 4-amino-2-nitroacetanilida (15%) y el 2-metil-6-nitrobencimidazol
(10%). La diferencia entre los isémeros orfo y para se baso en la diferencia que muestran estos
compuestos en R.M.N. de 'H (Figura 37).

o] o] o]

M

HHN CH

) HN CH, HK CH,
NO, NH, NO, NH
Fe ! AcOCH + +
NO, NH,

NO,

NG

Figura 36, Reduccion quimica de la 2,4-dinitroacetanilida con hierro (0) en acido acético.

O [a] [}

821062 yy ey pop38| O 020 HN/lkcﬁ] § =2.20 5780 i chy 5= 224
5=9.10 NG, 8=7.71 NH; 5=4.48 | § = 8.46 NG,
5=8.48 §=9.13 #=7.50 5 =7.65 5=6.98 5=17.45

NG, NO, NH, 5=3.85
2,4-dinitroacetanifida Z2-amino-4-nitroacetanitida 4-amino-2-nitroacetanilida

Figura 37. Desplazamientos quimicos de los hidrogenos (8) en ppm de la 2,4-dinitroacetanilida
y los dos isémeros obtenides por su reduccién con Fe(0).

En ambos casos las sefales se desplazan a campo alto respecto de la materia prima, lo
que coincide con la reduccion de un grupo nitro, pero en el caso de la 2-amino-4-
nitroacetanilida, las sefales de los protones aromaticos aparecen mds juntas, posiblemente
porque los grupos amino y acetanilida son mas parecidos entre elfos. Un hecho adicional que
ayudé a su identificacion fue que la 2-amino-4-nitroacetanilida formé el bencimidazol

calentandolo en condiciones acidas, mientras que fa 4-amino-2-nitroacetanilida no formé el
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bencimidazol. La 2-amino-4-nitroacetanitida es un sélido amarillo con punto de fusién 190-

192°C mientras que la 4-amina-2-nitroacetanilida es un sélido rojo con punto de fusion 165°C.

482 2-metil-6-nitrobencimidazol (3)

N
Joa
O,N ﬁ

Este compuesto se abtuvo como un solido amarilto muy palido con punto de fusién de

214-215°C (lit""® 221°C) y fue caracterizado mediante experimentos de infrarrojo, masas y

resonancia magnética nuclear (tablas 13 -16).

Tabla 13. IR del 2-metil-6-nitrobencimidazol 3.

lﬁ (KBripastilla) v max (cm™): 3566, 3330, 2926, 2819, 1516, 1472, 1337, 830

Tabla 14. EM IE del 2-metil-6-nitrobencimidazal 3.

EM IE, mv/z (int, rel): 177 (M~,100); 161 {4); 147 (25); 131 (45); 119 (13);
Espectro 6 104 (17).
-+
N )
A\
/©:N>—CH: -NOy \>__CH, -HCHN .
ON \ + N
H
H miz= 104 {17%)
M* mie = 177 (100%) miz = 131 (45%)

L -NO-
N -CO
\>_¢H1 - e CHN,
o N
\
H

* mfz =119 (13%)

mfz =147 (25%)
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Tabla 15. R.M.N. de 'H del 2-mefil-6-nitrobencimidazo! 3. (300MHz, CDCly-ds-DMSO)

4 3
N
5
JOes
O,N Ny
I
? H

Espectro 7

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS {ppm).

Constantes de acoplamiento J (Hertz)

H-4 (d) H-5 (dd) H-7 (d)
NH (s) Jus Jsa ) sz Jrs CHy (s)
8.43 8.10 7.54
1247 J=90 | J=89 21 J=21 285

Tabla 16, R.M.N. de '*C del 2-meiil-6-nitrobencimidazol 3. (75 MHz, CDCly-ds-DMSQ).

4 3
9 _-N
5 10
. \>LCH,
02N B ;Iq‘l
7 H Espectro 8
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).
c10 c2 co C4 C5 ce c7 Ccs
15.53 155.73 142.42 113.31 116.95 142.32 110.92 138.45
4.8.3 2-metil-6-nitro-1-hidroxibencimidazol {4)

N
LLe
"

OH

ON

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo palide que descompone a 280°C
(it"*® 290-294°C desc), y fue caracterizado mediante experimentos de infrarrojo, masas y

resonancia magnética nuclear (tablas 17 -20).




Tabla 17. IR del 1-hidréxi-2-metii-6-nitro-bencimidazol 4.

IR (KBr/pastilla) v max (cm™);
Espectro 9

3447, 3078, 2410, 16086, 1524, 1349, 1301, 1270,
122, 1158, 887, 734.

Tabla 18. EM IE del 1-hidréxi-2-meti-6-nitro

-bencimidazol 4.

