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CAPITULO 1. GENERALIDADES

1.1 RESUMEN

En el presente trabajo, se llevd a cabo la sintesis de R,R-(+)- y S,S-(-)-1,2-difenil-1,2-
etilendiamina (DFEDA), a través de 5 reacciones denominadas etapas, las cuales fueron
codificadas como etapa 1, 2, 3,4y 5.

En la primera etapa se obtuvo la “hidrobenzamida” a partir de la mezcla entre
benzaldehido y NH4OH introducidos en un alcohol saturado como disolvente (MeOH,
EtOH, PrOH, isoPrOH y BuOH), el cual es obtenido por condensacion de tres unidades de
benzilimina (compuesto intermediario). Los mayores porcentajes de conversién fueron
obtenidos al utilizar NH4Cl para la formacion del buffer en la solucion, siendo el isoPrOH,
el mejor disolvente, a un tiempo de 24 horas, obteniendo un porcentaje del 95.43%.

En la segunda etapa se sintetizé la isomarina racémica por dos métodos distintos usando
como disolventes THF y DMSO, realizando la ciclizacion térmica de la “hidrobenzamida”,
siendo esta catalizada por una base fuerte, la reaccién se realizdé bajo atmésfera inerte,
las mejores conversiones se lograron utilizando como disolvente THF, como base
tercBuOK, a una temperatura de 63 °C y a un tiempo de 3 horas obteniendo un porcentaje
del 99%. Al usar DMSO se encontré6 que las mejores conversiones fueron obtenidas
utilizando KOH como base fuerte, realizando primero la conversion de la amarina a 50 °C
y 2 h de reaccién y luego la isomerizacion de ésta, llevando el calentamiento a 130 °C y a
un tiempo de 2 h.

En la tercera etapa, se llevd a cabo la resolucion éptica de la isomarina racémica por
cristalizacion fraccional, utilizando como agente de resolucién los enantiomeros del acido
mandélico ((+)- y (-)-AM) y como disolvente isopropanol. Esta reaccion se realizdé en
reflujo durante hora y media, obteniendo los mandelatos de isoamarina por dos métodos
diferentes, encontrando que no hay diferencias significativas al realizar la sintesis por
cualquiera de las dos formas, obteniendo conversiones de la primera sal diastereomérica
del 90.3% y de la segunda del 78.6%. Posteriormente fueron desalinizados los
mandelatos, empleando NaOH al 4%, finalmente extrayéndolos con diclorometano
obteniendo rendimientos de 97.4% de (+)-isoamarina y 95.1% de (-)-isoamarina.

En la cuarta etapa se sintetiz6 inicialmente la diamida racémica utilizando como reactivo
de partida la isoamarina racémica, realizando dos procedimientos consecutivos, una
acetilacion empleando una mezcla de (CH3CO),O/CH3zCOONa seguida de una hidrolisis
con HCI concentrado provocando la apertura del anillo. La mayor conversién (87.1%) se
obtuvo al realizar 3 h de acetilacion seguida de 2 h de hidrdlisis. La sintesis de las
diamidas quirales se realizé con las condiciones anteriormente mencionadas, logrando
porcentajes de conversioén de 86.2% y 85.3% de (+)- y (-)-diamida, respectivamente.
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Finalmente en la Ultima etapa se sintetiz6 la diamina racémica, realizando la
desproteccion de la diamida racémica, utilizando acido acético glacial y acido bromhidrico
al 48% como mezcla de reaccion, obteniendo la mayor conversion (91.9%) a un tiempo de
24 h en reflujo y utilizando una relacion de acidos 1:3 (acac/HBr), las diaminas quirales
fueron sintetizadas utilizando el tiempo y la relacibn de &cidos anteriores, logrando
conversiones del 91.7% para (+)-DFEDA y del 89.5% para (-)-DFEDA. La identificacién de
los compuestos sintetizados se estableci6 mediante técnicas espectroscépicas como FT-
IR, UV-vis, RMN-'H y -13C; ademas de polarimetria, puntos de fusién, DSC. Los datos
obtenidos en esta investigacion sobre la sintesis de los compuestos de las etapas 1, 2, 3,
4 y 5, se procesaron con el programa INFOSTAT version 2013, demostrando la
coherencia y confiabilidad de las metodologias empleadas.

Palabras clave: condensacion, conversion, ciclizacion térmica, atmosfera inerte, racémica,
isomerizacion, resolucion Optica, cristalizacion fraccional, sal diastereomérica,
enantiomeros, quirales, desproteccion, INFOSTAT y polarimetria.
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1.2. INTRODUCCION.

La obtencion de moléculas quirales con dos funciones nitrogenadas adyacentes
constituye un objetivo de gran importancia en el campo de la sintesis organica actual.
Dicha unidad estructural no solo forma parte de numerosos productos naturales y de
utilidad terapéutica sino que juega un papel importante en muchas estrategias sintéticas
dirigidas hacia la obtencion de productos mas complejos. [1] Dada la importancia de las
1,2-diaminas, un gran nimero de métodos para la sintesis de estos derivados han sido
desarrollados. [2]

Las diaminas vecinales quirales son de considerable interés como ligandos para el
desarrollo de catalizadores estereoselectivos y como intermediarios en la sintesis de
farmacos. Los catalizadores a base de diaminas han sido utilizados para un gran nimero
de reacciones, que incluyen oxidacion, reduccion, hidrdlisis, y reacciones de formacion de
enlaces carbono-carbono. Los compuestos bioactivos que se basan en diaminas
vecinales incluyen anticancerigenos, antivirales, antibacteriales, antidepresivos, y agentes
antihipertensivos. De hecho, el motivo estructural de estas diaminas podria considerarse
“privilegiadas” cuando se trata de catalizadores en desarrollo y drogas. Numerosas
publicaciones, incluyendo varios articulos de revision, han aparecido en la sintesis y
aplicaciones de diaminas quirales. [3] Aunque se ha avanzado mucho, ha sido un desafio
para desarrollar una ruta facil, eficiente, y general para una amplia gama de diaminas
quirales en forma enantioméricamente pura. La CHDA y DFEDA son los bloques de
construccién diaminos mas comunmente utilizados para la preparacion de catalizadores
estereoselectivos. La DFEDA racémica puede ser preparada de la hidrdlisis de isoamarina
y obtenida de forma enantiopura mediante resolucion éptica por agentes de resoluciéon
como son AT y AM. Este enfoque sintético para la DFEDA es particularmente atractivo
debido a los materiales de partida econémicos. [4]
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales objetivos de la quimica organica, desde sus inicios, ha sido mejorar
la eficiencia y sencillez en la sintesis de compuestos orgénicos, optimizando el tiempo de
reaccién y las cantidades de reactivos a emplear, ademas de su interés para disminuir la
generacion de residuos; dichos factores se han tenido en cuenta para la sintesis de
nuevos materiales quirales y en especial de los obtenidos de manera enantioselectiva,
como los farmacos enantioméricamente puros (desde la tragedia que ocasiond el
consumo de (x)-talidomida en mujeres embarazadas, produciendo malformaciones a los
fetos y posteriormente su aborto). [5]

Estos compuestos quirales enantioméricamente puros o enriquecidos, son ampliamente
empleados en sintesis asimétrica ya sea como auxiliar quiral, ligando quiral o reactivo
quiral. En catélisis asimétrica se utilizan, como ligantes quirales, sustancias que tienen
heteroatomos en su estructura, algunos de los mas empleados poseen nitr6geno vy
oxigeno como atomos donadores de electrones capaces de acomplejarse con un centro
metélico, ademas de poseer un eje de simetria. Un ejemplo claro son las 1,2-diaminas
simétricas, una clase de compuestos que han encontrado amplias aplicaciones en
medicina y quimica analitica, [6] donde una de las mas eficientes 1,2-diaminas quirales
con simétrica C, es la DFEDA, [7] ésta, es muy utilizada en sintesis asimétrica ya sea
como agente de resolucion, agente de solvatacion, selector quiral o para la formacién de
complejos quirales, siendo un compuesto de gran importancia y por ende su elevado
precio.

Las estrategias de mayor eficiencia que se emplean hoy en dia, para la obtencion de este
tipo de compuestos, presentan algunas desventajas como es el costo de catalizadores
quirales y la toxicidad del centro metalico, como sucede con el osmio en la dihidroxilacion
asimétrica de Sharpless de estilbeno, el cual esta ligado a una amina quiral conocida
como Cinchona; ademas de aumentar la proteccion de grupos labiles incrementando el
namero de etapas, la cantidad de reactivos y el costo global de la sintesis debido a
condiciones especiales de reaccién. En otros casos los precursores pueden llegar a
presentar dificultades en su manejo debido a su inestabilidad o disponibilidad,
contaminacion, tratamiento especial de los residuos de las reacciones, posible inhibicién
del catalizador y/o contaminacion del producto final. [8] Existen muchas rutas sintéticas
para la obtencion de la DFEDA, en las cuales se utilizan reactivos quirales (ligandos o
complejos metalicos quirales), que son bastantes costosos, ademas de condiciones
especiales de reaccion y por otro lado, el gasto excesivo de disolventes.
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En este trabajo se planted realizar la sintesis de esta diamina a partir de reactivos
econdémicos (benzaldehido y amoniaco, los cuales son compuestos aquirales), mediante
acoplamiento reductivo de iminas (método sencillo en el cual no se emplean catalizadores
quirales metalicos), donde se modificé las condiciones de sintesis de la ruta clasica
(tiempo, temperatura y reactivos) para mejorar la eficiencia del mismo, este proceso de
sintesis apunta al desarrollo de esta y otras aminas para uso como agentes de partida
para la produccion de ligandos quirales tipo Salen que puedan ser usados en procesos de
catélisis asimétrica.
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1.4. JUSTIFICACION

Las 1,2-diaminas quirales son sustancias que son usadas como bloques de construccion
para la sintesis de un gran numero de compuestos, ya sea para la industria farmacéutica
0 para la generacién de ligantes, auxiliares o catalizadores metalicos quirales empleados
para catdlisis asimétrica. Por lo anterior, primero se buscan procedimientos o rutas
sintéticas, mucho mas eficientes que generen un gran interés, y segundo que los
compuestos obtenidos sean de alta pureza enantiomérica, para que se puedan emplear
directamente para sintesis enantioselectiva. La metodologia de sintesis de las 1,2-
diaminas quirales, desarrolladas en este trabajo pretende encontrar las mejores
condiciones de reaccién para lograr porcentajes de conversiéon mucho mas altos que los
encontrados en la literatura.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar 1,2-diaminas quirales con atomos de nitrégeno vecinales como son (+)-(1R,2R)
y (-)-(1S,2S)-1,2-difenil-1,2-etilendiamina, por via acoplamiento reductivo de iminas,
mediante el uso de resolucion optica fraccional.

15.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Sintetizar la (z)-DFEDA simétrica, haciendo uso de materiales de partida de bajo costo y
disponibles comercialmente, como son benzaldehido y amoniaco.

Obtener por resolucion optica fraccional, los dos enantiomeros puros de la DFEDA,
mediante el uso de un agente de resolucion como el AM.

Caracterizar los productos o compuestos de sintesis mediante técnicas espectroscopicas
como RMN-'H y -13C, FT-IR, UV-vis, DSC y polarimetria.

Aplicar diversas técnicas tales como cristalizacion, recristalizacion, cromatografia, entre
otras, en la separacion y purificacion de los productos sintetizados.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. QUIRALIDAD. NOCION DE CENTRO ESTEREOQUIMICO

Los estereoisdmeros son moléculas con la misma férmula molecular y los mismos enlaces
que difieren solo en el ordenamiento espacial de ciertos atomos o grupos de atomos. Los
estereoisOmeros que no se superponen con sus imagenes especulares se conocen como
isdmeros opticos o enantibmeros y la mezcla de ambas formas moleculares, como mezcla
racémica. Los enantiomeros tienen idénticas propiedades fisicas y quimicas en estado
liquido, solido o gaseoso cuando se encuentran puros y también en sus disoluciones en
todo tipo de solventes aquirales. Una molécula quiral es aquella que puede existir en por
lo menos dos formas enantioméricas. Los diasterémeros son estereoisomeros que no son
superponibles pero tampoco son imagenes especulares entre si; dentro de este grupo se
encuentran los isémeros cis-trans y las moléculas con més de un centro quiral. Un atomo
de carbono con cuatro sustituyentes diferentes constituye un centro quiral. Un ejemplo
claro de un par enantiomérico se muestra en la figura 1. Ademas del carbono, otros
elementos como azufre, nitrégeno, fosforo y boro producen centros quirales estables y
algunas moléculas con impedimento a la libre rotacién de sus atomos también presentan
quiralidad (atropoisomerismo). Una molécula quiral se manifiesta como tal, solo cuando es
afectada por una influencia quiral tal como los reactivos quirales, o la luz polarizada. [9]

A B COOH COOH
H—=-OH HO—3-H
HO—R-H H—>=OH
COOH COOH
Acido (2R,3R)-(+)-tartarico  Acido (2S,3S)-(-)-tartarico
Enantiémeros
Diastereoisémeros Diastereoisémeros
Idénticos
COOH 4 || S\ COOH
H—E-OH HO—=
H—=-OH HoO—&
COOH COOH

Acido meso-tartarico

Figura 1. A. Formas enantioméricas de una molécula quiral, comparacién con la
quiralidad de la palma de las manos. B. Estructuras de diasterecisémeros
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2.2. RUTAS PARA LA OBTENCION DE COMPUESTOS ENANTIOMERICAMENTE
PUROS

La observacion de la accion enantioselectiva de las drogas quirales en los inicios de la
farmacologia moderna fue considerada como un hecho curioso y hasta casi sin
importancia dentro del perfil global de la actividad de la droga.

A principios de 1960 la produccion de medicamentos se vio duramente afectada por la
tragedia de la talidomida 1 (imida del acido N-ftalilglutamico), esquematizada en la figura
2. Hasta entonces no se sabia que el efecto sedante y antiemético de la droga es debido
solo a uno de los enantibmeros. Recién en 1979 se reconocid que el S-(-)-enantibmero
tiene efecto teratogénico, responsable de serias malformaciones en bebes recién nacidos
de mujeres a las que se les habia administrado la droga para combatir las nauseas
durante los primeros meses de embarazo. Tras esta tragedia, qued6 claro que la
asimetria (quiralidad) jugaba un papel importante en las ciencias de la vida. Asi, la
industria farmacéutica increment6 su interés en la obtencién de moléculas 6pticamente
puras y no una mezcla racémica (enantiomeros). En este sentido, existen béasicamente
dos métodos para la obtencion de compuestos enantioméricamente puros [10, 11] los
cuales se pueden observar en el esquema 1.

0] (0] 0 (@)
/ NH NH 4 \
N O (@] uN
o o
(S)-1 (teratogénico) (R)-1 (sedante)

Figura 2. Estructura de (R) y (S)-talidomida

La creciente necesidad de disponer de compuestos enantioméricamente puros tanto en la
industria farmacéutica como en la alimentaria (saborizantes, edulcorantes, conservantes,
etc.) o en agroquimica (insecticidas, pesticidas y feromonas) hace tanto de la sintesis
asimétrica o estereoselectiva como de la resolucién de racémicos una de las &reas mas
importantes de investigacion y desarrollo en quimica organica [12] siendo éste Ultimo el
método aplicado en este trabajo para la obtencion de compuestos diaminos
enantioméricamente puros.
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Compuestos Enantiopuros

Resolucion de Racémicos Sintesis Asimétrica
[
[ |
Induccion Asimétrica “Quiral Pool”
[ 4 D
- . s A a) Biocatalisis
Auxiliares Quirales Catalisis Asimétrica % L -
b) Catalisis Metalica
c) Organocatalisis
\,

Esquema 1. Métodos para la obtencién de compuestos enantioméricamente puros.

2.2.1. ESTRATEGIAS DE SEPARACION DE ENANTIOMEROS POR RESOLUCION

La aplicacion de cualquiera de las metodologias separativas mencionadas en el esquema
2 para la resolucién de enantibmeros, puede basarse en: [9]

2.2.1.1. Métodos directos

Estos no requieren la formacién previa de diasterémeros. La resolucion directa de los
enantibmeros es posible utilizando técnicas separativas en las que el reconocimiento
quiral ocurre mediante una molécula 6pticamente activa denominada selector quiral que
puede asociarse transitoriamente con preferencia a uno de los enantibmeros de la
mezcla. Este selector quiral forma parte de la fase estacionaria en HPLC.