EM IE, m/z (int, rel):
Espectro 10

193 (M+, 100}, 177(8); 163(7), 147(13), 130 (22),

-NO,

,@:;%

miz = 177 (E%)
OH

QH

mz = 163 (T%)

Tabla 19. R.M.N. de 'H del 1-hidréxi-2-metil-6-nitro-bencimidazol 4 {300MHz, CDCly-ds-DMSQ)

Espectro 11

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS {ppm).
Constantes de acoptamiento J {(Hertz)

H-7 (d) H-5 {dd) H-4 (d)
OH (s) Jrs Jog ) Jsq Jas CHs ()
8.19 8.02 7.65
12.3 J=23 J=8.286,232 J=89 2.54
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Tabla 20. R.M.N. de ¥C de! {-hidréxi-2-metil-6-nifro-bencimidazol 4 (75 MHz, CDCly-ds-DMSO).

4 o 4

5 N 10
2

R 8 l\l“

! OH Espectro 12

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).

c10 c2 c9 C4 C5 C6 (0% C8
12.07 153.57 142.07 | 11661 | 11866 | 14231 | 10482 | 131.27

El 2-metil-8-nitro-1-hidroxibencimidazol es un compuesto que en solucidn se encuentra
en un equilibrio tautomérico con el correspondiente N-éxido (Figura 38)."° Sin embargo, [a
difraccion de R-X muestra que es el hidroxibencimidazol el compuesto que se encuentra en

estado sdlido (figura 33).

4 . l’il
3
5 N\ \ . NE
5 ; eH, ———— 8 >3'CH:
O;N 7 ’r ! O,N : T 1
OH 0_

Figura 38. Equilibrio tautomérico entre el hidroxibencimidazol y el N-dxido de bencimidazol

Figura 38. Estructura det 1-hidroxi-2-metil-6-nitrobencimidazo! obtenida por difraccion de
rayos X.
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4.8.4 \dentificacién de 1a 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida

Los primeros inlentos de purificar a la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida por
cromatografia flash no fueron exitosos ya que en pocos minutos las fracciones que tenian al
compuesto puro se descomponian. Se probaron dos métodos descritos en la literatura para
acilar hidroxilaminas®™, pero tampoco se obtuvieron los resultados deseados. Finalmente, se
hizo una reaccion de oxidacién utilizada para detectar hidroxilaminas muy inestables con
oxigeno en un medio basico*. De esta forma fue posible asilar e identificar por métodos

espectroscopicos al 5,5 -di-N-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno {6)

4.8.4.1 Caracterizacidon det 5,5'-di-N-acetil-3,3-dinitroazoxibenceno (6}
0 Q
H - H. /U\
H,CJJ\N clJ N CH,
Nin
6
NO, NO,

Este compuesto se obtuvo como un sélido amarillo que descompone a 265°C y fue
caracterizado mediante experimentos de infrarrojo, masas y resonancia magneética nuclear

(tablas 19 -22).

Tabila 21. IR det 5,5'-di-N-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno.

IR (KBr/pastilla) v max {cm™); 32493, 1700, 1598, 1512, 1492, 1340, 1280. 721.
Espectro 13

Tabla 22. E.M. del 5,5'-di-N-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno.

EM IE, mv/z (int, rel). 1402 M+(75%), 386 (M-O) (15%); 360 (M-OCCH; } (100%) 318 (M-
Espectro 14 OCCH,-OCCH;) (40%) 301(318-NH,) (65%).
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0 0 + o Q
J‘I\ H H, )L J’l\ H H, /LL
HE” TN o N CH, He™ TN N CH,
N=N N=N
-0
M"
m/z 402
(75%) N()2 NO:. NC)2 NO;
m/z 386 (15%)
- 0=C=CH,
0 I +
’AL H H H _H l'+
. H e . . .
Hoy-H o N, CH, \Nj\_cl’ N
[, H .
N=N N=N
- 0=C=CH,
m/z 360 i
{100%) NO, NO, NO, NO, 318
{40%)
o -HO
(8]
H
H, )J\ H~
H-._N,H N CH, 'N ) NH
. NN
NO, NO, NO, NO,
miz 344 (14%) Mz 301 (65%)
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Tabla 23. R.M.N. de 'H del 5,5'-di-N-acetil-3,3'-dinitroazoxibenceno. (300MHz, de-DMSQ)

o] j . o]
i
&
H,CJLNH o H‘N)LCH, a
NN
c e
f ©/Q d h
No, NO,
Espectro 15
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS {ppm).
Constantes de acoplamiento J (Hertz)
r H-c (d) H-g (d} H-f (dd) )
H-j (s) e o Jee:d g 3H-b(s)
8.47
8.12 8.93 oA
10.61 1=9.1 J=27 J=81.28 2.13
H-i (s) H-h {m) H-d,e {m) 3H-a(s)
9.96 9.12 8.30 2.19

Tabla 24. R.M.N. de °C del 5,5'-di-N-acetil-3,3"-dinitroazoxibenceno. (75MHz, ds-DMSO)

o) (@]
/U\ H - N )k
HC™ 2 N o] NT 15 CH
35 ] 16
3 N=N iz
‘ a 9 13
5 7 0 12
( 71
NO, NO,

Espectro 16

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).

c1 c2 Lok} c4 c5 c6 c7 (o]
24.12 169.36 | 13950 | 124.43 | 12661 | 14257 | 12159 | 139.26
(3] c10 c11 c12 ci3 c14 c15 C16
137.03 | 122.09 | 14203 | 11809 | 124.84 | 13307 | 169.29 | 23.86
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Para asignar as sefales de 'H y °C se realizaron experimentos de COSY (Espectro 17)

y HETCOR (Espectro 18),

4.8.5 Caracterizacién de la 2-hidroxitamina-4-nitroacetanilida

2-Hidroxilamino-4-nitro-acetanitida (5)

H
NYCH3
J@ ©
O,N NHOH

2

Este compuesto se obtuve como un sdlido amarillo con punto de fusién 143-145°C y fue

caracterizado mediante experimentos de infrarrojo, masas y resonancia magnética nuclear

{tablas 25 -28),

Tabla 25. IR.de la 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida (5)

IR {KBr/pastilla} v max {(cm™}:

Espectro 19

3203, 3264, 3207, 1663, 1519, 1342, 1287, 744, 716

Tabla 26. E.M. de la 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida (5).

EM IE, m/z (int, rel):
Espectro 20

211 (M°, 2), 209 (21), 195 (60}, 177(48), 167, (68), 153 {100),
137(24), 131(25), 107 (30), 90(17}, 80 {15), 63(15), 43(38).

-—]-+

CH,

NO 0=C=CH NO
——— mfz = 209 m/z= 167

X
HN
NHOH  -H0
2
NO,

1

-+
HN™ TCH, NH, _I

NO, {21%) NO, (68%)

-+
HN’U\CH NH, —i

]
NH, -0=C=CH, NH,
—
M m/iz=211
{2%)

miz =195 NO m/z = 153

NG, (60%) ? {100%)
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Tabla 27. R.M.N. de 'H de la 2-hidroxilamino-4-nitroacetanilida (5). (300MHz, COCl-de-DMSO)

s 1 \II/CH3
4 O
O,N 2 NHOH

3

Espectro 21

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).
Constantes de acoplamiento J {(Hertz)

H-3 (d) H-6 (d) H-5 (dd)

NH (s) o Lo on: Joy | NHOH (s) CHai (s)
8.15 7.82 7.74

9.07 J=28 J=88 J=8828| 8135 2.20

Tabla 28. R.M.N. de °C de la 2-amino-4-nitroacetanilida (2). (300MHz, CDClz-ds-DMSQ)

S 1 N7 _CH
5 1 Y 3
Pl [0}
O,N” SF 2 NHOH

Espectro 22

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).

c7 C4 Ccz C1 C6 C3 Cc5 cs

168.91 144.27 142.49 130.49 122.09 115.82 109.89 23.54

4.8.6 Datos espectroscopicos de las 2-amino-4-nitroacilanilinas

Todos estos compuestos son sélides amarillos con los siguientes puntos de fusion
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Tabla 29. Puntos de fusién de las 2-amino-4-nitroacilanilinas

R p.f. (°C) R p.f. (°C)
Et 132-134 Pen 115-116
Pr 133-135 Hep 114
Bu 123-125

Todos los espectros de infrarrojo de las 2-amino-4-nitroacilanilidas son muy
similares y muestran las bandas de la tabla 30. Solamente las bandas de 2916 y 2847
correspondientes a la region de metilenos aumento de intensidad a medida que la cadena

hidrocarbonada crecio.

Tabla 30. IR de las 2-amino-4-nitroacilanilinas.

3452(Ar-NH,}; 3374; 3255(-NH-); 2916; 2847(CH,, CHy); 1653

IR (KBr/pastilla) v max (cm™): .
{CO); 15071; 1347(Ar-NQ;); 876; 738 (NH2, anillo)

En espectrometria de masas en todos los casos se observo el idn molecular, pero el pico
base en todos los casos fue m/z = 153, correspondiente a la diamina que se obtiene al

romperse el enlace N-CO de la amida.

Tabla 31. E.M. de [as 2-amino-4-nitroacilanilinas

N._R
0¥
0]
oN NH,
R M’ otros fragmentos
m/z (int. rel) m/z (int. rel)
-CHyCH, 209 (52) 191(19); 180(26); 153(100); 107(20); 57(38)
-(CHa)2-CH; 223 (40) 180(14); 153(100); 107(15); 71(34); 43(49)
-(CHa)3-CHs 237 (40) 180(12); 177(29); 153 (100);107(12); 85(25); 57(35)
233(4); 221(3); 190(12);177(20); 153 (100); 131(7); 12366);
-(CHa).-CH, 251(36) 107(9); 99(20); 71 (14); 43(18)
261(5); 249 (5); 232(8):190 (15); 177(24); 153(100); 127(18);
(CHe-CHs 279 (28) (: 249 (5 2320190 (19) 17724 153(100) 1279
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Tabla 32. R.M.N. de 'H de {as 2-amina-4-nitroacilanilinas. (300MHz, CDCly-ds-DMSQ)