2.2.1.2. Métodos indirectos

Son los métodos basados en la reaccion quimica de la mezcla racémica con un agente de
resolucion (AR), para obtener un par diastereomérico. Este método es introducido por
Pasteur, siendo uno de los mas clasicos en quimica organica, ademas de ser uno de los
mas atractivos a nivel industrial por su simplicidad operativa. [13] Los diastereoisémeros
formados en este método, poseen diferentes propiedades fisicoquimicas y en
consecuencia pueden separarse por procedimientos habituales como destilacién o
recristalizacion fraccionada, cromatografia clasica, etc. Si es necesario recuperar los
enantibmeros puros se requiere que una vez separados los diasteromeros, se invierta la
reaccion quimica que los formé. [14]

27



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

Una de las ventajas de estos métodos indirectos es que los diasteromeros pueden ser
separados mediante técnicas convencionales. En HPLC se emplean columnas aquirales
usuales, significativamente mas econdmicas, con caracteristicas apropiadas al tipo y
polaridad del diasteromero formado. Una segunda ventaja es el amplio rango de
aplicacion debido a la variedad de reactivos quirales para derivatizacién disponibles y la
facilidad con que estos pueden cambiarse. Entre sus desventajas se puede citar: la alta
pureza enantiomérica que debe tener el reactivo quiral, muchas veces la seleccion del
sistema de deteccién esta limitada por el reactivo elegido, la extension del tiempo total de
andlisis. [9]

Técnicas de Resolucion enantiomérica

Cromatografia Biotransformacion
Electroforesis stalizaci
Capilar (CE) Cristalizacion
Biosensores Membranas
N N
Cromatografia Cromatografia
Liquida (LC) Gaseosa (GC)
J J
Cromatografia Cromatografia Cromatografia
Liquida de Alta Liquida de Fluidos Gas-Liquido (GLC)
Resolucién (HPLC) Supercriticos (SFC)
Cromatografia
Electrocromatografia Cromatografia en Gas-Sélido (GSC)
Capilar (CEC) Capa Delgada (TLC)

Esquema 2. Diferentes técnicas de resolucion quiral.

El método de resolucidn por cristalizacion fraccional, se resume en el esquema 3.
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(xr)-B +2(+)-A
Mezcla racémica Agente Resolucion (AR)
[
(+)-B=(+)-A + (-)-B—-(+)-A
Mezcla diastereoisOmerica

I

Separacion
CRISTALIZACION FRACCIONAL

I
I I

Cristaliza Licor Madre
| I
(+)-B-(+)-A ()-B-(+)-A

Desalinizacion
|

(+)-8B Enantidmeros puros (-)-B

_I (+)-A Recuperacién AR (+)-A

Esquema 3. Separacién de enantibmeros puros por cristalizacion fraccional. [15]

2.2.2. AGENTES DE RESOLUCION

Los compuestos Opticamente activos utilizados para generar los diasterdmeros son
llamados agentes de resolucion (AR). Estos deben presentar una alta pureza éptica y se
clasifican principalmente como &cidos y bases. [15] Para la resolucién de acidos
racemicos, son disponibles varios alcaloides de origen natural tales como, Bruchina,
Cinchona o Quinina. Las desventajas de estos alcaloides, ademas de su toxicidad, es el
hecho de que sdélo un enantibmero estd disponible. Los alcaloides (-)-Quinina y (+)-
Quinidina forman una excepcién inusual, son “pseudoenantiomeros”. Para la resolucion
de aminas racémicas, la eleccién de los agentes de resolucion acidos es limitada. El 4cido
tartérico y sus derivados se usan ampliamente y son relativamente baratos. A diferencia
de los agentes de resolucion basicos, ambos enantibmeros son comercialmente
disponibles. Otros comunmente usados son acido mandélico, acidos canfor sulfonicos
(ver figura 3). [16, 17]
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N\
(@]
HO,C CO,H
MeO MeO HO ; \
OH HO OH
2 Quinina 3 Quinidina 4 Acido Mandelico 5 Acido Tartarico
AGENTES DE RESOLUCION BASICOS AGENTES DE RESOLUCION ACIDOS

Figura 3. Algunos agentes de resolucién cominmente usados.
2.2.3. DESALINIZACION DE DIASTEROMEROS

Después de un experimento de resolucion es necesario separar el agente de resolucion
del compuesto enantioméricamente puro. Este proceso de recuperacion debe ser simple y
selectivo, no debe causar la racemizacion del material resuelto, y debe permitir la
recuperacion del agente de resolucion. EI método de elecciéon depende del sistema.
Generalmente, se usan procedimientos de extraccidn organica estandar y el método de
eleccion es una cuestion de sentido comun y de conocimiento de las solubilidades de
varios compuestos en los disolventes utilizados.

Si una amina ha sido resuelta con un agente de resolucién acido, por lo general, es
posible mezclar la sal con una base diluida (ej. NaOH, NH;sOH o Na;COs3) y extraer la
amina con un disolvente organico. Después de la acidificacion de la fase acuosa y
posterior extraccion, el agente de resolucion acido puede ser recuperado. [16]

Cuando un acido racémico es resuelto con un agente de resolucién bésico, la sal es
usualmente tratada con un acido acuoso, después de lo cual el acido se extrae con un
disolvente organico. Si falla el procedimiento estandar, otros métodos tales como resinas
de intercambio i6nico pueden ser utilizados. Estos son especialmente Utiles si ambos
componentes son solubles en agua. [16]

2.3. LIGANDOS QUIRALES
2.3.1. PRINCIPALES TIPOS DE LIGANDOS QUIRALES

La eleccion adecuada de un ligando quiral en funcién de sus propiedades electrénicas,
estéricas y conformacionales resulta fundamental para el desarrollo de un catalizador
efectivo, ya que dicho ligando no s6lo genera un entorno asimétrico alrededor del metal,
sino que ademas puede provocar cambios en la reactividad y selectividad de éste.
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Tradicionalmente el disefio de ligandos quirales se ha llevado a cabo teniendo en cuenta
las potenciales interacciones estéricas, mientras que los efectos electrénicos, han sido
muchos menos estudiados.

Adicionalmente, hay que considerar otro tipo de factores que resultan cruciales para lograr
una alta eficacia en una transformacion asimétrica, como son el esqueleto carbonado, la
simetria y la naturaleza de los sustituyentes de ligando, asi como la geometria y el
tamafo del complejo final.

Con excepcion de un niimero muy reducido de ligandos monodentados, los ligandos mas
efectivos son de naturaleza bidentada, que conducen a la formacién de intermedios
organometalicos mas rigidos desde los que, en principio, es mas favorable el proceso de
induccién asimétrica. En catdlisis se utilizan ligandos bidentados tanto con simetria C;
(ligandos bidentados mixtos) como con simetria C», siendo este ultimo la simetria del
ligando a sintetizar en este trabajo. [18, 19]

2.3.1.1. Ligandos bidentados con simetria C,

Entre los miles de ligandos quirales preparados hasta el momento, sélo unos pocos han
destacado por ser altamente eficientes en un amplio rango de transformaciones
asimétricas sustancialmente diferentes. Estas estructuras, en su mayoria de naturaleza
bidentada con simetria C», han recibido el nombre de ligandos privilegiados (figura 4). La
principal ventaja de este tipo de ligandos, es que reducen a la mitad el nimero de estados
de transicion diastereoméricos en competencia, lo que ademas facilita el andlisis del
estudio estereoquimico del proceso. [18]

W

—N N=—

OH HO R

.
OWO R” R OPh Ph

OO S/lN N'\) 9 R = Ph, SALEN DFEDA % OH \Q

X Z o OH P—,

« R R .

10 R = -CH,(CH,),CH,-

OO 8 derivados BOX SALEN CHDA 11 TADDOL d

6 X=PPh,, BINAP

12 MeDuphos
7 X =0OH, BINOL

Figura 4. Estructuras de ligandos privilegiados.
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La coordinacién al metal de este tipo de ligandos con simetria C, puede ser de tipo O,0
(como por ejemplo el BINOL o el TADDOL), coordinacién N,N (como BOX y las 1,2
diaminas vecinales DFEDA y CHDA), coordinacién N,N,O,O (especialmente los complejos
de ligandos SALEN) o coordinacion P,P como el BINAP, MeDuPhos, Chiraphos, DPPBA,
MeO-Biphep o los ligandos Segphos (figura 5). En todos estos ligandos se utiliza como
fuente de quiralidad la presencia de centros estereogénicos (quiralidad central) o de ejes

estereogénicos (quiralidad axial). [18]
O <O O
MeO PPh o
PPh2 e 2 PPh2

MeO PPh, o PPh,
s gifes

X = PPh,
13 Chirapos 14 DPPBA 15 MeO-Biphep 16 Segphos
QUIRALIDAD CENTRAL QUIRALIDAD AXIAL

Figura 5. Estructuras de fuentes de quiralidad.
2.4. DIAMINAS VECINALES QUIRALES EN CATALISIS.

La sintesis asimétrica catalitica provee a los quimicos de nuevas y poderosas
herramientas para la sintesis eficiente de moléculas complejas. Aunque muchos de los
sistemas cataliticos mas notables presentan centros metalicos y acido de Lewis quirales,
basados en catalisis organometalica redox, un nUmero creciente de reacciones
asimétricas son catalizadas por nucledfilos quirales organicos, basadndose en la gran
variedad de reacciones que existen en la naturaleza, en la que los nucledfilos
desempefian un papel esencial. [20]

En las Ultimas décadas los complejos metalicos con ligantes quirales enantiopuros han
cobrado importancia como inductores quirales muy eficientes. Los atomos donadores de
electrones, como el nitrégeno, oxigeno y fosforo de los ligantes quirales se coordinan a
los atomos de metal de los reactivos organometalicos formando complejos quirales. En la
literatura se pueden encontrar muchas publicaciones en la que se estudian ligantes con
atomos de fosforo como donadores de electrones, sin embargo el interés por los ligantes
que poseen nitrégeno y oxigeno como donador ha aumentado Ultimamente, [21] siendo
estos complejos utilizados para diversas reacciones enantioselectivas.
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El grupo amino se encuentra presente en un gran nimero de compuestos naturales como
son los alcaloides, &cidos nucleicos, aminoacidos, etc., algunos de los cuales tienen
aplicacién en sintesis organica como precursores de otras sustancias, como ligantes o
como agentes derivatizantes, desempefiando un papel central en esta zona en expansién
de la catdlisis asimétrica, utilizandose para obtener productos Opticamente enriquecidos
en una alta selectividad y rendimientos que pueden no ser accesibles a través de la
tecnologia asimétrica alternativa. Histéricamente, los alcaloides tipo Cinchona fueron las
primeras aminas quirales para ser usadas en catdlisis asimétrica, sobre todo en el trabajo
pionero de Pracejus de la década de 1960 sobre alcohdlisis de cetonas disustituidas, la
cual presenta un costo muy elevado, lo que llevo a buscar nuevas moléculas de aminas
quirales. [20]

Las diaminas y poliaminas quirales han atraido una atencion considerable en quimica
organica sintética, debido a sus interesantes actividades biologicas, aplicaciones
farmacologicas potenciales, donde su actividad farmaceéutica esta relacionada con su
configuracién absoluta, y a su catalisis asimétrica. [6, 22-24] Estas aminas
enantioméricamente puras, son componentes de muchos productos naturales,
especialmente péptidos, con valiosas propiedades bioldgicas y terapéuticas, ademas de
ser constituyentes de agroguimicos, polimeros y materiales funcionales en sintesis
organica. [25]

La importancia de la funcionalidad de las 1,2-diaminas en quimica medicinal, sintesis
estereoselectiva y quimica analitica, ha provocado una gran cantidad de investigaciones
para el desarrollo de nuevos métodos en la sintesis de estos compuestos. [26] Las
diaminas con simetria C,, como DFEDA 17 y CHDA 18 han demostrado ser populares
bloques de construccién quirales para la sintesis de reactivos y auxiliares quirales (AQ) 19
y 20, [27] sensores quirales (SQ) 21 y 22 [28] y derivacion quiral o agentes de solvatacion
(ASQ) 23 y 24, [29, 30] y se han utlizado recientemente para la preparacién de
organocatalizadores de alta enantioselectividad (OCQ) 25 y 26, [31] cada una de estas
estructuras se pueden observar en la figura 6.

2.4.1. APLICACIONES DE LOS DERIVADOS DFEDA

En los ultimos afios, varios derivados de diaminas sintéticas de DFEDA, también han sido
empleados como agentes medicinales, particularmente en quimioterapia, los complejos
diaminos quirales de platino como el Pt(DFEDA)SO4H.O 27 estan siendo evaluados
como agentes antitumorales que pueden emplearse como sustitutos de cisplatino, para
reducir la toxicidad y evitar la resistencia a los medicamentos, [32] recientemente han sido
reportados el uso de complejos metalicos de bases de Schiff de Salen como el
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[salenAl"[Cl 28 en las que se han unido selectivamente a ADN por interacciones
covalentes [33] (ver estructura, figura 7).

Ph Ph Ph — Me Ph Me
\—< . SNH N —NH NH—=
HoN NHy  HoN NHy  Me Ph Me Ph
17 18 19 20
Ph Ph NO, NO,
o NN 0.
| ° T oy >y ey
O OcH, OH o ©" ocH, OH =
NO, NO,
O,N NO, 21 O2N NO, 22

—. 8
Ph'—, o i 4 Me $ S

s R HoN NH
\/ N 2 : HoN NH—q tBu
SNG4 NS N NH NH O NH-
S\/\/ 2
7 % ;@ O ) —neen
Me, O

23 24 25 26

Figura 6. Estructuras de compuestos quirales de derivados de DFEDA 17 y CHDA 18.
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—

/=EA'§_ cr

Qo |8
AN N [Nj [N]
|

/ \ |

h

27 28

Figura 7. Estructuras de complejos metélicos derivados de DFEDA.
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De la misma forma han sido ampliamente utilizados como ligandos quirales para la
preparacion de complejos de metales de transicion para catalisis asimétrica como Cu, Fe,
Os, Pd, Rh, Ru, Se Ir y Cr, dichos complejos se han utilizado para un gran namero de
reacciones, obteniendo niveles altos de enantioselectividades.

Estos catalizadores se han empleados para diversos tipos de transformaciones
asimétricas incluyendo reaccién alddlica, y adicibn de Michael, [7, 34] adiciones
conjugadas, protonacién de enolatos, ciclopropanaciones, y aziridinaciones.[25, 35] Por
otra parte, han sido utilizados como ligandos en importante procesos asimétricos
cataliticos, como la hidrogenacién de cetonas catalizada por iridio (TsDFEDA) 30, [36]
transferencia de hidrogeno de cetona catalizada tanto por rodio (Me.DFEDA-Rh) 32 como
por rutenio (MesTsDFEDA-Ru) 34, [37] desimetrizacion de pirrolidinas (salen I-Mn(lll)) 36
y epoxidacion de alquenos u olefinas catalizada por manganeso (salen 1I-Mn(lll)) 39, [38,
39] acoplamiento pinacol de aldehidos arométicos catalizada por titanio (complejo B.S.-Ti)
42 y vanadio (complejo-V) 44, [40, 41] cicloadicién Diels-Alder catalizada por sal de
bisamonio 47, [42] fusiébn de enolizacion-aminacion catalizada por bissulfonamida
magnesio 50, [43] carbolitiacién de aldehidos protegidos por monolitioamida 53, [44]
oxidieno Diels-Alder catalizada por sal de triazolio 58 [45] y adicién alddlica de cetonas
ciclicas catalizadas por ligando bifuncional 61, [46] cada una de estas reacciones se
pueden observar en el esquema 4.