s N_ R
> and
4 Q
ONT F R,
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).
Constantes de acoplamiento J (Hertz)
R
NH| P8 M3 s day | M,
(s} @ @ Jsg i Jdss | (s)
Jis | as cH2 | cH2 | cH2 | cH2 | cH2 | cH2 | cH,
B 7 755
764 1 0 | 2
893, .57|,25% ot IEE T I S oty | 1230
Pr 772 7.56
766 | [ 243 | 1.75
001 | , ol -5 Jsee e ||| I A PSSR R YT
Bu 773 747
765 | - 244 | 160 | 1.38
1 smg0fy=27 (97301 8 1 | by | quin | (seny | 0920
P logal 0| 7ea | T, e 244 | 173 1 136 | 136 | o000
Hiu=s|a=28| 7201 4 -l -l |eun| m | @ {%
Hep 770 755
764 | O 172 | 134 | 134 | 134 | 134
898| ,za8ly=25 j;gf 458 12840 it om | o) | oy | @y | 9920

Tabla 33. R.M.N. de *C de las 2-amino-4-nitroacilanilinas. (75MHz, CDCly-ds-DMSQ)

N_7 R
3 ¢
4 o]
ONT 72 NH,
R

c7 c4 c2 C1 C6 c3 c5
Me 168.82 | 14420 | 13966 | 12968 | 123.06 | 112.14 | 110.30
&t 17269 | 14438 | 13961 | 13011 | 12320 | 11279 | 11077
er 171.90 | 144.28 | 13947 | 13011 | 12319 | 11279 | 110.81
Bu 172.00 | 14417 | 14011 | 129.78 | 12303 | 11183 | 110.171

-CH2- -CH2- | -CHa2- -CH3
Me 2321
Et 29.35 27.87
Pr 38.15 18.47 13.19
Bu 35.92 27.14 21.75 13.33

61




4.8.7 Datos espectroscoépicos de los 2-alquil-8-nitro-bencimidazoles

N
Lo

N

oN N

Todos estos compuestos son sdlidos blancos-amarillos con los siguientes puntos de fusién

Tabla 34. Puntos de fusion de los 2-alquil-6-nitro-bencimidazoles

R p.f (°C) R pf. (°C)
EL 166-168 Pen 128
Pr 163-135 Hep 124
Bu 134-135

Todos los espectros de infrarrojo de los 2-alquil-6-nitro-bencimidazoles son muy

similares y muestran las siguientes bandas.

Tabla 35. IR de los 2-alquil-6-nitro-bencimidazoles.

3430(N-H); 3000-2800 ancha({NH, Puente de H); 2980; 2930
IR (KBripastilla) v max (em™}: | {CHz, CH,), 16286 (anilio aromatice); 1592, 1472, 1452 y 1418
(C=Ny C=C) 1514 y 1341(Ar-NQ;}; 825; 734 {anilio Ar.)

Tabla 36, E.M. de los 2-alquil-6-nitro-bencimidazoles

2

N
o
ON [‘j

R ' M otros fragmentos
m/z (int. rel) m/z (int. rel)

CH,-CH, 191 (100) 190(73), 176 (5); 161(12); 145(45); 144(36); 130(J)

-(CH;);-CH3 205 ( 49) 204(24); 150(66); 177(100); 158(32);144(37); 131(73)

%(CH,)3-CH, 219(6) 218(1); 204 (5); 190(24); 177(100); 158(7):144(10);
131(32)

{(CH2)+-CH, 233(25) 218(1); 204 (19); 190(66); 177(100), 158(7);144({12);
131(32)

-(CHa)s-CH3 261(26) 246 (4); 232(26); 218(14); 204 (8); 190(66); 177(100);
158(6):144({12); 131(29)
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H7CH, H e H
N/ Cry ! Ni
<,H, N ; S
Chy _ °* >=CH‘ -NO, | P | >|=c|-«z
N
OoN \ O,N " ' N\
H H H
M* m/z = 205 (49%) mAz = 177 (100%) miz = 131 (73%)

l -CHy
.H.
N +
N /@ \>——CH}CH1
/@: \>—CH._,CH:CHJ ON N\
O,N ’j

2
H
z

m/z = 204 (24%) miz = 190 {66%)

Tabla 37. R.M.N. de 'H de los 2-alquil-8-nitro-bencimidazeoles. (300MHz, CDCl;-ds-DMSO)