Estas moléculas con simetria C, proporcionan mayores niveles de control
estereoquimicos absolutos en comparacion con aquellos que carecen de cualquier
simetria. Es conocido que los ligandos con este tipo de simetria permiten reducir el
namero de geometrias complejo-sustrato posibles y por tanto, los posibles caminos de
reaccion y estados de transicion, conduciendo a estereoselectividades elevadas como se
pudieron observar en cada una de las reacciones del esquema anterior, este hecho
también simplifica y facilita los estudios estructurales y mecanisticos. [47]

Recientemente la diamina quiral 17b ha sido empleada como agente de resolucion de
compuestos racémicos; en el 2007 Katrusiak, la utiliz para resolver BINOL racémico, [48]
mientras que Dunina y colaboradores en el 2011 sintetizaron el primer fosfapaladiociclo
en sus formas enantiopuras, con paladio enlazado a un carbono estereogénico. [49] Gall
et al., obtienen los compuestos enantiopuros de aldehidos y cetonas quirales mediante la
formacion de compuestos aminales a partir de las diaminas 17ay 17b (ver estructuras en
el esquema 5). [25] Ademas estas diaminas quirales han sido inmovilizadas sobre silica
mesoporosa por Liu et al. y poliestireno por Itsuno et al.,, para utilizarlas en la
hidrogenacién asimétrica de cetonas aromaticas. [7, 35, 50] Alexakis y Chaurin las han
empleados en el 2001 para determinar los excesos enantioméricos de algunos &cidos
carboxilicos por RMN 3!P. [51]
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Ph  Ph
0, -
1 mol% 2 30 OH
Ts—NH NH OH
(0] 2 H *
- JOH 31 Ph  Ph
1 mol% Ir(llNCl3 ©/< 100% conversion )\ < 32 ©);
MeOH, NaOH 84% —NH NH—
50 bar Hy, 40 °C, 24 h oee + +
o 5 mol% "Rh" 4 eq tBUOK/Rh
29 31 isoPrOH, 2 eq Lig/Rh, 7 dias Q
/U\ 33
29 100% conversion
67% ee (S)
34
O Q 99% conversion
/ 89% ee
o] H,N  NHTs OH
Ru
HCOONa, H,0
29 30
Ph Ph
—N  N= 39
» \ »4 72% conversion
35% conversion o—Mn—g 78% ee
5% ee
Phi H t-Bu t-Bu
& - © ji/f PFy
N °
I;N—< 0°C. 41, Jones, Oxdn —‘/< “O‘ CH,CN, MeSPhlO, 25 °C, 8 h ©igo
H 35 H 38 40
88% conversion
72% ee
Ph Ph Ph Ph

OH
0,1 mol
78% conversion

~ 44
64% ee (S,S)
OH HO
N 15 mol% N o
a 11% meso 43
TICI4(THF)2 O vB LB
2 H VO(acac), +
1 5eq TMSCL CH3CN 1. 2 mol Zn, 1,5 mol TMSCI
41 3eqMn,25°C,24h 41 THF, 0°C, 36 h OH
2.HCI2M

T

89% dl 43

Esquema 4. Reacciones enantioselectivas catalizadas por derivados de DFEDA.
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Esquema 4. Reacciones enantioselectivas
(Continuacion)

catalizadas por derivados de DFEDA.
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2.4.2. METODOS DE SINTESIS DE DIAMINAS VECINALES

La prevalencia de las diaminas vecinales en las estructuras de catalizadores y
compuestos bioactivos, ha llevado al desarrollo de docenas de métodos para la sintesis
de dichas diaminas. Algunas de las rutas mas practicas de la sintesis de diaminas con
simetria C, se muestran en el esquema 5. Existe un considerable interés en el desarrollo
de sintesis de diaminas vecinales que son amplias en alcance. A menudo es dificil o
tedioso para hacer diaminas vecinales enantioméricamente puras en gran escala. Por otra
parte, la produccion eficiente de DFEDA ha contribuido indudablemente al crecimiento
explosivo en el campo. [52]

Dos de los métodos mas comunmente utilizados para sintetizar diaminas racémicas son la
aminacioén reductiva de benzilo y el acoplamiento reductivo de iminas, siendo este Ultimo
el mas empleado por diversos investigadores. [53] Bailar en 1959 sintetizo la DFEDA en
su forma racémica a partir de 41 y 69, donde posteriormente por acoplamiento reductivo
de 70 y posterior hidrdlisis del compuesto 71 (formado a partir de 66) se llega a la
formacion de las diaminas vecinales. [54] En el afio de 1995 para la preparacion de
diaminas quirales se emplearon diferentes métodos, donde Sharpless et al. realizaron
desplazamiento de sulfato por nucledéfilos aminos en compuestos de ciclisulfatos 72, [55]
Fujisawa logré reducir 1,2-diiminas 73 reaccién catalizada por oxazaborolidina 74, [56] y
Corey redujo benzilos 76 por aminacion reductiva del intermediario 65 (ver esquema 6).
[57]

Ph
N)\NH HO ~ OH
Ph Ph Ph Ph
Aminacion 66 43
Reductiva )
Produccion Sustitucion
N N DFEDA
W4 \ _ HN  NH,
h h H.N NH HoN NH e NH Rearreglamiento HO N OH
P P 2 2 2 NAp 2N, 2 Diaza-Cope
65 = = s =
/ Ph ph Resolucion pp Ph Ph Ph
T™MS Racemico (+)- 6 (-)-
s
2 N 17 17a6 17b 67
| Acoplamiento )
Ph Acoplamiento Fotoreductivo Acoplamiento
64 Reductivo hv/pyrex/acetona Reductivo
(Sm)
(Nb)
t-Bu
5, N I
)l 2 l\ll/ t-Bu
Ph
63 Ph) 68

Esquema 5. Rutas sintéticas de diaminas vecinales.
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Ph Ph
] PN PN
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- 2
69 o ) o H oN 0 H,N NH,
41 70 PR g PN S~ NHz CH,Cl, \ /
Ph O>)\ > / “
N H,N NH, 17a o Ph Ph Ph
NaOH, 155°c HN" SN —— / — » + 2)-
i i o B Resolucion Optica 72 Sharpless (+/ ) 17
DEG . Hidrdlisis Ph Ph 17b
Ph Ph (+-)-17
(+-)-71
Bailar
73 %ee
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TBDMSO NH, NHAN Ph
\_Ph T ph ph 64 %conversion
NANn - Ph NHAnN é ,/ \ , (
Ph Ph on (+-)-75 Ph  Ph NoN 1. Li, THE-NH, 17a
BH3. THF + - T . L N
NAN g’ 5 NH,OAc, AcOH 2. HyO b
An = p-MeOCgH,- NHAn’— Ph 76 3. AT
73 /_< 65
" Ph NHAnN
Fujisawa Corey
meso-75

Esquema 6. Sintesis de DFEDA y derivados segun Bailar, Sharpless, Fujisawa y Corey.

En 1996 Pansare y colaboradores sintetizaron diaminas racémicas via acoplamiento
reductivo intramolecular de sulfamidas 78, [58] mientras que en 1997 Corey sintetizé la
diamina 17 a partir de 41 y 69, donde finalmente la reduccién de 71 (formada a través del
proceso), se logra con una amalgama de aluminio, [34] Raimondi en 1998 por medio de
acoplamiento diastereoselectivo de aldiminas 79 catalizada por combinacion de Sml,,
Yb(OTf)s y magnesio metalico, logro la sintesis de diaminas quirales 80, [59] por el
contrario Namy en 1999, sintetiz6 diaminas 82 por heteroacoplamiento de aldiminas 81
catalizada por combinacién de Sml, y Nil,, siendo éste, mucho mas eficiente que el
método empleado por Raimondi (ver esquema 7) . [60]

Campos y colaboradores en el afio 2000 sintetizaron diaminas vecinales 83 mediante
acoplamiento fotoreductivo de aldiiminas 63, utilizando acetona como sensibilizador, [2]
en el 2002 Mistryukov a diferencia de Corey, sintetiz0 in situ la diamina 17 a partir de 41y
69 utilizando también amalgama de aluminio para reducir la imidazolina 5 formada, [61]
Campos en el 2004 a diferencia del afio 2000, sintetizé también las diaminas 83, a partir
de 63 utilizando como catalizador un complejo de zinc obteniendo bajos porcentajes de
rendimientos con respecto a la otra investigacion, [6] Martinez en el 2005, por la
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importancia que tienen las diaminas vecinales, hace un estudio a fondo de su sintesis

mediante acoplamiento fotoreductivo de aldiiminas (ver esquema 8). [62]

S0,
1. Zn/TMSCI, DMF
N SN - - (+-)-17
Pl I = e 63 dbconversion
Ph Ph
78
Pansare
o) Ph
. 1. Al.HgCl g
3 H+ 2NHglig. HN)%N 3eq HZO—?I'HF 87 U/it;on\;-e;smn
69 - > /2. HCI 2N /Et,0 (+h)-
", KOH
41 Ph Ph
(+-)-71
Corey
H 53 %conversion 91 %conversion
1. Smiy/Nil
H 272 Ph  Ph
Ph)\NH SmI,YBOTH;  »—NH  Ph N,Ph 30 min, THE
)\ Mg, THF, 65 °C Ph >—< Ph Ph/_ 2. H3O+ PhHN NHPh
H” >Ph H o NHS
. . H dl y meso -81 dl y meso -82
79 sin-y anti -80
Raimondi Namy

Esquema 7. Sintesis de DFEDA y derivados, segun Pansare, Corey, Raimondi y Namy

>95 %conversién

Ph

Ph
JABU  hy/pirex Ph Ph o
Ph isoPrOH/acetona {ByNH NHtBu 3 H+ 2 NHj ”q_m H lN
-3H3
63 dl'y meso -83 69 ph”
Campos 2000 4 Ph 0
NaOH, DMSQ  HN” 3N Al/Hg, H,Q
—_— = 2, 2)-
130 °C . (+H)-17
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84 %conversion Ph Ph
JABU hy/pirex, 1,5 h Ph Ph (+h)-71
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Complejo de Zn
63 dl y meso -83

Campos 2004

Esquema 8. Sintesis de DFEDA y derivados, segin Campos y Mistryukov.
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Braddock et al., en el afio 2006, sintetizan las diaminas 17a y 17b mediante acoplamiento
reductivo de iminas in situ, obteniendo una mezcla racémica de 71, la cual es separada
por resolucion Optica mediante agentes de resolucién mostrado en el esquema 9 como A
y B, [63, 64] en el 2008, Chin et al sintetizé las diaminas vecinales por resonancia asistida
utilizando diamina madre (OHDFEDA) 67, reaccién dirigida por reordenamiento Cope-
Diaza. [53]

Ph Ph
i )\ )\
oH H HMDS HN” XN NaOH, 155 °C HN” XN
—_— — >
NH, PhCO,H DEG /
120°C, 24 h “
1. 25eqPhCHO, 175 Ph oh Ph Ph
2. H,0 _ 41 66 H71
" "NH, 84% conversion _ (+-)-
A) AM, isoPTOH Hidrolisis 1/
OH Reflujo1h,ta. 16 h + <50% conversion
67 B) AAM, CH,Cl, = 17b
DCC, -20 °C, 5 h
Chin
Braddock

Esquema 9. Sintesis de DFEDA segun Braddock y Chin.

La sintesis de la diamina 17b también se puede realizar mediante intercambio de grupo
funcional a partir de 43, por medio de tres reacciones consecutivas como son tosilacion,
azidacion y reduccion, obteniendo alto exceso enantiomérico de la diamina pero con bajo
rendimiento. La sintesis del diol 43 se puede lograr de diversas formas, las cuales se
centran en sintesis asimétricas, muchas de estas reacciones requieren de condiciones
especiales ademas de catalizadores que son téxicos como es el caso de la dihidroxilacién
asimétrica de Sharpless que necesita tetradxido de osmio como catalizador ademas de
Cinchona, el cual es un ligando muy caro por ser quiral. Okano en el 2011, realizé un
review de las distintas formas de sintesis asimétrica de 43 en las cuales se encuentra
dihidroxilacion asimétrica de trans-estilbeno 84, reduccion asimétrica de 76 y benzoina ya
sea, por medio bio o quimiocatalitico, apertura de anillo de Oxido de estilbeno y
acoplamiento pinacol asimétrico de 41 (ver esquema 10). [65]

79% conversion

>99% ee

0s0,, acetona HO, Ph

o N NMO, H,0

Cloruro de dihidriquinona
84

Ph “oH
(S,S) -43
1. TsCl, Py, 0 °C, 4 dias

2. NaN3, DMF, 90 °C, 5 h

3. LiAlH,, Et,0,35°C, 2 h, ta. 12 h

Okano

17b
32% conversion

Esquema 10. Sintesis de DFEDA segun Okano.
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2.5. SINTESIS DE DIAMINAS POR ACOPLAMIENTO REDUCTIVO DE IMINAS

Las diaminas vecinales pueden prepararse a partir del acoplamiento reductivo de iminas,
El acoplamiento reductivo intermolecular de sustratos C=N representa un atomo de
construccion eficiente de un enlace C-C inherentemente funcionalizado, para la sintesis
de diaminas vecinales, a partir de materiales de partida relativamente simples. [66] El
acoplamiento reductivo es generalmente pensado para proceder por transferencia de un
solo electrén (SET) a partir de un reactivo reductor para el componente C=N, formando un
anion radical. Para este tipo de reacciones se ha utilizado catalizadores de Niobio, Niquel,
Iterbio y Samario. En general, el acoplamiento reductivo intermolecular de iminas, da una
mezcla de meso y dl diaminas. [4] Por otro lado se han utilizado bases fuertes como
NaOH, KOH y terc-BuOK para producir la ciclacién de diiminas intramoleculares por
termolisis; siendo una reaccion muy regioselectiva ya que puede producir sélo la forma
meso o cada uno de los enantiomeros solo cambiando la temperatura. [61, 67]

2.6. RESOLUCION DE DFEDA

Generalmente para la obtencién de diaminas enantioméricamente puras como la DFEDA
17ay 17b se utilizan hidroxiadcidos quirales como agentes de resolucion tales como el 4a,
4b y 5 (ver esquema 11), siendo este Ultimo uno de los compuestos que mayores
inconvenientes ha presentado ya que la separacion de los diasteroisémeros no se logra
totalmente, sin embargo con los dos primeros se han obtenido buenos resultados. Saigo
en 1985, llevo a cabo la resolucion éptica del compuesto 17, utilizando el compuesto 4a
en relacion 1:2, [14] en cambio recientemente Braddock sintetiza las DFEDA enantiopuras
17ay 17b a partir de la resolucion de 71 y su posterior hidrolisis, utilizando para resolver,
4a [67] y 4b [61] en relacibn 1:1.

Ph

H,N NH, H,N NH, H,N NH )\
1. AR 2 2 1 AR N7 NH
2. NaOH 3 + E 2. HCI, HB >—/
. Nal N % . r 4,
Ph Ph Ph Ph ' %
Ph Ph 3.NaOH Ph Ph
(+/-)- DFEDA 17 (S,5)-DFEDA 17a  (R,R)- DFEDA 17b (+/-) - isoamarina 71
o)
HO,C CO,H
HO . H
AR = B N
R HO OH
R= -H, (S)-AM 4a L-(+)-AT 5

R= -COCH;, (S)- AAM 4b

Esquema 11. Estrategia seguida en la resolucion de racémicos.
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Uno de los aspectos mas importantes en el tratamiento de datos es el contraste de la
hipotesis nula: H, con la hipétesis alternativa: Hi, el cual se puede realizar con el
programa estadistico llamado INFOSTAT versién 2013 Para el contraste de hipotesis,
como es el caso de variables cuantitativas, se cuenta con dos tipos de analisis: los
paramétricos, que proceden de un modelo que obliga a cumplir ciertos supuestos acerca
de los pardmetros y la distribucién de probabilidad de la poblacién de la que se extrajo la
muestra (prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas) y los no paramétricos, que
son menos restrictivos para poder ser aplicados. [68] Antes de utilizar las pruebas
paramétricas 0 no paramétricas, es indispensable comprobar ciertos supuestos para su
aplicacion, descritos brevemente a continuacion:

2.7.1. SUPUESTOS.

2.7.1.1. Distribucién Normal de las Poblaciones (Prueba de Shapiro-Wilk)

Para la comprobacion del supuesto de normalidad, se emplea la prueba de Shapiro-Wilk
para un numero menor de 50 datos, de la cual se puede definir si es posible trabajar con
el valor promedio de los datos obtenidos 6 si por el contrario, no es posible y se debe
utilizar otro tipo de variables. Asi, si una muestra aleatoria que procede de cierta
distribucion desconocida y denotada por F(), se le va a verificar si los datos fueron
generados por un proceso normal, es necesario plantear las siguientes hipétesis
estadisticas: [68]

Nula Ho: “El conjunto de datos sigue una distribucion normal”.
Alternativa H1: “ El conjunto de datos no sigue una distribucién normal”.

Seguidamente se calcula el estadistico W (contraste de normalidad), prueba de Shapiro—
Wilk, para ver la normalidad de los datos, y si éste (teniendo en cuenta el nimero de
muestras y la tabla de valores criticos ya tabulados) es menor que el W (1) tabulado, se
acepta que los datos proceden de una distribucién normal con un nivel de significancia
mayor de 0,05.

2.7.1.2. Homogeneidad de Varianzas (Grafica de Predicho Vs Residuo)

Para verificar el supuesto de homogeneidad de varianzas (homoscedasticidad) se pueden
graficar residuales versus valores predichos, permitiendo visualizar si las varianzas son
homogéneas o no. Si las varianzas no son homogéneas el grafico muestra tipicamente
una estructura de “embudo” a medida que los valores predichos son mayores, los
residuos varian mas. En la figura 8 se observan varianzas homogéneas y heterogéneas.
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Figura 8. Ejemplos de graficas de varianzas de residuos versus predicho: a) varianza
homogénea y b) varianza heterogénea.
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CAPITULO 3. SECCION EXPERIMENTAL

3.1. DISOLVENTES Y REACTIVOS

La mayoria de los reactivos y disolventes empleados tanto para la sintesis de los
compuestos como para las purificaciones y los andlisis de los mismos, fueron de alta
pureza. El reactivo bromuro de potasio para espectroscopia, acetato de sodio dihidratado
ACS, yoduro de potasio analitico, cloruro de cobre (I) 99%, bicarbonato de sodio 98%,
benzofenona 99.5%, sodio metalico, hidroxido de sodio 99%, dinitrofenilhidrazina (DNFH)
99.5%, hidroxido de potasio 85%, terc butoxido de potasio 99.9%, cloruro de amonio
99.5% vy silica gel tipo 60 (70- 230 mesh) fueron comprados a Merck (Darmstadt,
Alemania). El reactivo acido acético glacial, acido clorhidrico AR 37%, acido bromhidrico
48%, (R)- y (S)-acido mandélico 99%, e hidréxido de amonio fueron comprados a Sigma-
Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania). El reactivo cloroformo 99%, diclorometano 99.5% y
acetonitrilo grado HPLC fueron comprados a Riedel-de-Haén (Hanover, Alemania). El
reactivo tolueno 99%, n-butanol 99.9%, propanol >99%, isooctano 99.9%, piridina 99%,
anhidrido acético 99.9%, tetrahidrofurano para andlisis (THF) y peréxido de hidrégeno
40% fueron comprados a J. T. Baker (Finechem, Moscu). El reactivo dimetilsulfoxido
(DMSO) 99.5%, acetona grado HPLC, hexano para CG y éter etilico fueron comprados a
Fluka Chemie (Buchs, Suiza). El reactivo acetonitrilo grado HPLC, metanol 99.9%, acetato
de etilo 99.8%, isopropanol para andlisis y alcohol etilico absoluto anhidro 99.9% fueron
comprados a Fischer Scientific (Waltham, USA). Las muestras para RMN fueron disueltas
en metanol-ds y cloroformo-d con una pureza isotopica 99.5% de atomos de Deuterio
(Aldrich, Milwaukee, USA).