4 3
° N\>
6 2 R
O,N N
2 7 I
DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm).
Constantes de acoplamiento J (Hertz)
R -7 (d
NH (s} ”"}‘id) ?:“_’,‘2 Hli’ CH; | CH, | CHy| CHy | CHy | CH; | CHs
Bl g ] 756 | fag | 845 L L 268 146
AT smee | TR =22 - coad)| @)
P 1 ias0 | 758 BN eas 202 ( 191 | 104
108 a0 | 0 =2 - -] -1 leew!| o
Bu | el 780 | ES 4 s | 300|180 148 | 096
141 e | T [ =20  lquinyf sex) | @
Pe | 1gaq | 780 Za2 1 840 300 190|136 | 1.36 | 0.87
AT e | 28 U2y - o laun| oy [ m) | ©
Hep 8.19
7.60 8.49 190 |t32| 132|132 132 | os8s
12121 y=gg | 28 =21 (2P0 quiny [ | ) | @ | o | ©
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Tabla 38. RM.N. de "*C de los 2-alquil-6-nitro-bencimidazoles. (75MHz, CDCl;-d-DMSO)

7 H
R
c2 c9 C4 C5 Cc6 C7 cs
Me 15573 | 14242 § 11331 | 11695 | 14232 | 11092 | 138.50
Et 160.74 | 14247 { 11336 | 11695 | 14225 | 111.10 | 138.37
Pr 15939 | 14251 | 11324 | 118688 | 14240 | 11079 | 138.35
Bu 15959 | 14250 | 11444 | 11848 | 14357 | 11156 | 138.41
-CHo- -CHj- -CH,- -CHs
Me 14.53
Et 2215 11.36
Pr 30.56 20.39 12.91
Bu 29.95 2971 22 42 13.69
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5 DISCUSION

La biotransformacién de la 2,4-dinitroacetanilida (1) con S. cerevisiae dio como resultado la
formacion de tres compuestos: la 2-amine-4-nitroacetanilida (2), el 2-metil-6-nitrobencimidazol
(3) y el 2-metil-B-nitrohidroxibencimidazol {4). Un cuarto compuesto se aislé al detener la
reaccion en las primeras horas y se identificé como la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida (5). A
partir de ias graficas de la concentracion de cada uno de los compuesto a diferentes tiempos,

fue posible proponer el siguiente mecanismo (Figura 40).

N

N—cH
NJiIf
0, 3 4

OH
2:MetikE-nirohdionbencimidazol

. A
@/N e @/woa @/)\ ) ::<°"’

Q Q

2 4-Dindroacetaniida 2-Hudroxdarming-d-ndroac manikda
2

2-AMing 4 munac- anduds 2-Metd-B-narabencirdazol

Figura 40. Mecanismo de la biotransformacion de la 2,4-dinitroacetanilida.

Inicialmente el sustrato (1} es reducido por la levadura en la posicién dos para formar
una hidroxilamina (5). Este hecho se puede observar en los primeros minutos de la
bictransformacion cuando la hidroxilamina tiene una concentracién mas alta que cualquiera de
los otros productos. Después, [a hidroxilamina es reducida de nuevo por la levadura para formar
la amina (2). Ademas de reducirse, la hidroxilamina se puede ciclar esponténeamente para
formar el hidréxibencimidazol (4). Este ultime paso es mas rapido en un medio acido que en uno

neutro,

La amina (2} no es biotransformada posteriormente por accidn de la levadura, sin
embargo, en un medio acido también se cicliza lenta y espontaneamente al bencimidazol (3). Si

la reaccion se Heva a cabo a pH neutro, no se observa la formacion de bencimidazol.
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Otro hecho que se observo al hacer este estudio, es que en cualquiera de los dos pHs
estudiados, la rapidez a la cual se reduce el sustrato, es mayor que la rapidez a la cual se
reduce 1a hidroxilamina. Gracias a esto, la hidroxilamina se acumula y pude ser aislada e
identificada. El mismo fendmeno se ha observado en la hidrogenacién catalitica de compuestos
aromaticos nitrados®™® y en algunas reducciones efectuadas por microorganismos.”' En
armbos casos la velocidad de reduccion de 12 hidroxilamina a la amina es el paso limitante de ia
reaccion. Una explicacion que se ha encontrade es que la hidrogenacion de la hidroxitamina
tiene una entalpia de casi el doble de lo que tiene 1a hidrogenacién del nitro o nitroso {Figura
41),

@ Hy ——— @- = - 32 keat/mol

QNHOH + H — @— AH = - 62 kealimol

Figura 41. Entalpias de hidrogenacion del nitrobenceno y dos intermediarios.

NHOH  AH = - 37 kcal/mol

El mismo fenémeno se puede explicar también desde el punto de vista del potencial
redox de los compuestos. Por ejemplo, en la reduccion del trinitrotolueno, a medida que los
grupos nitro se van transformando a aminas, ef potencial de reduccidn estandar disminuye
(Figura 42), lo que significa que el agente reductor tendrd mayor dificultad para seguir
reduciendo al compuesto.