3.2. CARACTERIZACION FiSICA

Los compuestos obtenidos en cada una de las sintesis, se caracterizaron inicialmente
mediante sus propiedades fisicas: color y solubilidad, para esta dltima se utilizaron
distintos disolventes como son: isooctano, hexano, éter etilico, tolueno, diclorometano,
cloroformo, tetrahidrofurano, acetato de etilo, isopropanol, etanol, acetona, acetonitrilo,
metanol y agua.

3.3. INSTRUMENTACION

3.3.1. Punto de fusion

Los puntos de fusion fueron determinados en grados Celsius (°C) y no fueron corregidos,
se usaron tubos capilares abiertos en un fusiémetro digital OptiMelt modelo MPA100
(Stanford Research System, Inc., Sunnyvale California, USA). La medida del punto de
fusién, fue realizada por triplicado en un rango de 40 °C, de acuerdo a lo reportado en la
literatura, con una taza de cambio de temperatura de 5 °C min'. El rango promedio
obtenido de estos, fue arrojado por el equipo y finalmente fueron comparados con la
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literatura. El andlisis fue realizado en los laboratorios de docencia de la Universidad del
Cauca.

3.3.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo de los compuestos sintetizados se realizé en estado sélido,
sobre pastilla de KBr, en una concentracién de aproximadamente 10%, la lectura se
realiz6 en la ventana espectral comprendida entre 4000 y 400 cm™. El KBr se seco
durante 12 h a 105 °C, después de lo cual se mantuvo en desecador con CaCl,. Para el
andlisis, se homogeniz6 la muestra solida con bromuro de potasio, en un mortero de
agata, y se sometié a presion mediante un troquel de acero inoxidable-318 hasta formar
una pastilla translicida. La muestra fue analizada con un espectrofotémetro FTIR Nicolet
Modelo IR 200 (Thermo Electron, Massachusetts, USA), provisto del software Ezominic
33. En los espectros obtenidos, se indican las absorciones mas caracteristicas y los
valores de transmitancia se expresan en cm™. Dicho andlisis fue realizado en el
Laboratorio de Catalisis de la Universidad del Cauca.

3.3.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear, tanto de proton como de carbono, se
tomaron en espectrometros Bruker ACF-90 (*H a 250,13 MHz y °C a 62,9 MHz, Bruker
Optik GmbH, Ettlingen, Alemania) a temperatura ambiente, los datos obtenidos por el
equipo fueron desarrollados con el software Mestrenova. En el analisis se utilizaron como
disolventes deuterados, Cloroformo y metanol (CDCls y CD3sOD, respectivamente),
ademas como referencia interna para el primer disolvente, tetrametilsilano (TMS). Los
valores de los desplazamientos quimicos se describen en la escala delta (6) y estan
expresados en ppm, tomando como referencia la sefal del disolvente empleado (CDCls, &
= 7,26 para RMN-'H; 77 para RMN-13C y CD3;0D, & = 3,31y 4,79 para RMN-'H, 49 para
RMN-13C). Las constante de acoplamiento (J), se expresan en hertzios (Hz). Las
abreviaturas empleadas para indicar la multiplicidad de las sefiales en los espectros
protonicos, son las siguientes: s (singulete), sa (sefial ancha), d (doblete) y m (multiplete),
en estos también se indican, el nimero de protones correspondientes a cada sefial por
medio de la integracién de sefales. Ademas de las técnicas RMN-'H y RMN-13C, se
realizaron también los experimentos DEPT 135 y HMBC. Dicho andlisis fue realizado en la
Universidad del Valle.

3.3.4. Polarimetria

Las medidas de las rotaciones opticas de los compuestos quirales, se realizaron en un
polarimetro digital multiopcién modelo P-2000 (Jasco, Madrid, Espafia) con lampara de
sodio (linea D, A = 589,59 nm) y a temperatura ambiente (25 °C), la celda utilizada tiene
un camino de paso Optico de 1 dm, perteneciente a la Universidad del Valle. Los poderes
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rotatorios especificos fueron descritos como ([«]3®), indicandose en cada caso el
disolvente utilizado, asi como la concentraciéon (c en g/100 mL).

3.3.5. Espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-vis)

Los espectros de los compuestos sintetizados se determinaron en solucién de cloroformo
0 etanol segun su solubilidad, en el rango de longitudes de onda de 200 a 450 nm a una
concentracion de 1000 ppm, que corresponde a aproximadamente 3 mM. Para dicho
analisis, se utilizé un espectrofotometro UV-vis modelo Genesys 6 (Thermo, Waltham,
USA), perteneciente a la Unidad de Andlisis Industriales de la Universidad del Cauca.

3.3.6. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Para determinar la pureza de los compuestos sintetizados, estos fueron sometidos a un
barrido térmico doble, en un equipo de Calorimetria de Barrido Diferencial Q20 V24.8 (TA
Instruments, Wilmington, USA); perteneciente al grupo de Reologia de la Universidad del
Cauca. Para esto se tomaron 5 mg del compuesto sintetizado y se depositaron en una
cdpsula de aluminio, posteriormente la cpsula fue sellada a presion utilizando una
prensa. Una vez verificada la calidad del sellado en la capsula, esta fue introducida en el
equipo para someterla al ciclo de enfriamiento-calentamiento-enfriamiento entre -50 °C y
300 °C a 10 °C minl. Durante el transcurso del tiempo de ciclo, el equipo genera una
grafica de andlisis térmico en donde se refleja la absorcion o liberacion de energia
plasmada en picos endotérmicos 0 exotérmicos respectivamente. Posteriormente y
empleando el software para analisis de termogramas TA Universal Analysis 2000 V5.5.3,
se llevaron los analisis respectivos.

3.4. CROMATOGRAFIA

3.4.1. Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Durante cada una de las reacciones, se llevd a cabo el monitoreo, utilizando la técnica de
cromatografia en capa fina (CCF), empleando gel de silice (fase estacionaria) de tipo 60
con indicador Fzs4, de un espesor de capa de 0.25 mm, soportadas sobre placas de
aluminio de 20 x 66 mm (Merck). Estas fueron activadas por calentamiento en un horno a
105 °C por 24 h, antes de su uso. La visualizacion se realizé con una lampara manual UV-
Spectroline serie E con luz UV (Spectronics Corporation, New York, USA), a una longitud
de onda corta (A = 254 nm). Como eluyentes se utilizaron mezclas entre acetato de etilo-
isooctano, acetona-isooctano y diclorometano-hidréxido de amonio; de los cuales fueron
adicionados 2 mL de la mezcla a una camara cromatogréfica artesanal de 50 x 130 mm.

3.4.2. Cromatografia flash.
Para la realizacién de la cromatografia por columna, se utilizé silica gel tipo 60 con un
tamafo de particula de 70-200 micrones (Merck), activada a una temperatura de 105 °C
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por 12 h antes de su uso. La columna de vidrio (2 x 50 cm) se empac6 con silica gel
hamedo, utilizando 100 mL de un disolvente apolar para formar la papilla. Una vez
empagqueta la columna, se aplicé presién con aire para compactar totalmente la silica. Las
dimensiones de la fase estacionaria utilizada, para la separacion de las muestras fueron
de 2 x 30 cm. La muestra fue soportada sobre silica gel, para facilitar la separacién. Para
realizar las eluciones se utilizaron 100 mL por mezcla de eluyente. La relacion en masa
entre la muestra y la fase estacionaria fue de 1/50. Una vez llevado a cabo la separacién
de las muestras, se realizaron lavados de la fase estacionaria, utilizando 100 mL de etanol
y 100 mL de isooctano de forma consecutiva.

3.5. CRISTALIZACION

Las cristalizaciones fueron hechas dentro de cristalizadores, utlizando disolventes
apropiados con respecto a la solubilidad de cada uno de los compuestos de sintesis. Se
llevo hasta punto de ebullicion 30 mL del disolvente, contenido en un beaker de 100 mL y
se adiciond lentamente el compuesto de sintesis, hasta formar una solucién saturada.
Una vez llegado este punto se vertia toda la solucion al cristalizador y se dejaba que
llegara hasta temperatura ambiente. La solucién se mantenia sellada y guardada el
tiempo necesario entre 1 y 12 h (segun el compuesto), hasta que cristalizara por
completo. Pasado este tiempo se filtran los cristales, se lavan con el mismo solvente en
frio y se secan en horno. El proceso se hizo tres veces de forma consecutiva.

3.6. PROCESO DE SINTESIS DE 1,2- DFEDA QUIRALES

Para la sintesis de las diaminas quirales, a partir de benzaldehido, fue necesario realizar
varias reacciones consecutivas, las cuales para su facil comprensién fueron divididas en 5
etapas. Donde el producto formado en cada etapa (PE) fueron codificados como: PE1,
PE2, PE3, PE4 y PES5.

3.6.1. ETAPA 1

3.6.1.1. Sintesis de PE1
Ph

3 |-|+2NH3I|q—>

-3H,0 )I I\Ph

41
PE1

Esquema 12. Reaccién para la sintesis de “hidrobenzamida” (PE1).
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Se prepar6 el PE1, siguiendo la metodologia propuesta por Kaboudin, con modificaciones,
donde se procedié a mezclar en una relacion 1:2 vlv, benzaldehido (previamente
destilado) y NH4OH al 30% respectivamente, en un balén de tres bocas que contenia
previamente un alcohol saturado como disolvente, a una relacién igual del hidroxido de
amonio. Se procedio a tapar el balén y se agité constantemente la solucion resultante por
un determinado tiempo. Luego, el precipitado formado, se separé mediante filtracion y se
lavé con suficiente agua a 50 °C (=1 L). El producto obtenido se recristalizd6 en
ciclohexano [67, 68] y posteriormente se secO en estufa a una temperatura de 75 °C por
12 h. El PE1 se sintetiz6 en ausencia y presencia de buffer variando tanto disolvente
como tiempo, en el primer caso se utilizé como disolventes MeOH, EtOH, PrOH, isoPrOH
y BUOH y tiempo de 9, 24 y 36 h, en el segundo caso se utiliz6 como disolventes EtOH,
isoPrOH y PrOH a los mismos tiempos anteriores. Para la formacién del buffer se adicion6
NH4Cl a la mezcla que contenia hidroxido de amonio en una relacion, 0.1:4 plv,
respectivamente. La sintesis de PE1, se hizo frente a una contra muestra que no
contenia, ni disolvente ni NH4ClI, a un tiempo de 36 h. Cada experimento se realizd por
triplicado, para un total de 75 experimentos (ver condiciones de variables en la tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de variables para la sintesis de PEL.

BUFFER TIEMPO (h)
DISOLVENTE No S ) Y 36
Sin disolvente X X
Metanol (MeOH) X X X X
Etanol (EtOH) X X X X X
Propanol (PrOH) X X X X X
IsoPropanol (isoPrOH) X X X X X
Butanol (BuOH) X X X X
Alcohol
NH;O0OH

Benzaldehido

Figura 9. Montaje realizado para la sintesis de PE1
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3.6.1.2. Monitoreo por CCF
La reaccion fue monitoreada por CCF, tomando una alicuota de la reaccién cada 3 h

hasta terminar el tiempo de reaccion de cada experimento, desarrollando la muestra con
una mezcla de acetato de etilo/isooctano (1/9) como eluyente. La placa obtenida se
introdujo dentro de un beaker de 100 mL que contenia una solucion de DNFH al 1%
preparada en HCI 2N, se retir6 de forma répida, se elimind el exceso de solucion, con
papel absorbente y se dej6 secar totalmente al ambiente, esto con el fin de revelar la
desaparicion del benzaldehido. Las alicuotas tomadas fueron comparadas con una
solucion de benzaldehido disuelto en el alcohol saturado respectivo como patron y se
analizé de manera visual, como desaparicibn del compuesto de partida debido a la
precipitacion del producto formado.

3.6.1.3. Diferenciacién entre benzaldehido y PE1

Una vez obtenido el compuesto de sintesis (PE1) recristalizado, se diluyd en tres
disolventes diferentes (EtOH, THF y CHCI3), preparando una solucién al 5% y se compard
frente a soluciones de benzaldehido en las mismas condiciones. Se aplicaron las
alicuotas de cada uno en placas diferentes y se realiz6 la CCF como se encuentra
descrito en el apartado 3.6.1.2.

3.6.1.4. Caracterizacion del producto de la etapa 1 (PE1)

El PE1 recristalizado, se almacend en un vial y se guard6 dentro de un desecador con
CaCl,; se llevo a cabo la caracterizacion fisica (punto de fusion, DSC, color), y
espectroscopica (IR, UV-vis)

3.6.2. ETAPA 2
3.6.2.1. Sintesis de PE2

Ph Ph

Método A (Base/THF) HN” NN

N -
/U ]L Método B (Base/DMSO) 5
Ph Bh Ph “Ph
70 (+/-)-71

PE1 PE2

Esquema 13. Reaccién para la sintesis de isoamarina (PE2).

La sintesis de PE2 a partir de PE1 se llevd a cabo mediante dos métodos diferentes,
usando como disolventes THF y DMSO, dicha sintesis se encuentra descritas a
continuacion:
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3.6.2.1.1. Método A

En éste, se utilizé la metodologia seguida por Proskurnina, con modificaciones, donde se
adicion6é 17 mL de THF seco con ayuda de una jeringa de vidrio, en un balon de tres
bocas que contenia previamente una mezcla de 6.7 mmol de PE1 y 3.1 mmol de una
base fuerte (NaOH, KOH y terc-BuOK), en un sistema cerrado en condiciones inerte. La
solucién resultante se agité constantemente durante 3 h a reflujo. Después de este
tiempo, se adicionaron a la solucién anterior 50 mL de agua fria, el precipitado formado,
se separ6 mediante filtracion y se lavo posteriormente con agua caliente (94 °C, =1 L).
[67] El producto obtenido se purific6 por columna cromatogréfica, se recristalizé en
acetato de etilo y se secé en horno a 100 °C. Cada experimento fue realizado por
triplicado para un total de 9 experimentos. Las reacciones fueron monitoreadas por CCF.

3.6.2.1.2. Método B

En éste, se utilizé la metodologia seguida por Mistryukov, con modificaciones, donde se
adicion6é 5 mL de DMSO seco con ayuda de una jeringa de vidrio, en un balén de tres
bocas que contenia previamente una mezcla de 6.7 mmol de PE1 y 0.9 mmol de una
base fuerte (NaOH, KOH vy terc-BuOK), en un sistema cerrado en condiciones inerte. Se
mezcld vigorosamente, por 5 min la mezcla resultante hasta homogenizacion. Inicialmente
se calenté la solucién a 50 °C con agitacion constante durante 2 h. Después de este
tiempo, se aumentd la temperatura a 130 °C por un tiempo de 4 h. Luego, se llevé la
temperatura exactamente a 80 °C y se tratd sucesivamente con un alcohol saturado (6
mL) y con una solucién acuosa de NH,OH concentrado (6 mL, adicionado lentamente). El
precipitado formado, se separé mediante filtracién y se lavo con agua caliente (94 °C, =1
L), [61] éste fue purificado por columna cromatogréfica, se recristalizoé en acetato de etilo y
se secd en horno a 100 °C. Como por CCF no fue posible continuar el monitoreo de la
reaccion después de las 2 h a 50 °C, se realizaron diferentes experimentos cambiando
tanto el tiempo de reacciéon (2, 4 y 6 h), como la temperatura de calentamiento del mismo
(110, 130 y 150 °C), ademas se realizé una reaccién usando como base KOH vy
calentamiento directo a 130 °C por 4 h. Cada experimento fue realizado por triplicado para
un total de 24 experimentos.

Tabla 2. Condiciones de variables para la sintesis de PE2 por el método A
DISOLVENTE THF

BASE (0.18M) TIEMPO A 63 °C (h)*
KOH 3
NaOH 3
Terc-BuOK 3

* monitoreado por CCF
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Tabla 3. Condiciones de variables para la sintesis de PE2 por el método B
DISOLVENTE DMSO

BASE (0.18 M) 1° TIEMPO A 50 °C (h)*

2° TIEMPO (h)
110 °C  130°C 150 °C

KOH 2 4
NaOH 2 4
Terc-BuOK 2 4
KOH 2 4 4
KOH 2 2
KOH 2 6
KOH 4

* monitoreado por CCF

Disolvente seco

Base fuerte
PE1

Figura 10. Montaje realizado para la sintesis de PE2.