Como resultado de estos factores, la conversion de la hidroxilamina a la anilina ademas
de ser el paso limitante de la reaccidn, es el que tiene mayores problemas de
quimioselectividad porque requiere de condiciones mas drasticas para efectuarse. Lo anterior
puede afectar a otros grupes funcionales en la molécula, por ejemplo algunos compuestos
dinitrados en vez de ser reducidos totalmente a la amina en un solo grupo, son reducidos a las
di-hidroxilaminas como ocurre al biotransformar 2 ,B-dinitrotolueno  con  Clostridium

aceltobutylicum (Figura 43).
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- (E,*)
NO, NO,

ON CH, + & — « ON CH, 0253V
NO, NO,
NO, NO,

O,N CH, + & — =« ON CH, -0.449 V
NH, NH,
NO, NO,

H,N CH, 4+ & - HN CH, -0.502 v
NH, NH,

Figura 42. Potenciales de reduccion estandar de electron simple a pH 7.0 del trinitrotolueno y
dos intermediarios de su reduccion.

CH,

f_’ HOHN NHOH

CH, CHS €. scemaracum
ON NO, ON NHOH
—— CH3
C acciobutylicLm
~ X ON NH,
C. 3conitysciam

Figura 43. Biotransformacion del 2,6-dinitrotolueno por Clostridium acetobutylicum

El hecho de que la hidroxilamina permanezca tanto tiempo en el medic de reaccion tiene
ventajas y desventajas. Por un lado, son indeseables porque son compuestos inestables que se
pueden oxidar,** desproporcionar® o sufrir reordenamientos (reaccién de Bamberger)."” En
nuestro caso, quizds porque se utilizan condiciones suaves de reaccién y quiza porque no hay
mucho oxigeno disuelto en el medio, no observamos la formacion de ningln subproducto de
esas reacciones (la formacién del azoxibencimidazol se did solamente cuando se tomaron las
alicuotas y se les hizo una extraccidon vigorosa). La dnica reaccidn colateral de las
hidroxilaminas que se observo fue la formacidén del hidroxibencimidazol, la cual se pudo
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controlar variando e! pH. Otra desventaja que peodria existir es la toxicidad que tienen las
hidroxilaminas sobre los organismos vivos,®® o cual podria inhibir de alguna forma su propia

reduccion.

Desde el otro punte de vista, la acumulacién de las hidroxilaminas en el medio puede
ser provechosa. En primer lugar porque existen pocos métodos para sintetizarlas y si se vardan
las condiciones de esta biotransformacion (acidez, medios organicos, relacidn sustrato
levadura, tiempo, etc.), se podria contar un método nuevo y eficiente para prepara estos
compuestos. En segundo lugar, 1as hidroxilaminas se pueden utilizar en la preparacion de
heterociclos  N-hidroxilados. Un ejemplo de esta reaccién es la formacién de
hidroxibencimidazoles que se presentd en este trabajo. Los hidroxibencimidazoles son un tipo
de compuestos raros en la literatura, porque los métodos para sintetizarlos son muy limitados’
y, por lo tanto, su quimica se ha investigade escasamente y aun no se les conocen aplicaciones
comerciales. Sin embargo, en uno de los pocos trabajos que se han hecho al respecto, se ha
encontrado que pueden tener un potencial enorme como sustancias con actividad bioldgica, por

ejernplo, como farmacas contra el VIH."?

Como se ha menciocnado antes, las principales diferencias que se observan entre la
reaccion llevada a cabo en un medio sin amortiguader y uno a pH 7.5, son los procesos de
ciclacion de la hidroxilamina y la amina. Este fenémeno puede ser importante en las
biotransformaciones de compuestos nitroaromaticos con sustituyentes en la posicidén orfo que
sean capaces de formar heterociclos como los aqui estudiados. El pH en estas reacciones

puede ser modificado para dirigir 0 no la reaccion hacia la sintesis de heterociclos.

Ofra diferencia muy importante entre [as biotransformaciones a los dos diferentes pH es
la velocidad a la cual ocurre la reduccion del sustrato. En la reaccién a pH 7.5, la 2,4-
dinitroacetanilida fue reducida mas rapido que en la reaccion a pH 3.5 (Figura 44). En ambos
casos los datos experimentales se ajustan a la ecuacion integrada para una reaccion de primer
orden (Figura 45)."® Las constantes de velocidad oblenidas por este procedimiento son 0.017
min' cuando el pH de la biotransformacion es 3.5 y de 0.048 min™ cuando el pH es 7.5. Sin
embargo, seria muy adecuado hacer mediciones sobre la velocidad inicial a diferentes

concentraciones de sustrato para compara esos resultados con los aqui obtenidos.'®
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En las biotransformaciones de grupo nitros con S. cerevisiae reportadas en la literatura®**
nunca se ha controlado e! pH por considerar que no es un factor determinante, pero los
resultados encontrados en este trabajo sefalan que si se cuida esta variable tan sencilla, se

podrian mejorar los rendimientos, asi como ahorrar tiempo y energia.
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Figura 44. Desaparicidén de la 2 4-dinitroacetanilida (sustrato) a los dos diferentes pHs

69




Ecuacion de velocidad de una reaccién de primer orden con respecto a la 2,4-
dinitroacetanilida {2,4-DNA)

[2,4-DNA] = [2,4-DNAJ, e ~*!