3.6.2.2. Monitoreo por CCF
Las reacciones, tanto por el método A como B fueron monitoreadas por CCF, en ensayos

preliminares, tomando una alicuota de la reaccion cada 30 min hasta terminar el tiempo
de reaccion. Para los experimentos del método A se monitoreo durante 3 h y para B solo
fue posible hasta las 2 primeras horas a 50 °C, tiempo en el cual desaparecia por
completo el compuesto de partida (PE1). Se corrieron las muestras con dos mezclas de
eluyentes diferentes como son: CH2Cl./NH4OH 30% (9/1) y acetonal/isooctano (8,5/1,5).
Las alicuotas tomadas fueron comparadas con una solucion de PE1 disuelto en el
disolvente seco respectivo, como patron y se analizé con luz UV. Las sefales observadas
en PE2, se representaron como PE2a, PE2b y PE2c, en orden creciente a su factor de
reparto (Rf).
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3.6.2.3. Separacion y purificacion de PE2

Para el compuesto de sintesis PE2, fue necesario realizar, separacion y purificacion,
utilizando dos métodos distintos: cromatografia por columna y cristalizacion selectiva, las
cuales se describen a continuacion:

3.6.2.3.1. Cromatografia flash

A una muestra de 0.5 g de una mezcla impura del compuesto sintetizado en la etapa 2
(PE2), se le agregd 0.5 g de silica gel, mezclandose hasta homogenizacién completa. La
muestra soportada en silica fue colocada sobre una columna de vidrio (forrada en papel
aluminio), empacada con silica humedecida con isooctano (papilla). La elucién de la
columna se hizo por gradiente con una mezcla de acetona-isooctano, aumentando
gradualmente la polaridad. Recogiéndose un total de 20 fracciones de 5 mL. La
separacion fue seguida con cromatografia de capa fina (CCF) al realizar comparaciones
con el compuesto obtenido en la etapa 2 como patron, disuelto en cloroformo, usando
como eluyente 2 mL de una mezcla de CH,Cl>-NH4OH (9:1) y como revelador luz UV.
Las fracciones recogidas fueron agrupadas de acuerdo a las separaciones, obteniendo al
final solamente tres agrupaciones y representadas como PE2a, PE2b y PEZ2c. Las
soluciones se concentraron a presion reducida en un Rota-Evaporador modelo Laborota
4001 (Heidolph, Karlsruhe, Alemania). Los sdlidos obtenidos fueron recogidos, y
posteriormente recristalizados. PE2a (acetato de etilo/ hexano, 1/6), PE2b (acetato de
etilo puro) y PE2c (acetato de etilo/ hexano, 1/1).

3.6.2.3.2. Cristalizacién selectiva

La separacion de la mezcla impura de PE2 con PE2b como predominante se llevo a cabo
de la siguiente manera: se adiciond lentamente 1.0 g de la mezcla de PE2 a 40 mL de
acetato de etilo caliente, contenidos en un beaker de 200 mL y se cristaliz6 como se
describié en la seccién 3.5. Luego de 20 min el compuesto mayoritario empieza a
cristalizarse y los demas compuestos quedan en la solucion madre. Los cristales
formados fueron recolectados y lavados con acetato de etilo. El procedimiento fue
realizado tres veces para garantizar la pureza de PE2b. La reaccién fue monitoreada por
CCF (eluyente: CH,CI2/NH4+OH 9/1 y revelador: luz UV).

3.6.2.4. Caracterizacion de los productos de la Etapa 2 (PE2a, PE2b y PE2c)

Una vez obtenido cada uno de los compuestos de la etapa 2 recristalizados, se llevé a
cabo la caracterizacion fisica y espectroscOpica de estos, de igual manera que en el
apartado 3.6.1.4. Ademas se le realiz6 polarimetria a (+)-PE2b.
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3.6.3. ETAPA 3
1. R.O.F. )\ )\
N7 NH > N7 ONH N7 “NH
H 2. Desalinizacion > / + \\_<
Ph Ph Ph “Ph Ph Ph
(+1-)-71 ()71 ()71
(+1-)-PE2 (+)-PE2 (-)-PE2

Esquema 14. Obtencion de (+)- y (-)-isoamarina ((+)- y (-)-PE2) mediante R.O.F. y
posterior desalinizacion.

En esta etapa se realiz6 la separacién de los enantiomeros del compuesto mayoritario de
la etapa 2 (PE2b), llevandose a cabo el proceso de resolucion 6ptica fraccional (R.O.F.) o
cristalizacion fraccional (C.F.), el cual se encuentra descrito en el apartado 3.6.3.1.
Usandose como agente de resolucion (A.R.) las dos formas enantioméricas del acido
mandeélico (AM): R-(-)-AM y S-(+)-AM.

3.6.3.1. Resolucién 6ptica fraccional de (z)-PE2b.

La sintesis de los mandelatos de (+)- y (-)-PE2b, se realizaron con dos métodos
diferentes, en este apartado se detalla el primer método (ver esquema 15), que consta en
realizar la resolucién optica, utilizando inicialmente S-(+)-AM y luego R-(-)-AM. En los dos
métodos el procedimiento de reaccién es el mismo, con la Unica variacién del orden de
adicién del agente de resolucién. Cada uno de estos procesos y la desalinizacién se
hicieron por triplicado, obteniendo un total de 6 experimentos.

3.6.3.1.1. Obtencion de (+)-PE3b ((+)-mandelato de PE2b)

Se pesaron en un balon fondo plano de 100 mL en una relacion molar 1:1, 4.0 g de PE2b
racémico y 2.0 g de S-(+)-acido mandélico, a esta mezcla sélida se le adicion6 40 mL de
isopropanol llevandose posteriormente a reflujo, con agitacion constante, por un tiempo de
1.5 horas (monitoreado por CCF). Una vez interrumpido el calentamiento y la agitacion, se
dejé enfriar la solucion hasta temperatura ambiente. Los cristales blancos (formados a
medida que se iba enfriando la solucion y representados en el esquema 15 como pdo. 1),
fueron recogidos por filtracién, lavados y secados al vacio. Una vez seco este compuesto,
se recristalizé en isopropanol. Luego los cristales diastereoméricamente puros (pdo. 2),
nuevamente se recogen por filtracion, se lavan con isopropanol frio y se secan en horno a
100 °C durante 12 h. Los filtrados obtenidos después del reflujo y de la recristalizacion
(Fdo. 1y 2, respectivamente), [66] fueron utilizados en el apartado 3.6.3.1.2.
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3.6.3.1.2. Obtencion de (-)-PE3b ((-)-mandelato de PE2b)

Los anteriores filtrados se mezclaron (=60 mL) y se concentraron en el rotaevaporador,
obteniendo 10 mL de un liquido viscoso. A esta mezcla viscosa, se la tratd con una
solucion de NaOH al 4% (desalinizacién) y se le realizd extraccién con diclorometano,
ésta se lleva hasta sequedad en el rotaevaporador. El producto sélido, se recristalizé en
acetato de etilo, se filtrg, se lavd con el mismo disolvente pero en frio y se secé en horno a
100 °C por 12 h. Para la obtencion de (-)-PE3b, se adicion6 20 mL de isopropanol, a una
mezcla en relacién equimolar de los cristales anteriores y de R-(-)-acido mandélico,
repitiendo el procedimiento del apartado 3.6.3.1.1, obteniendo finalmente el mandelato de
(-)-PE2b (pdo. 4). Los filtrados 3 y 4 obtenidos en este proceso, fueron desechados.

Tabla 4. Datos de la sintesis de (+) y (-)-PE3b.

ADICION DE METODO
AR* PRIMERO SEGUNDO
1° S-(+)-AM R-(-)-AM
2° R-(-)-AM S-(+)-AM

* Los reflujos de las resoluciones 6pticas fraccionales se llevaron a cabo por 1.5 h.

3.6.3.2. Monitoreo por CCF
Las reacciones de resolucién Optica, tanto del primer como del segundo método, fueron

monitoreadas por CCF, en ensayos preliminares, tomando una alicuota de la reaccién
cada 30 min hasta terminar el tiempo de reaccion de 1.5 h, tiempo en el cual desaparecia
por completo el compuesto de partida PE2b. Se corrieron las muestras con mezclas de
eluyentes de CH,CIl,/NH,OH 30% (9/1). Las alicuotas tomadas fueron comparadas con
una solucion de PE2b disuelto en cloroformo, como patrén y se analizé con luz UV a 254
nm.

IsoPrOH
(+)- 6 (-)-AM
(x)-PE2b

Figura 11. Montaje realizado para la resolucion optica fraccional de (x)-PE2b
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(+)-PE2b (M.R.)

Reflujo (C.F.)

2 (S)-(+)-AM (A.R.)

Pdo. 1

(+)-PE2b-(S)-(+)-AM

Recristalizacién

[

I
Pdo. 2
I

(+)-PE2b-(S)-(+)-AM

|

Fdo. 1

(-)-PE2b-(S)-(+)-AM

Fdo. 2

(-)-PE2b-(S)-(+)-AM

Desalinizacion

(S)-(+)-AM

(-)-PE2b

Desalinizacién (S)-(+)-AM
l ,' 2 (R)-(-)-AM (A.R.)
Reflujo (C.F.)
(+)-PE2b ,
I |
Pdo. 3 Fdo. 3
I I
(-)-PE2b-(R)-(-)-AM Se Desecha
|
Recristalizacion
|
I |
Pdo. 4 Fdo. 4
I I
(-)-PE2b-(R)-(-)-AM Se Desecha
I
(-)-PE2b Desalinizacion (R)-(-)-AM

Esquema 15. Proceso de separacién de enantiomeros de PE2b por resolucion oOptica

fraccional.

3.6.3.3.

Desalinizacién
Obtenidos los diasterbmeros del mandelato, se procedié a la liberacion de los
enantiomeros de PE2b. La desalinizacion de los diasterémeros, se llevaron a cabo de la
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siguiente forma: Se adicionaron 20 mL de diclorometano a 2.0 g del mandelato
previamente pesados en un beaker de 50 mL y a esta mezcla se adicionan 15 mL de
NaOH 4%, agitdndose vigorosamente por 3 min. La solucion resultante se vierte a un
embudo de decantacién de 100 mL y se procede a separar la fase organica. A la fase
acuosa se le realizan extracciones con diclorometano 3 veces por 10 mL cada una (ver
figura 12).

Fase Acuosa
(+)- 6 (-)-PE3b .
Fase Organica

Soluciéon NaOH 4%

Diclorometano

Figura 12. Procesos de: a) desalinizacion y b) separacion.

Las fases organicas recogidas, se mezclan en un beaker de 100 mL y se le adiciona
Na,SO4 anhidro. La mezcla se agita hasta desaparicion de la turbidez (ver figura 13),
luego se decanta y se procede a secar al vacio. El sélido obtenido se recristaliza en
acetato de etilo, se lavan con el mismo solvente pero frio y se seca en horno a 100 °C por
12 h, obteniéndose finalmente (+)- y (-)-PE2b. [66]

Solucion
Solucion opaca translucida
Na,SO, Na,SO,

Figura 13. Soluciones orgéanicas antes (a) y después (b) del secado con Na,SO4 anhidro.
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3.6.3.4. Caracterizacion de los productos de la etapa 3 (PE3b)

Una vez obtenido cada uno de los compuestos de la fase 3 recristalizados, se llevaron a
cabo las caracterizaciones de igual manera que en el apartado 3.6.1.4., para los
compuestos (+)-PE2b y (+)-PE3b. Ademas a estos se les realiz6 analisis por polarimetria
junto con el (S)-(+)-AM como valor de referencia. Para el enantiomero (+)-PE2b se realiz6
espectroscopia RMN: *H, 13C (normal y DEPT 135).

3.6.4. ETAPA 4
Ph
PN 3 Z
NZ NH 1. Acetilacién Ph»\NH NH/(
—_—
> / 2. Hidrdlisis 3
Ph ,//Ph Ph Ph

(+)-PE2 (+)-PE4

Esquema 16. Sintesis de (+)-N"-acetil-N"-benzoil DFEDA ((+)-PE4) a partir de la
acetilacion y posterior hidrélisis de la (+)-isoamarina ((+)-PE2).

3.6.4.1. Obtencién de (+)-y (-)-PE4b

Se llevd a cabo la sintesis de las diamidas enantioméricamente puras representadas
como (+)- y (-)-PE4b, a partir de (+)- y (-)- PE2b; obtenidos en la desalinizacion de la
etapa 3. Primero se hicieron pruebas preliminares utilizando como reactivo de partida el
PE2b racémico. Para esto fue necesario realizar dos reacciones consecutivas en la que
implica inicialmente una acetilacion y posteriormente una hidrélisis. [69] Cada una de las
reacciones se realizé por triplicado, variando el tiempo de reacciébn para cada
procedimiento. Adicionalmente se realizé un ensayo utilizando como base débil 1 mL de
piridina, el procedimiento de la reaccion es igual que con CH3COONa, el calentamiento a
bafio Maria de la acetilacion se realiz6 por 3 h y la hidrélisis por 2 h.

3.6.4.1.1. Acetilacion de (+)-y (-)-PE2b

1.0 g del compuesto enantiomérico puro ya sea (+)-PE2b o (-)-PE2b, se adicion6 a un
balén de 2 bocas, fondo plano de 100 mL junto con 0.07 g de CH3COONa (previamente
seco a 105 °C por 24 h) y 13.5 mL de anhidrido acético (previo ensayo con NaHCO3); la
mezcla se calenté en bafio Maria a 80 °C por un tiempo determinado con agitacion
magnética constante (la reaccién se monitore6 con CCF). Una vez pasado el tiempo de
reaccion de la acetilacion, se llevd hasta temperatura ambiente. Los valores de tiempo
fueron: 2, 3,4y 6 h.
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3.6.4.1.2. Hidrdlisis de (+)- y (-)-PE2b acetilados

A la mezcla del apartado anterior, se le adicionaron 3 mL de H»O, y de manera cuidadosa,
0.3 mL de HCI concentrado. Se agité suavemente la solucion durante 5 min, luego esta se
calent6 a bafio Maria (94 °C), por un tiempo determinado con agitacién constante.
Terminado este tiempo se le adiciondé 30 mL de agua fria, el sélido blanco producido, se
filtrd, se lavo con suficiente agua caliente (=1,0 L), se sec6 en un horno a 100 °C por 12 h
y posteriormente se recristalizé de metanol. Los tiempos de hidrélisis fueron: 2, 3,4y 6 h.
Los sélidos obtenidos finalmente son codificados como (+)- y (-)- PE4b.

Tabla 5. Datos para la sintesis de (+)- y (-)-PE4b
TIEMPO DE REACCION (h)
Acetilacién * Hidroélisis **
2 2

BASE DEBIL

Acetato de Sodio

WWwWwwo ~hw
NP, WNDNN

Piridina
Bafio Mariaa* 80 °Cy** 94 ° C.

3.6.4.2. Monitoreo por CCF
La reaccion de acetilacion, fue monitoreada por CCF, en cambio en la de hidrodlisis no fue

posible el monitoreo, debido a la acidez de la solucién, ya que en la reaccion de
acetilacion, el compuesto racémico no se consume por completo, fue necesario hacer
variacion en el tiempo, a las 3 horas de acetilacién se obtuvo la mejor conversién y con
este tiempo se realizaron las variaciones en el tiempo de hidrélisis. Para el monitoreo, se
tomo una alicuota de la reaccion de acetilacion cada hora y se corrieron las muestras con
mezclas de eluyentes de CH»Cl,/NH,OH 30% (9/1). Las alicuotas tomadas fueron
comparadas con una solucion de PE2b disuelto en cloroformo, como patron y se analizo
con luz UV. Adicionalmente una vez obtenida la diamida enantioméricamente pura, se
diluyé en etanol y de ahi se tomé una alicuota, se corrié la placa frente al patrén
anteriormente mencionado y en las mismas condiciones.

3.6.4.3. Caracterizacion de los productos de la etapa 4

Una vez obtenido cada uno de los compuestos de la etapa 4 recristalizados, se llevé a
cabo las caracterizaciones de igual manera que en el apartado 3.6.1.4., para el
enantiomero (+)-PE4b y para el PE4b racémico.
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(+)- 6 (-)-PE2b
Anhidrido acético
Base Débil

Bafio Maria

Figura 14. Montaje realizado para la sintesis de PE4b.

3.6.5. ETAPA 5
O O
NH NH[< o HoN NH;
Ph 1. Hidrdlisis (HBr/acac) > /
Ph/\ "’/’Ph 2. Neutralizacion (NaOH) p, _,//Ph
(+)-PE4 (+)-PES

Esquema 17. Sintesis de (+)-DFEDA

Finalmente se llevd a cabo la sintesis de las diaminas enantioméricamente puras, a partir
de las diamidas (+)- y (-)- PE4b, obtenidas en la etapa 4. Se realizd pruebas preliminares
utilizando como reactivo de partida la diamida PE4b racémica. Para esta etapa, fue
necesario realizar la desproteccién de las diamidas utilizando una mezcla de &cidos,
variando la relacion de estos (1:1, 1:2 y 1:3), los &cidos utilizados fueron: acido acético
glacial y HBr 48% respectivamente. Al obtener la mejor relacion de acidos, se optd variar
el tiempo de reaccion de 24 a 48 h. Cada una de los procesos se realizé por triplicado.
Las diaminas quirales fueron sintetizadas utilizando una relacion de éacidos 1:3 y un
tiempo de 24 h de calentamiento a reflujo.