{2,4-DNA] = Concentracion de la 2,4-ONA k = constante de velocidad de
a cualquier tiempo primer orden
{2,4-DNA]J, = Concentracion inicial de la 2,4-DNA t = tiempo
pH=13.5
0
05 ]
-1 4
% -1.5 A
= -2 - L=
g 25 4 Pendiente = -k = -0.0171 min”
[ R?=0.9945
35
4 + —_ - - — ; ,
0 50 _ 100 150 200
tiempo {min}
pH=7.5
0

Pendiente = -k = -0.048 min™'
-4 R? = 0.968
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Figura 45. Analisis grafico de los resultados de la desaparicion de la 2,4-dinitroacetanilida
para una reaccion de primer orden a dos diferentes pHs.
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En todos los sustratos que fueron reducidos por la levadura de pan, el Gnico grupo nitro
que se redujo fue el de la posicidn dos y con muy buenos rendimientos. Este resultado es
inusual tanto en las reducciones quimicas (ver introduccion) como en sistemas biolégicos, pues
por lo general, las bacterias atacan indistintamente a los diferentes grupes nitros de un
compuesto o reducen a todos.”™ La alta selectividad encontrada es un caso muy importante
perque no hay muchos métodos con tan altos rendimientos. Sin embrago, estos resultados
alentadores deben de ser tomados con precaucion ya que en otros compuestos dinitrados

reducidos con esta misma levadura no se obtuvieron tan buenos resultados,®

Una hipdtesis sobre la selectividad de la reduccion en compuesto 2,4-dinitrosustituidos
con S. cerevisiae propone que la presencia de un par de electrones libres en el substituyente
favorece la reduccién del nitro en la posicién orto mientras que cuando hay impedimente
estérico en el sustituyente, se favorece la formacidn de la amina en para (Figura 46). En nuestro
caso se tiene el par de electrones libres, lo que favoreceria la reduccion en orto, pero a pesar
de que se probaron sustituyentas "voluminosos” (cadenas de cinco y siete atomos de carbono},

no observamos la formacién de amina en la posicion para.

()

X

NO, —> Favorecido por factores electrénicos

NO, ——> Favorecido por factores estéricos

Figura 46. Modelo propuesto para la reduccion regioselectiva de grupos nitro aromaticos
con S. cerevisiae ®

Esta reduccion regioselectiva es una herrarmienta muy util para enfrentar problemas
dificiles de sintesis, asi como susiiluir procesos que se utilizan actualmente y son
contaminantes y con reactivos no renovables. Otra ventaja adicional que mostré esta reaccion
es que no se aislo ningun subproducto {grupos azo, hidrazo o azoxi) de los que con frecuencia

se forman en |a reduccidén quimica de grupos nitroaromaticos.
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Dos de ias 2.4-dinitroacilanilinas probadas en la biotransformacién, son muy poco
solubles en el medio acuoso y precipitan, Este problema puede llegar a ser una limitante de
esta técnica sobre todo si se piensa en que muchos compuesto organicos podrian presentar las
mismas dificultades, Algunas altemativas para evitar este problema son el uso de surfaclantes

o bien utilizar medios no acuosos para realizar la reduccion. '

La hidrélisis de alqunos de algunos sustratos en la biotransformacion parece ser un
ejemplo de la principal desventaja que se tiene al trabajar con células completas: la accion de
otra enzima sobre los sustratos. Aunque todavia hace falta realizar otros experimentos para
comprobar esta idea, se podria pensar también en utilizar inhibidores'® o medios organicos

para realizar la reaccion.'?

El tipo de nitrobencimidazoles que se sintetizaron en este proyecto son compuestos que
podrian servic como farmacos selectivos contra células de algunos tipos de tumores® y
normalmente se obtienen facilmente a partir de la 1,2-diamino-4-nitrobenceno y los anhidridos o
cloruros de acide correspondientes. Estas dos materias primas son baratas y la reaccién
generalmente ocurre con buenos rendimientos. Sin embargo, las ventajas que presenta la
biotransformacion con S. cerevisiae radican en que es un metodo limpio, que no genera
residuos toxicos, es facil de realizar y que utiliza condiciones suaves de reaccidn. Una

comparacion de los costos aproximados entre los dos métodos se muestra en la figura 47.

Algunos otros métodos recientes en la literatura han utilizado esta misma ruta sintetica
para producir bencimidazoles y los rendimientos que se obtienen son més o menos
comparables (Figura 48). Sin embargo, si se aplicaran a la reduccion de las 2,4-

dinitroacitanilinas, seguramente no mostrarian una selectividad tan alta.