3.6.5.1. Obtencidn de diaminas (+)- y (-)-PE5b

Se pesoé en un balén de tres bocas fondo plano 1.0 g de la diamida (+)-PE4b y se adicioné
18 mL de la mezcla de acidos en relacién 1:3. La solucion se agitd de manera magnética
por un tiempo determinado hasta que se diluyera totalmente la muestra, se llevé la mezcla
a reflujo durante 24 h, ésta se concentré a 1/3 del volumen original y se mantuvo a 5 °C
durante 2 h. El precipitado formado se filtrd, se lavd con éter etilico frio y finalmente se
disolvi6 en agua, luego se filtré la fase acuosa para remover productos insolubles,
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posteriormente se adiciond al filtrado lentamente una solucién de NaOH 40% (hasta
neutralizacién de la solucion) sin que la temperatura excediera los 25 °C, ésta se enfrid a
5 °C por 15 min, el precipitado resultante de la fase acuosa fue extraido con 3 porciones
de 20 mL de diclorometano. Las capas organicas se combinaron, se secd sobre NaOH
sélido, se filtré6 y se concentr6 mediante presion reducida. Este se recristalizd6 en una
mezcla de éter de petréleo:éter etilico (1:2) a una temperatura de 50 °C. [63] El sdlido
obtenido codificado como (+)-PE5b, se lavé con éter de petrdleo y se secéd con flujo de
Nitrégeno. Se realizé el mismo procedimiento anterior, para la sintesis de la diamina
(-)-PE5b teniendo en cuenta como material de partida, la otra forma enantiomérica de la
diamida (-)-PE4b.

Tabla 6. Datos para la sintesis de (+) y (-)-PE5b.

TIEMPO (h) RELACION DE ACIDOS (18 mL)
24 1:1
24 1.2
24 1:3
48 1:3

Mezcla acida

(+)-PE4b

Figura 15. Montaje realizado para la sintesis de PE5b.

3.6.5.2. Monitoreo por CCF
La reaccion no fue monitoreada por CCF debido a la acidez de la solucion. Una vez

obtenidas las diaminas enantioméricamente puras se procedid a diluir en etanol y se
comparo frente a un patron de (+)-PE4b disuelto en iguales condiciones. Las alicuotas
tomadas fueron corrida con una mezcla de eluyentes de CH>CIl>/NH4sOH 30% (9/1) y se
utilizé como revelador luz UV.
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3.6.5.3. Caracterizacion de los productos de la etapa 5 (PE5)
Una vez recristalizado la sal de (+)-PE5b, se llevé a cabo la caracterizacion fisica (punto
de fusién, DSC, color), espectroscopica (IR, UV-vis RMN: *H, 13C (normal y DEPT 135) y
HMBC) y polarimétrica, de igual manera que en el apartado 3.6.1.4.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los porcentajes de conversiones en cada una de los procesos de las etapas de sintesis
(etapa 1, 2, 3, 4 y 5), estdn soportados por un tratamiento estadistico utilizando el
programa INFOSTAT version 2013. Realizandose inicialmente los supuestos de
normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza (grafica de predicho Vs
residuo) y aplicando posteriormente la prueba de Tukey (ANOVA, prueba paramétrica).

3.8. ELUCIDACION DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

3.8.1. “Hidrobenzamida” (PE1)

Cristales blancos en lentejas, p.f.: 102.8-105.4 °C (sin descomposicion); UV-vis (CHCI3)
Amax 254 nm; IR (KBr) vmax 3029 y 2658 (C-H, Ar), 1800-1963 (C=C sobretono, Ar
monosustituido), 1633 (C=Nsy), 1577 (C=C, Ar), 1448, 1371 (C-H, Ar tasim) y 1296 (C-Nst)
cm.

3.8.2. Amarina (PE2a)

Polvo amarillento, p.f.: 129.1-132.6 °C (sin descomposicién); UV-vis (CHCl3) Amax 232, 258
nm; IR (KBr) vmax 3449, 3160 (N-Hs tsim), 2928 (C-H tasim, Ar), 1650-2000 (C=C sobretono,
Ar monosustituido), 1607 (C=Nsy), 1464 (N-Hi,), 1332, 1278 (C-H, Ar tasim), 924-1071 (C-
Hip, Ar) y 694, 754 (C-Hj, sobretono, Ar) cm™.

3.8.3. Isoamarina (PE2b)

Cristales tornasol en agujas, [a]3® 0.0° (c 0.016, CHCI3); p.f.: 202.9-205.3 °C (sin
descomposicién); UV-vis (CHCI3) Amax 234, 257 nm; IR (KBr) vimax 3445, 3156 (N-Hs tsim),
2919 (C-H tasim, Ar), 1650-2000 (C=C sobretono, Ar monosustituido), 1620 (C=Nsy), 1460
(N-Hin), 1332, 1279 (C-H, Ar tasim), 924-1071 (C-Hjp, Ar) y 690, 762 (C-H;, sobretono, Ar)
cm,

3.8.4. lofina (PE2c)

Cristales blancos en algodén, p.f.: 274.7-276.2 °C (sin descomposicion); UV-vis (CHCls)
Amax 234 'y 309 nm; IR (KBr) Vmax 3419 (N-Hs tsim), 2300-3100 (C=C conjugacion), 1700-
2000 (C=C sobretono, Ar monosustituido), 1596 (C=Nsy), 1460 (N-Hiy), 924-1071 (C-Hjp,
Ar)y 769, 617 (C-Hj, sobretono, Ar) cm™.
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3.8.5. Mandelato de isoamarina ((+)-PE3b)

Cristales blancos en agujas, [a]3® +129.4° (c 0.0085, EtOH); p.f.: 192.9-196.1 °C (sin
descomposicion); UV-vis (EtOH) Amax 208, 236 nm; IR (KBr) vmax 3432 cm™* (O-Hs tsim),
2000-3300 (N-H, =NH*, tasim), 1600-2000 (C=C sobretono, Ar monosustituido), 1358, 1556
(C=0Oy el C-O, -COO tsim Y tasim) y 697, 764 (C-Hj, sobretono, Ar) cm™,

3.8.6. R,R-(+)-isoamarina ((+)-PE2b)

Cristales tornasol en agujas, [a]3® +47.2° (c 0,0159, CHCI3); p.f.: 177.4-179.7 °C (sin
descomposicion); UV-vis (CHCI3) Amax 233, 257 nm; IR (KBr) Vmax 3447, 3155 (N-Hs tsim),
2920 (C-H tasim, Ar), 1700-2000 (C=C sobretono, Ar monosustituido), 1619 (C=Nsy), 1461
(N-Hip), 1333, 1281 (C-H, Ar tasim), 920-1075 (C-Hjp, Ar) y 691, 762 (C-H;, sobretono, Ar)
cm?; RMN-H (8; 250.13 MHz; CDCl3) 4.95 (s, 2H; NCH), 5.45 (s, 1H; NH), 7.43-7.28 (m,
10H; Ar-H), 7.58-7.46 (m, 3H; Ar-H) y 7.99 (d, 2H; ] = 6,9 Hz; Ar-H) ppm; RMN-3C (5; 62.9
MHz) 126.7 (C-a), 127.4 (C-b), 127.6 (C-c), 128.6 (C-d), 128.8 (C-e), 130.2 (C-f), 131.0
(C-g), 143.6 (C-h) y 163.1 (C-i) ppm.

3.8.7. (x)- N-acetil-N"-benzoil-1,2-difeniletilendiamina ((x)-PE4b)

Polvo blanco, p.f.: 242.4-246.1 °C (sin descomposicion); UV-vis (EtOH) Amax 210 nm; IR
(KBr) Vmax 3335 (N-H tsim, amida 22), 3038 (C-H tasim, Ar), 1639 (C=0, NHCOCHz3), 1526
(C=0, NHCOAr), 1364 (CH3C-N tsim), 1298 (ArC-N tsim), 700 (N-Hoop) y 638, 582 (C-Hi,
sobretono, Ar) cm™.

3.8.8. (+)-S,S- N-acetil-N"-benzoil-1,2-difeniletilendiamina ((+)-PE4b)

Polvo blanco, p.f.: 260.2-263.9 °C (sin descomposicion); UV-vis (EtOH) Amax 211 nm; IR
(KBr) Vmax 3336 (N-H tsim, amida 23), 3037 (C-H tasim, Ar), 1639 (C=0, NHCOCHj3), 1527
(C=0, NHCOAr), 1364 (CH3C-N tsim), 1297 (ArC-N tsim), 700 (N-Hoop) y 638, 583 (C-Hip
sobretono, Ar) cm. Los datos anteriores son iguales para (-)-R,R-N-acetil-N"-benzoil-1,2-
difeniletilendiamina.

3.8.9. Dibromuro de R,R-(+)-difeniletilendiamina ((+)-PE5b)

Cristales blancos en lentejas, [a]3° +3.49° (c 0,0430, H,0); p.f.: 300.7-303.2 °C (sin
descomposicién); UV-vis (EtOH) Amax 214, 260 nm; IR (KBr) vmax 3454, 2857 (NH}r tsim),
1571 (NH* tsim), 1481 (NH* tasim), 1043, 989 (C — NH{;, tsim) y 761, 695 (C-Hj, sobretono, Ar)
cm. Los datos anteriores son iguales para dibromuro de S,S-(-)-N-acetil-N"-benzoil-1,2-
difeniletilendiamina e igualmente la mezcla racémica. RMN-'H (§; 250.13 MHz; CD3;0OD)
3.65 (s, 1H, -CH-), 5.80 (d, ] = 8,3 Hz, 2H, Ar-H), 6.05-5.91 (m, 3H, Ar-H) ppm; RMN-13C
(6; 62.9 MHz) 126.8 (C-a), 128.0 (C-b), 128.9 (C-c), 129.2 (C-d), 55.4 (C-e) ppm.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. PROCESO DE SINTESIS DE 1,2-DFEDA QUIRALES.
4.1.1. ETAPA 1.

De acuerdo a la literatura, la sintesis de la “hidrobenzamida” se puede realizar de muchas
formas, utilizando principalmente benzaldehido y amoniaco. Una de ellas es realizando la
reacciéon con o sin disolvente, [54] otra es utilizando amoniaco gaseoso inmerso en algun
disolvente tipo alcohdlico o amoniaco acuoso [67] y por ultimo formando un buffer en la
solucion utilizando NH4CI.

En esta etapa se llevé a cabo la sintesis de la “hidrobenzamida”, mezclando benzaldehido
y amoniaco acuoso (NH4OH) junto con un alcohol saturado como disolvente (MeOH,
EtOH, PrOH, isoPrOH 6 BuOH), ademas de la adicién de cloruro de amonio en ciertos
experimentos. En cada uno de los experimentos fue necesario variar el tiempo de
reaccién para saber cual era el valor 6ptimo de la sintesis.

En la reaccién el hidroxido de amonio se encuentra en equilibrio con el amoniaco segun la
siguiente reaccion:

NH,OH < NH; + H,0 Ecuacion 1

El amoniaco 69 (nucledfilo basico) reacciona con el benzaldehido 41 mediante la reaccion
conocida como condensacion, donde el nucledfilo se adiciona al grupo carbonilo del
aldehido para formar una base de Schiff o imina denominada benzilimina 93, esta a su
vez se condensa con dos moléculas mas de la imina, produciendo la “hidrobenzamida” 70
(ver esquema 18). [71]

fe) NH
3 H+ 3NH; —— |3 ©)J\H — | + NH;3
? ®
41 93 70

Esquema 18. Formacion de “hidrobenzamida”

En la tabla 7 se encuentran los datos del porcentaje de conversion promedio del
compuesto obtenido en ésta etapa denominado PE1, donde inicialmente la sintesis se
realizé sin disolvente a un tiempo de 36 h utilizandolo como control positivo de la reaccion,
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de igual forma se emplearon disolventes ya descritos arriba, realizando la reaccion sin
buffer, obteniendo porcentajes superiores al 90 % desde las 9 h solo para EtOH, PrOH e
isoPrOH, los cuales se tuvieron en cuenta para repetir la reaccion utilizando NH4CI.

Tabla 7. Resultados del porcentaje de conversion de PEL.

% CONVERSION % s (%CV)*

SOLVENTE BUFFER oh 1 h %h
Sin solvente No --- 75.33 £0.75 (1.00)
MeOH No 88.60 £ 0.10 (0.11) 88.60 + 0.26 (0.30) 90.73 £ 0.50 (0.55)
EtOH No 90.30 £ 0.46 (0.51) 90.97 + 0.32 (0.35) 91.23 £+ 0.35 (0.38)
ProH No 90.80 £ 0.75 (0.83) 90.43 + 0.25 (0.28) 90.87 + 0.40 (0.44)
isoPrOH No 91.83 £ 0.45 (0.49) 92.00 £ 0.79 (0.86) 92.27 £ 0.55 (0.60)
BuOH No 77.57 £ 0.67 (0.86) 78.37 £ 0.50 (0.64) 78.87 £ 0.76 (0.97)
EtOH Si 92.97 £ 0.60 (0.65) 93.40 + 0.56 (0.60) 92.97 + 0.61 (0.66)
ProH Si 92.33+£0.74 (0.80) 93.77 + 1.03 (1.09) 94.00 + 0.36 (0.38)
IsoPrOH Si 91.70 £ 0.10 (0.11) 95.43 + 0.25 (0.26) 95.17 £ 0.32 (0.34)

* s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion), buffer: No (NH4OH ), Si (NH4OH y NH4Cl).

De acuerdo a los resultados de la tabla anterior, se observa que al utilizar disolventes
como MeOH, EtOH, PrOH e isoPrOH se obtienen porcentajes de conversién superiores al
90% a 36 h, ya que de esta forma los reactivos presentan mayor contacto, debido a la
fase homogénea presente (figura 16a), hecho que no sucede con el BUuOH, puesto que en
este medio los reactivos no se solubilizan por completo, obteniendo resultados muy
cercanos (78.87%) con respecto a la reaccion sin utilizar disolvente (75.33%).

Figura 16. Tiempos de reaccion en la sintesis de “hidrobenzamida”: a) fase homogénea a
las 0 h y b) formacion de precipitado después de 0.4 h.

De acuerdo al seguimiento de la reaccion (CCF), se observa como el benzaldehido
empieza a desaparecer de la solucion a medida que transcurre el tiempo, esto se debe a
que el producto formado PEL1 precipita (ver figura 26b), apareciendo una sola mancha en
la placa perteneciente al compuesto de partida, la cual se observa en la figura 17.
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a) ‘ b)

Rf 0,54

Figura 17. Monitoreo de la reaccion a 9, 24 y 36 h respectivamente y revelado con DNFH.
a) Placa humeda. b) Placa seca.

Un analisis mas confiable de los porcentajes de la conversion de la posible
“hidrobenzamida” (PE1), fue realizado con el programa estadistico INFOSTAT, teniendo
en cuenta los disolventes, el tiempo y la presencia o ausencia de buffer.

En primer lugar se asume que los resultados obtenidos en la conversion de PE1 tienen
distribucion normal, debido a que se acepta la hipétesis nula Ho, en virtud a que la prueba
de normalidad Shapiro Wilk (< 50 datos) exhibida en la tabla 33, anexo 3, produjo
p- valores superiores a 0.05, ademas que los datos presentan homogeneidad de varianza
ya que en la figura 57, se observa que no tiene forma de embudo o cono, concluyendo
que los datos cumplen con los supuestos, realizando finalmente las pruebas comparativas
de Tukey, encontrando que las mejores conversiones se obtienen utilizando buffer, esto
posiblemente se deba a la inestabilidad de las iminas a pH bajos, donde el buffer lograria
gue el medio de la reaccion sea apropiado para la formacién de la imina.

Por otro lado, de acuerdo a la tabla 36, se tiene que las conversiones a los tres tiempos
de reacciéon 9, 24 y 36 h son significativamente diferentes; esto se deduce de lo obtenido
por el programa INFOSTAT cuando fueron tabulados los datos, en los cuales las letras
asignadas son distintas, siendo 24 h la que presenta mejor conversion. La tabla 34,
muestra que el mejor disolvente es el isoPrOH, esto se corroboré con la prueba de Tukey
para interacciones entre disolvente y tiempo, (tabla 37) observando que son
significativamente iguales las conversiones entre PrOH a 36 h e isoPrOH tanto a 24 h
como a 36 h y a su vez mejores que las otras combinaciones, de acuerdo a lo anterior, la
mejor conversion del PE1 definitivamente seria utilizando como disolvente isoPrOH a un
tiempo de 24 h, como se vio en el resultado de la prueba de Tukey para tiempo (tabla 33).
También se observa que existe una diferencia significativa entre la conversion obtenida
sin disolvente y con butanol, siendo esta ultima mejor, concluyendo que las mejores
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conversiones para la sintesis de la posible hidrobenzamida son cuando se utiliza algun
tipo de disolvente.

Muchos investigadores reportan la recristalizacion de la “hidrobenzamida” en ciclohexano,
siendo este disolvente el utilizado para la recristalizacion de PEL, obteniendo cristales de
color blanco en forma de lentejas (ver figura 18a) y con un olor muy leve a benzaldehido;
para descartar que el PE1 presentara impurezas del compuesto de partida se realiz6 CCF
utilizando como eluyente acetato de etilo/isooctano (1/9) y como revelador DNFH, donde
el benzaldehido utilizado como patron y el PE1 se disolvieron en tres disolventes con
diferentes polaridad (EtOH, THF y CHCI3), obteniendo los resultados que se observan en
la figura 18 (b y c). De acuerdo a lo anterior, en las tres placas se observa que ambos
compuestos son los mismos ya que presentan igual Rf (0.51), esto indica que el PE1 en
solucion, al utilizar cualquier disolvente se hidroliza produciendo nuevamente el
benzaldehido encontrandose en equilibrio con la “hidrobenzamida”.

Figura 18. a) Cristales blancos de PE1. CCF de benzaldehido y PE1: b) Revelado con luz
UV a 254 nm. c¢) Revelado con DNFH.