H H
NH, NY 3 S cerevisiae NYCHJ
Anh acetico, :’eq o]
QN NO, o.N NH,

24-gntoaning 2.4 deviroacetanda 2amrodnlicacetansaa  BO%
95%
H
NH
NH. z N, _.CH
O e OC om0
O,N NO, N NH, a.N NH,
24-dntroanding 1,2-damino-4-ntrobenceno 2Z-amino-4-ritroacetanisda
80% 5%
Sintesis Quimica |Cantidad {Costo™ | Sintesis Biocatalitica |Cantidad|Costo™'
{pesos) (pesos)
2, 4-Dinitroanilina 100 g 56.40 | 2,4-Dinitreanilina 100 g 56.40
NaHS 92 g| 140.60|Anhidrido acético 112 g 30.00
Anhidrido acético 11249 30.00| S. cerevisiae 2.5kg 115.00
Total| 227.00 Total 201.40

Figura 47. Costos aproximados para preparar 95 g de 2-amino-4-nitroacetanilida por dos
métodos diferentes.
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N\n/R NYR N
©: 0 {CsHs),Ti"  H,50, 1N O Agc. acético \>~R
isi i hirviendo N
NO, Electrélisis Indirecta NH, N
53-67% 70-93%
R = CHy; CH,CsHs; p-CHyCsH,. p-CHyOCH,: OCH,
H R N
Y Hy  sopm Y X|Ieno -ac acético N
@: o >R
NO, 10% PdiC (13 1 H
61-95 % ) 54-87%
R = H; CH,; CH,CHy; CFy CH, R = CH,; CH,CH,; CgH, ' R =H; CH,; CH,CH,; CFy; C4H,

Figura 48. Algunos métodos para sintetizar bencimidazoles,'** '
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Es dificii en este momente hacer alguna suposicion sobre cual o cuales podrian ser las
enzimas responsables de !a biotransformacion observada ya que no se hizo ningln
experimento al respecto. Sin embarge, en la busqueda bibliografica se ha encontrado que
algunos citocromos de la levadura utilizada han sido probados y reducen algunos compuestos
nitrados.* Estas enzimas y otras del tipo "sensibles al oxigeno” podrian encontrarse presentes
en las levaduras, pero seria muy interesante descarar la posibilidad de que existan otras
enzimas “insensibles 2l oxigeno”, ya que en eucariontes existen muy pocos ejemplos de este

tipo de enzimas.

Finalmente se podria mencionar que para mejorar los rendimientos y eficiencia de la
biotransfermacién estudiada, se podrian investigar posteriormente algunas otras varables
como:

1) La concentracion de sustrato: Realizar experimentos sobre velocidad inicial a

diferentes concentraciones de sustrato. Ver los rendimientos en cada caso.

2) La cantidad y el tipa de carbohidrato que se utiliza. Aunque de forma cualitativa se ha
visto que [a biotransformaciéon puede ocurrir sin agregar un carbohidrato, el susirato no es
reducido en un 100%, sin embargo, seria muy interesante conocer realmente cuanto azucar se

estad consumiendo.

3) La cantidad de oxigeno en el medio. Si este parametro se puede medir en la
biotransformacion se podrian hacer algunas conclusiones sobre el tipo de enzimas que utiliza la

levadura para llevar a cabo la reaccion.

4) Temperatura. Algunas biotransformaciones con esta levadura han probado tener sus
condiciones optimas a temperaturas cercanas a los 40 °C, mientras que otras han sido llevadas
a cabo con éxito a 4°C.'%®

5) Cantidad de levadura y la relacion sustrato:levadura

6) Otras especies de levaduras o microorganismos.
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6 CONCLUSIONES

El estudio de la biotransformacion de la 2 4-dinitroacetanilida con S. cerevisiae permitio
identificar como intermediario de la reaccién a la 2-hidroxilamina-4-nitroacetanilida, Con este
resultado, se propuso un mecanismo en el cual la levadura reduce gt sustrato en el grupo nitro
de 1a posicidn orfo, para formar primero una hidrexilamina y después una amina. Ambos
compuestos se pueden ciclar espontaneamente en el medio, preferentemente cuando es 4cido,

para dar lugar a un hidroxibencimidazol y un bencimidazol, respectivamente.

Cuando el pH de la biotransformacion se mantuvo en 7.5 fue posible inhibir la formacién
de heterociclos y, por lo tanto, se favorecid la sintesis de la 2-amino-4-nitroacetanilida de
manera casi exclusiva. Esta misma técnica se aplicd a una serie de substratos relacionadoes
(2.4-dinitroacilanilinas) y se comprobd que la reduccién es regioselectiva en todos los casos y
que se puede dirigir hacia la formacién de las aminas correspondientes en buenos
rendimientos. Estas aminas se ciclaron a los respectivos bencimidzazoles con acide acético a
60°C.

Las biotransformaciones que se investigaron son una nueva ruta para formar
hidroxibencimidazoles y aminas que después se pueden ciclar facilmente para generar
bencimidazoles. Ademas, es una reaccion regioslectiva, barata, sencilla y nogenera deshechos

toxicos.

Las condiciones de reaccidn pueden ayudar a predecir el tipo de compuestos que se
obtendran a parir de compuestos aromaticos nitrados con sustituyentes en la posicion orfo y en
cierta medida dirigir la reaccién hacia la formacién mayoritaria de alguno de ellos. Esta

metodologia permitira sintetizar heterociclos de nitrogeno por una ruta novedosa.
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