Al obtener el PE1 se realizaron pruebas de solubilidad tanto a temperatura ambiente
como con calentamiento, obteniendo los datos que se encuentran en la tabla 8;
mostrando que el compuesto presenta polaridad intermedia ya que éste a temperatura
ambiente, no es soluble ni en compuestos apolares como son isooctano y hexano, ni
tampoco en muy polares como el agua, también se observa que este no es muy soluble
en disolventes préticos como los alcoholes saturados evidencidndonos que las
interacciones presente entre soluto y disolvente son muy bajas, cosa que si pasa en los
disolvente apréticos como la acetona y el acetonitrilo, esto es posible a que el compuesto
presenta algun tipo de interaccion con los posibles grupos iminos presente en la molécula,
esto quiere decir que el compuesto tiene un alto rango de solubilidad desde disolventes
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con IP de 2.3 hasta 4.3. Al calentar los disolventes donde el compuesto no es soluble, se
observa que la solubilidad aumenta, siendo Unicamente insoluble en agua caliente, hecho
gue se espera puesto que el compuesto presenta tres grupos aromaticos en su estructura
dandole baja polaridad.

Tabla 8. Datos de solubilidad de PE1.

DISOLVENTE IP T. AMBIENTE CALENTAMIENTO
Isooctano -0.4 Insoluble Soluble
Hexano 0.0 Insoluble Soluble
Tolueno 2.3 Soluble
Eter etilico 2.8 Soluble
Diclorometano 3.4 Muy soluble
Tetrahidrofurano 4.0 Muy soluble
Cloroformo 4.1 Muy Soluble
Acetato de etilo 4.3 Soluble
Isopropanol 4.3 Medianamente soluble Soluble
Etanol 5.2 Ligeramente soluble Soluble
Acetona 5.4 Soluble
Acetonitrilo 6.2 Soluble
Metanol 6.6 Medianamente soluble Soluble
Agua 9.0 Insoluble Insoluble

IP = Indice de polaridad.

Para tomar el espectro UV-vis del PE1 se solubilizé la muestra utilizando cloroformo como
disolvente, haciendo la medicién respectiva en el ultravioleta, obteniendo los resultados
que se observan en la figura 19. Los grupos iminos (C=N) presentes en la hidrobenzamida
presenta dos bandas caracteristicas en la region del UV, a 180 nm aparece una banda
intensa que presenta un desplazamiento hipsocrémico al disminuir la polaridad del
disolvente correspondiente a la transicion m — 1, la otra banda que aparece en torno a
240 nm, se asocia a la transicibn n — T* y se caracteriza por su menor coeficiente de
extinciébn molar y un desplazamiento batocrémico al disminuir la polaridad del disolvente.
Las caracteristicas del medio, asi como los diferentes sustituyentes del grupo imino,
influyen considerablemente en el comportamiento espectroscépico de los mismos.
Ademas, es importante sefialar que se trata de un cromoforo débil y es comdn que quede
enmascarado si hay otros cromoéforos presentes en la molécula. Asi, la conjugacion con
grupos olefinicos o arilos da lugar a un apantallamiento de la banda débil nm*,
consecuencia de la absorcion fuerte asociada a las bandas TTm* 0 bandas de transferencia
de carga, que suelen aparecer en torno a 230 nm. [62]
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0.530

. 254nm

Figura 19. Espectro UV-vis de PE1 en cloroformo.

De acuerdo a la figura anterior se tiene que la banda del grupo imino de la posible
hidrobenzamida, ha sido solapada por la banda caracteristica de los anillos bencénicos
presente en la molécula, debido a que no se observa absorcién a 240 nm, estos anillos
presentan dicha absorcion (T—1*) a 255 nm, hecho que se corrobora en la maxima
absorcion de longitud de onda de la muestra, la cual es de 254 nm.

El rango promedio del punto de fusion del compuesto PE1 obtenido por el equipo es de
102.8-105.4 °C, siendo consistente con el dato de punto de fusién reportado en la
literatura para la “hidrobenzamida” (105-107 °C), [67, 72] se puede notar que este valor no
difiere significativamente. Para sustentar dicho valor se realizé un analisis de calorimetria
diferencial de doble barrido, obteniendo el termograma que se observa en la figura 20, la
cual permite realizar el andlisis de la temperatura de fusion del PEL.
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Figura 20. Termograma de DSC con doble barrido de temperatura para PE1.
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En la figura anterior se observa un pico endotérmico (transicion de primer orden)
perteneciente al punto de fusion de la muestra con un valor de 104.26 °C, obtenido por la
integracion del area bajo el pico, siendo coherente con el dato del punto de fusion citado
anteriormente correspondiente a la hidrobenzamida, dicha figura muestra solo un pico
caracteristico, lo que comprueba que se tiene un material libre de impurezas ya sea del
acido benzoico (p.f. 122 °C) o hasta del mismo reactivo de partida (benzaldehido).

En la figura 21 se muestra el IR del compuesto PE1, apareciendo 2 bandas referentes a
los estiramiento asimétrico del enlace C-H del grupo aromatico (3029 y 2658 cm);
ademas de sus armonicos (1800-1963 cm) el cual indica que los grupos aromaticos solo
han sufrido un tipo de sustitucién, presentando las 4 bandas caracteristicas de aromaticos
monosustituidos. La sefial intensa en el espectro a 1633 cm™, corresponde a la vibracion
de estiramiento del grupo imino (C=N), la banda a 1577 cm pertenece a la vibracion de
los enlaces C=C de los anillos aroméaticos el cual se encuentra desplazado debido a la
conjugacion del doble enlace del grupo imino con el anillo aromatico, también se observan
2 bandas (1448 y 1371 cm) pertenecientes a la vibracion de deformacién asimétrica del
C-H de los grupos aromaticos junto con las vibraciones de deformacion dentro del plano
ubicados entre 1026-1296 cm, ademds de las bandas de las vibraciones fuera del plano
(650-1000 cm?), por dltimo la sefial de intensidad media a 1296 cm™ pertenece al
estiramiento de la vibracion de enlace C-N. El espectro obtenido para este compuesto
coincide con lo reportado en la base de datos japonés de espectros SDBS.
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Figura 21. Espectro IR de PE1.
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Todos los datos anteriores (UV-vis, punto de fusion e IR) son consistentes con la literatura
[67] y son suficientes para determinar que el PE1 es la “hidrobenzamida”, de acuerdo a
esto y a los datos obtenidos en la tabla 7, se tiene que al utilizar como disolvente EtOH y
como medio de reaccién buffer (NH,OH/NH4CIl) a un tiempo de 24 horas, se obtiene
mejor rendimiento (93.4%) que lo que se reporta en la literatura (80%), [67] donde se
utiliza NH4Cl y amoniaco inmerso en etanol al 95% a un tiempo de 6 horas, siendo el
tiempo indispensable en esta reaccidn, también se observa que al no utilizar ni disolvente
ni buffer hay un descenso en el porcentaje de conversion (75.33%) siendo este menor que
lo reportado por Bailar (99.5%), [54] hecho que no es posible comparar puesto que no se
reporta el tiempo de reaccion.

El mecanismo de la reaccion se observa en el esquema 19; inicialmente se da la
protonacién del grupo carbonilo aumentando la polaridad positiva sobre el carbono,
favoreciendo el ataque nucleofilico del amoniaco, reorganizandose y quedando el grupo
amino cargado positivamente, luego se lleva a cabo la protonacién del grupo hidroxilo
para transformarlo en buen grupo saliente provocando la perdida de agua y la formacion
de una imina protonada, finalmente se libera el proton produciendo la molécula de
benzilimina.

H{OH HO_

/)H(OH OH+ /‘ O > +

0 —— /kH L NH;“ _ NH
LT e P“C o T e

HLOH
. i .

H{oH CNH N, NHEl Ph
- Ph O H H Ph\F | HO PY
NH ‘\ = P \th —— N"H - NN
Py = NH C)]\ = H = I

Ph™ "H )]\ Ph A\H Ph N Ph Ph
Ph” “H " 1 wo
Ph” “H
Ph” “H

Esquema 19. Mecanismo de reaccién en la sintesis de la “hidrobenzamida”.

Una vez formado el anterior compuesto se lleva a cabo la condensacién con otras
moléculas de si mismo; llevandose dos condensaciones consecutivas con los grupos
iminos de otras moléculas, dandose inicialmente la protonacion del grupo imino para
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favorecer el primer ataque nucleofilico y luego la pérdida del amoniaco para finalmente
formarse el trimero o “hidrobenzamida”. [72]

4.1.2. ETAPA 2.

La desprotonacién de la “hidrobenzamida” con una base fuerte o bajo condiciones
térmicas, produce el anién transitorio 2,4-diazapentadienilo (A), llevdndose a cabo de
manera rapida el cierre del anillo por medio de un movimiento concertado disrotatorio
formando la amarina (cis—imidazolina); en este proceso la ciclacion forma un nuevo
enlace o con rotacion de 90° en direcciones opuestas, de los orbitales extremos
participantes, involucrando un sistema de 6 electrones 1. La isomerizacién de la cis-
imidazolina con base y calor proporciona la isoamarina (trans-imidazolina). [73, 74]
Anteriormente, se utilizaron bases fuertes tales como amida de potasio y fenil-litio para la
ciclacion del anillo, produciendo bajos rendimientos de cis-imidazolina, por otro lado, el
intento de utilizar irradiacion ultravioleta durante el directo cierre del anillo del anién de
hidrobenzamida para formar trans-imidazolina no tuvo éxito, produciendo también un
rendimiento bajo (7-16 %). [67] Se ha encontrado que la ciclacion, ocurre de forma
exotérmica y en ~ 100 % de rendimiento, cuando cantidades catalitica (5-12 mol %) de
NaOH en DMSO o THF son utilizado. La formacién del anién A, se ve favorecida, por un
disolvente muy polar, éste se cicla rapidamente creando el anién diazaalilico (B), cuya
protonacién permite la formacién de la amarina. En presencia de una cantidad catalitica
de la base solamente, las transformaciones de los compuestos hidrobenzamida y Amarina
proceden a través de los aniones A y B siendo reversibles. Cuando la temperatura
aumenta hasta 130 °C, se forma la isoamarina termodindmicamente mas estable
(mediante el anion C formado lentamente). [61] Estas imidazolinas pueden oxidarse con
facilidad hasta la obtencion del imidazol (lofina), ver reacciones en el esquema 20. [67]

Ph Ph Ph

NJ\N NaOH N/RN 20-50 °C %\}N
I B
/ kPh PMSo Ph) kPh PhH

A B

2

Ph
Hidrobenzamida

Ph

1L 130 °C 1 20-50 °C
Ph h Ph Ph Ph
130 °C PY
N/ANH - N/ANH N%\—\N N)\NH —= N7 'NH
\—{ -2H ) / / \ | -2H \—{(
Ph Ph Ph-  Ph Ph-  Ph Ph Ph Ph Ph
lofina Isoamarina C Amarina lofina

Esquema 20. Obtencion de cis- y trans-imidazolinas e imidazol.
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Para realizar la desprotonacion de la “hidrobenzamida”, se utilizaron tres bases fuertes
(NaOH, KOH vy terc-BuOK) y como disolventes, THF (método A) y DMSO (método B). Por
medio de reacciones preliminares fue establecido que para el método A solo era
necesario realizar 3 horas de reflujo, puesto que el compuesto de partida desaparece por
completo, observandose la formacién de tres compuestos codificados como PE2a (Rf
0.41), PE2b (Rf 0.58) y PE2c (Rf 0.75), presentando este ultimo fluorescencia, hecho visto
por CCF; donde el compuesto PE2b era mayoritario segun la mancha observada; siendo
esta posiblemente la isomarina segun la literatura. [61] En el método B la reaccion se da
en dos pasos, obteniendo en el primer paso (50 °C por 2 horas de reflujo) la desaparicion
completa de la hidrobenzamida; observando por CCF, una mancha alargada de
solapamiento entre PE2a y PE2b (Rf 0.48) y otra perteneciente a PE2c (Rf 0.77), esta
Gltima fluoresce bajo la luz UV a 254 nm, en el segundo paso no fue posible determinar el
tiempo en el cual PE2a empieza a disminuir ya que el disolvente (DMSO) es afin a estos
dos Ultimos compuestos logrando su solapamiento, en éste se realizd inicialmente la
reaccion a 130 °C por 4 horas de reflujo (ver figura 22).

Ry~ 0'90 ’ Ry~ 0'90 ‘

R~ 075

. R~ 0'58

. Ry~ 041

R~ 077

R~ 048

a) b)

Figura 22. CCF de la etapa 2. a) Método A. b) Método B.

De acuerdo a la figura anterior el orden de polaridad de menor a mayor seria: PE2c <
PE2b < PE2a, puesto que el compuesto de mayor Rf es mas afin a la mezcla de eluyente
(DCM:NH4OH, 9:1) siendo mas apolar que los otros dos, los cuales son retenidos por la
fase estacionaria.

Al realizar las reacciones utilizando cualquiera de los disolventes (THF y DMSO) y las
bases (KOH, NaOH y terc-BuOK), se obtiene al inicio de la reaccion, una coloracion azul
intensa en ocasiones azul clara, la cual desaparece gradualmente hasta una coloracion
amarilla, la coloracion inicial se debe a que cuando la base abstrae el proton de la
“hidrobenzamida” se forma el anion A descrito anteriormente, el cual posee una coloracién
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purpura o azul en solucion, [67, 74] evidenciando la formacién de un nuevo compuesto.
Este cambio de coloraciéon es de manera rapida puesto que el compuesto anionico es
bastante inestable, dicho proceso se observa en la figura 23.

Figura 23. Cambio en la coloracién del proceso de reaccién en la formacién de la posible
isoamarina. Tiempos de reaccion: a) 0 seg, b) 60 seg en THF, ¢) 60 seg en DMSO y d) >
120 seg.

La purificacién de la mezcla del producto de la etapa 2, se realizé por dos métodos
distintos, en el primero se llevo a cabo la separacion de PE2a, PE2b y PE2c utilizando
cromatografia por columna, obteniendo porcentajes menores al 1.00 % de los compuestos
PE2a y PEZ2c, siendo PE2b el compuesto mayoritario (verificado por CCF), en este
método se gasta una gran cantidad de disolvente, puesto que para tratar 1.00 g de
muestra impura se gasta un total de 500 mL de mezcla de disolvente (acetona/isooctano)
siendo poco favorable desde el punto de vista econdémico, a diferencia del método de
cristalizacion selectiva donde solo se obtiene puro el compuesto de interés (PE2Db,
mayoritario), gastandose solo 40 mL de disolvente (acetato de etilo) por gramo de
muestra impura, mas 30 mL que se utiliza en el lavado, siendo un método mas econémico
y amigable con el medio ambiente, en este método el compuesto PE2b es poco soluble
en el disolvente a diferencia de los otros dos, garantizando que en la recristalizacion solo
precipite el compuesto mayoritario y los demas queden en la solucién madre. En la tabla 9
se muestra los resultados obtenidos para la conversion del compuesto mayoritario
denominado PE2b.

Tabla 9. Resultados del porcentaje de conversion de PE2b.

0 - 0, *
BASE (0,18 M) Yo CONVERSION % s (%CV)

METODO A (THF)? METODO B (DMSO)”
KOH 97.30 + 0.40 (0.41) 95.63 + 1.42 (1.48)
NaOH 97.57 + 0.65 (0.67) 94.73 + 0.60 (0.64)
TercBuOK 99.10 + 0.20 (0.20) 92.27 + 2.16 (2.34)

* s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion). a) = reaccion realizada a 63 °C por 3 h. b) =
reaccion realizada inicialmente a 50 °C por 2 h y luego 130 °C por 4 h.
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De acuerdo a la tabla anterior se tiene que las mejores conversiones se obtuvieron con
terc-BuOK para el método A y KOH para el método B, posiblemente por la solubilidad de
estas bases en el medio de reaccion. Ya que no fue posible determinar para el segundo
paso en el método B por CCF el tiempo de reaccién exacto en el que desaparece el
PE2a, se decidi6 realizar nuevos experimentos a 2 y 6 horas, obteniendo porcentajes de
conversiones muy cercanos entre ellos, escogiendo 2 horas como mejor tiempo; teniendo
en cuenta este tiempo, se realiz6 cambios en la temperatura de reaccion, utilizando
valores de 110 y 150 °C, obteniendo también conversiones cercanas entre ellas. En la
tabla 10 se observan los resultados obtenidos al variar las condiciones de temperatura y
tiempo de reaccién.

Tabla 10. Resultados del porcentaje de conversion de PE2b en el método B, variando
tiempo y temperatura en el segundo paso de reaccion.

TIEMPO (h) TEMPERATURA (°C) % CONVERSION = s (%CV)*
2 130 95.53 + 0.15 (0.16)
6 130 95.40 + 0.62 (0.65)
2 110 95.83 + 0.40 (0.42)
2 150 95.57 + 0.15 (0.16)

* s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion).

Un analisis mas confiable de los porcentajes de la conversién de la posible isoamarina
(PE2b), fue realizado con el programa estadistico INFOSTAT, teniendo en cuenta los
disolventes, bases, temperatura y tiempo de reaccion.

En primer lugar se asume que los resultados obtenidos en la conversién de PE2b tienen
distribucion normal, debido a que se acepta la hipétesis nula H,, en virtud a que la prueba
de normalidad Shapiro Wilk exhibida en la tabla 38, anexo 4, produjo p-valores superiores
a 0.05, ademas que los datos presentan homogeneidad de varianza ya que en la figura
58, se observa que no tiene forma de embudo, llevdndonos a la conclusion que los datos
cumplen con los supuestos, realizando finalmente las pruebas comparativas de Tukey.
Segun la tabla 39, en el método A las mejores conversiones se obtienen al utilizar como
base tercBuOK por tener un p-Valor con letra B, el cual significa que es significativamente
diferente y mejor que al utilizar NaOH y KOH las cuales presentan la misma letra (A); en
cambio para el método B, la mejor respuesta se logra al utilizar KOH, por las mismas
razones anteriores (ver tabla 40).

Tenemos también que para el método B, en el segundo paso de la reaccion, las variables
de tiempo no presenta diferencias significativas si la reaccion se realiza a 2, 4 o 6 horas,
hecho que se observa en la tabla 41 de anexos, concluyendo que a 2 horas de reaccion
es mas que suficiente para que le reaccion se dé con excelentes resultados, igualmente
sucede con la temperatura de reaccion en este paso, segun los resultados de la tabla 42,
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se alcanzan conversiones similares si se realiza la reaccion a 110, 130 o 150 °C,
indicandonos que la reaccion puede estar en el intervalo entre 110-150 °C obteniendo
porcentajes de conversiones iguales, por este motivo se decide emplear una temperatura
fija de 130 °C. Por ultimo se observa en la tabla 43, que las mejores conversiones resultan
cuando se utiliza como disolvente THF, ya que el p-valor es mayor identificado con letra
B, indicAndonos que las conversiones con este disolvente son significativamente
diferentes y mejores que al utilizar DMSO.

Las cristalizaciones de cada uno de los compuestos obtenidos por cromatografia flash, se
hicieron utilizando la mezcla de disolvente que se encuentra en el apartado 3.6.2.3.1 de la
seccion experimental, obteniendo un compuesto de color blanco y en forma de aguja para
PE2b, tornasol y en forma de algodén para PE2c y un polvo de color amarillo muy leve
para PE2a, los tres compuestos no presentaron olor (ver figura 24).

Figura 24. Compuestos recristalizados. a) PE2a, b) PE2b y ¢) PE2c.

En la tabla 11 se encuentran reportados los datos de solubilidad de cada uno de los
compuestos puros obtenidos en esta etapa, en esta se observa que ninguno de los tres
compuestos son solubles en disolventes muy polares como el agua ni muy apolares como
el isooctano o el hexano ya sea a temperatura ambiente o en calentamiento dando una
idea inicial de las polaridades de los tres compuestos, presentando estos polaridades
intermedias, esto se evidencia en la capa fina realizada ya que los compuestos presentan
Rf entre 0.4-0.8, de acuerdo a los resultados el PE2a es mucho més polar que los demas
compuestos ya que presenta mejor solubilidad en disolventes con indice de polaridad
entre 3.4-6.6, siendo corroborado en las placas realizadas, ya que es el compuesto que
presenta menor Rf siendo afin a la fase estacionaria y no a la mezcla de disolvente, a
diferencia del PE2c que es mas soluble en disolventes con IP entre 2.3-4.3 siendo el
menos polar de los tres, corroborado también por CCF, el cual presente un Rf mayor
siendo mas afin al disolvente y poco a la fase estacionaria, por ultimo el PE2b, presenta
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solubilidad limitada en disolventes con IP entre 3.4-4.1, indicandonos que presenta una
polaridad intermedia a los otros dos. También se observa porque se puede realizar la
cristalizacion selectiva ya que el PE2b es poco soluble en acetato de etilo en cambio
PE2a y PE2c son muy solubles. Los efectos de solubilidades intermedias posiblemente se
deba a las interacciones que puedan tener los disolventes tanto con el grupo amino como
imino por enlaces de hidrogeno o fuerzas de Van der Waalls por las interacciones entre
los carbonos de los anillos aromaticos.

Tabla 11. Datos de solubilidad de PE2 (a, by c).

T. AMBIENTE CALENTAMIENTO

DISOLVENTE P PE2a PE2b PE2c PE2a PE2b PE2c
Isooctano -0.4 | I | | [ [
Hexano 0.0 | [ [ | [ [
Tolueno 2.3 S? st S? S4 S4 S4
Eter etilico 2.8 I I S8 I I sS4
Diclorometano 3.4 S4 S? S8
Tetrahidrofurano 4.0 sS4 S8 sS4 sS4
Cloroformo 4.1 S4 S4 S8
Acetato de etilo 4.3 sS4 st sS4 sS4
Isopropanol 4.3 S3 St St S* S*
Etanol 5.2 S8 St St --- sS4 sS4
Acetona 5.4 S4 S2 st S4 S4
Acetonitrilo 6.2 32 S2 St sS4 sS4 sS4
Metanol 6.6 S4 S2 [ S4 S4
Agua 9.0 I I I I I I
IP = indice de polaridad. | = insoluble, S = soluble (S* = muy soluble, S®= soluble, S2= medianamente soluble,

S*=poco soluble).

Los espectros UV-vis de cada uno de los compuestos purificados y recristalizados se
encuentran en la figura 25, en esta se observa claramente que los tres compuestos
presentan las mismas absorciones de longitud de onda méxima promedio a 233 nm
perteneciente a la absorcion de las transiciones electrénica n — 1™ del cromoforo débil
(C=N), los cuales se encuentran desplazados a longitud de onda menor (desplazamiento
batocrémico), los compuestos PE2a y PE2b presentan una absorcion de longitud de onda
maxima promedio a 257 nm y PE2c a 309 nm, estas absorciones son pertenecientes a las
transiciones electronicas m—1* de los anillos aromaticos, siendo el dltimo valor mas
desplazado debido a la conjugacion de los dobles enlace dentro de la molécula.

79



CAPITULO 4. RESULTADOS Y ANALISIS

5750 [232nm
1! 1
e ‘| \'u._ 258nm r ;‘ g 2o (oI

] a) . . f b)

e
Pa;
.
Tt
500.0

“0.030 T
200,00 L. de onda

0.5900

:J {4
o A
|
I}

7%534n‘m \ c)

Figura 25. Espectro UV-vis de a) PE2a, b) PE2b y c) PE2c en cloroformo.

La determinacién de los puntos de fusion de los PE2 (a, b y c¢), permitieron la elucidacion
preliminar de estas sustancias. Al comparar los valores obtenidos con los reportados en la
literatura, se puede notar que estos valores son cercanos. Los resultados obtenidos para
cada una de las muestras previamente purificadas y recristalizadas en las mezclas de
disolventes respectivos se reportan en la tabla 12.

Tabla 12. Datos de puntos de fusion para PE2 (a, b y c).

COMPUESTO p.f. REPORTADO (°C) COMPUESTO p.f. EXPERIMENTAL (°C)

Amarina 128 — 131 [63] PE2a 129.1-132.6
(x)-Isoamarina 199 - 204 [63] PE2b 202.9 - 205.3
lofina 274 — 275 [72] PE2c 274.7 - 276.2

Para sustentar dichos valores se realizaron analisis de calorimetria diferencial de doble
barrido, obteniendo los termogramas que se observan en la figura 26, los cuales permiten
determinar las temperaturas de fusion de cada uno de los compuestos. En estas figuras
se observan picos de transicion de primer orden, hacia arriba picos exotérmicos
pertenecientes a las temperaturas de cristalizaciones (T.c.) de cada muestra y hacia
abajo, picos endotérmicos referentes a las temperaturas de fusién (T.m.). Los valores de
estas transiciones fueron obtenidos por las integraciones del area bajo el pico y se
encuentran registrados en la tabla 13, siendo coherentes con los datos de los puntos de
fusion citados anteriormente, correspondientes a PE2 (a, b y ¢), dichas figuras muestran
solo un pico en cada transicién, lo que comprueba que se tienen muestras libres de
impurezas, ya sea del compuesto de partida (hidrobenzamida) o de la mezcla de reaccion
de PE2.
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Tabla 13. Valores de transiciones de primer orden para PE2 (a, by c).
COMPUESTO T.c.(°C) T.m. (°C)

PE2a 95.21 130.67
PE2b 135.02 203.34
PE2c 263.44 275.12
4
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Figura 26. Termogramas de DSC con doble barrido de temperatura para: a) PE2a,
b) PE2b y c) PE2c.
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Los espectros IR de cada uno de los compuestos PE2 (a, b y c) se encuentran en la figura
27, mostrando que los tres espectros presentan bandas semejantes, siendo coherente
puesto que los grupos presentes en las moléculas son los mismos. Para el andlisis se
tomé como referencia el compuesto PE2b, encontrando las siguientes bandas: 3445 y
3156 cm* pertenecientes a las vibraciones de estiramiento simétrico del enlace N-H (libre)
y N-H (puente de hidrégeno) correspondientemente, a 2919 cm* referente a los
estiramiento asimétrico del enlace C-H del grupo aromatico, 4 bandas de baja intensidad
ubicadas entre 1650-2000 cm de las vibraciones de tensién de C=C de los aroméaticos
(sobretonos), indicando que la molécula no ha sufrido ningun tipo de sustitucion en el
anillo aromatico (monosustituido), la banda a 1620 cm del grupo imino (C=N), la cual se
encuentra desplazada debido a la conjugacion de su doble enlace con el anillo aromatico
ademas de la tension que presenta el anillo.

También se observa una banda a 1460 cm referente a las vibraciones en el plano del
enlace N-H, las dos bandas (1332 y 1279 cm) pertenecientes a la vibracién de
deformacién asimétrica del C-H del anillo, ademas las vibraciones de deformacion dentro
del plano de los enlaces C-H de los grupos aromaticos, ubicados entre 924-1071 cm? y
por ultimo las 2 bandas bastantes intensas y cercanas (690 y 762 cm) referentes a las
vibraciones del enlace C-H de los anillos aromaticos indicAndonos nuevamente la
monosustitucion de los anillos.

El compuesto PE2a presenta las bandas un poco desplazadas con respecto al compuesto
anterior esto posiblemente se deba a la posicidbn geométrica cis- de los grupos fenilos
enlazado al anillo de 5 miembros, siendo consistente con lo reportado por Xiong. [75]. El
compuesto PE2c presenta algunas diferencias en relacion a los compuestos PE2a y PE2b
siendo bastante notable en el espectro, debido al doble enlace dentro del anillo de cinco
miembros, dandole caracteristica aromatica, desplazando las bandas y a su vez
disminuyendo la intensidad de algunas sefales, la banda a 3419 cm perteneciente a las
vibraciones de los enlaces N-H libres; se ven afectadas también la banda referente al
grupo imino ubicada a 1596 cm™ y por ultimo se observa una secuencia de bandas entre
2300-3100 cm debido a la conjugacion de los dobles enlaces en toda la molécula. Este
espectro es consistente con lo que se encuentra en la base de datos japonés de
espectros para compuestos organicos (SDBS).

Todos los datos anteriores (UV-vis, punto de fusién e IR) son consistentes con la literatura
y son suficientes para determinar que los compuestos PE2a, PE2b y PE2c son Amarina,
Isoamarina e lofina respectivamente; de acuerdo a esto y a los datos obtenidos en las
tablas 9 y 10, se tiene que en esta investigacion ya sea utilizando cualquiera de los dos
métodos se obtienen mejores resultados que en la literatura; para el método A se tiene
gue la mejor conversién se obtiene con terc-BuOK (99.10 %); en lo reportado por Proskur-
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Figura 27. Espectros IR de PE2 (a, by c).
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nina, [67] se utiliza la misma base para llevar a cabo el cierre del anillo pero obteniendo
porcentajes de conversion del 90 %, esto posiblemente al tiempo de reaccion, ya que se
realizo el reflujo de la reaccién por tres horas y no a dos horas como se encuentra en la
literatura. En el segundo método se observd, que los mejores resultados se obtuvieron
con KOH logrando conversiones del 95.63%; con una reaccién de dos etapas, la primera
a una temperatura de 50 °C por 2 horas y la segunda 130 °C igualmente a 2 horas, para
un total de reaccion de 4 horas, en esta investigaciébn se lograron también mejores
resultados ya sea por el tipo de base empleada o por el tiempo en las etapas de reaccion,
a diferencia de Mistryukov que obtuvo una conversion del 90 % utilizando como base
NaOH y realizando el reflujo primero a 50 °C por una hora y la otra a 130 °C por 3 horas.
[61]

Una vez corroborado que el compuesto PE2b era la isoamarina y para garantizar que esta
se encontraba en forma racémica se realizdé una disolucién en clorofomo y se ley6 en el
polarimetro frente a un blanco del mismo disolvente, obteniendo un valor de cero en la
rotacion Optica observada (¢ 0,016, CHCI;) garantizando que el compuesto es una
mezcla racémica, presentando tanto la forma levogira y dextrégira de la molécula,
llevandose a cabo la anulacion de la luz polarizada. Cabe destacar que en la literatura la
sintesis de isoamarina se obtiene libre de impurezas, en esta investigacion se obtuvo una
mezcla de compuestos, los cuales fueron elucidados.

La formacién de la lofina, en esta mezcla de reaccion, posiblemente se deba a que de
alguna forma la amarina o isoamarina tuvieron contacto directo con el oxigeno del aire
para producirla o en su defecto que la base fuerte actué sobre los hidrogenos de los grupo
metinos de estos dos compuestos, oxidando las moléculas de amidazolinas, perdiendo 2
atomos de hidrogeno y formando un doble enlace dentro del anillo dandole caracteristica
aromatica. En el esquema 21 se encuentra el mecanismo de reaccién en la formacion de
la isoamarina, donde inicialmente la base, ya sea esta NaOH, KOH o terc-BuOK abstrae
el anico protdn &cido del grupo metino de la molécula de la “hidrobenzamida”, el anién
producido se reorganiza cerrando el anillo de manera disrotatoria, quedando un ciclo tipo
anioén, éste intermediario es mucho mas béasico que el anion del terc-butéxido por el grupo
funcional amidina que presenta; la relaciébn molar no puede ser igual porque habria una
competencia entre estos dos aniones, por eso la “hidrobenzamida” es adicionada en
exceso.
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Esquema 21. Mecanismo de reaccién en la sintesis de amarina, isoamarina e iofina.

4.1.3. ETAPA 3.

Los enantiomeros de la isoamarina, pueden ser resueltos por formacién de
diastereoisémeros con &cido tartarico o mandélico seguida por cristalizacion fraccional y
formacion de las bases libres. Recientemente Braddock realizé dicha resoluciéon por dos
métodos distintos; el primero por acoplamiento de la (x)-isoamarina con &acido (R)-
acetilmandelico mediante diciclohexilcarbodiimida (DCC), formando dos N-aclil
diastereoisémeros con rendimientos cuantitativos, llevando a cabo luego la separacion de
estos por cristalizacion fraccional, [63] en el segundo método realiza la resolucion
utiizando ambas formas enantioméricas del acido mandélico, obteniendo sales
diastereoméricas, las cuales son separadas por cristalizaciéon fraccional; de esta manera
se sintetiza con el enantiomero R del agente de resolucion, la (S,S)-(-)-isoamarina y con la
S la (R,R)-(+)-isoamarina. [64] En esta etapa se realiz6 la separacién de los enantiomeros
de isoamarina utilizando el segundo método de Braddock, con algunas modificaciones. En
este se emplearon las dos formas del acido mandélico, efectuando la reaccién por dos
métodos, diferenciandose en el orden de adicién de los AM, empleando en uno de ellos
inicialmente la forma S del agente de resolucion y posteriormente al proceso de
separacion, se adiciona la forma R. En el otro método, la adicién de los enantidmeros es
al contrario (primero R y luego S); esto se hizo con el fin de comparar si el orden de la
adicion de los agentes de resolucion afectan el rendimiento de las sales diastereoméricas.
Las reacciones de resolucion, se monitorearon por CCF, encontrando que el tiempo en el
cual desaparecia por completo el compuesto de partida (isoamarina racémica) era a la
hora y media de reflujo, el nuevo compuesto formado (mandelato de isoamarina) presenta
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una sefial muy débil mostrando un Rf de 0.1 (ver figura 28). Al realizar estos experimentos
se obtuvieron los porcentajes de conversién que se observan en la tabla 14.

(] R; = 060

R~ 0'10

Figura 28. CCF de la reaccion de resolucion a la hora y media de reflujo. Lado izquierdo
isoamarina y derecho el mandelato de isoamarina.

Tabla 14. Resultados del porcentaje de conversion de (+)-PE3b y (-)-PE3b.

METODO ADICION DE AR MANDELATO % CONVERSION + s (%CV)*

orimero (S)-(*)-AM (1 Paso) (+)-PE3b 90.70 + 0.46 (0.51)
(R)-(-)-AM (2 Paso) (-)-PE3b 78.47 + 0.50 (0.64)

cequndo  (R)-()-AM (1 Paso) (--PE3b 89.90 * 0.75 (0.84)
gu (S)-(+)-AM (2 Paso) (+)-PE3b 78.93 + 0.83 (1.05)

* s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion).

Al comparar los dos métodos de la tabla anterior, se deduce que siempre en el primer
paso de adicion de los agentes de resolucidn se van obtener porcentajes de conversion
promedio de 90.3%, ya sea con una forma enantiomérica del AM u otra; igualmente
sucede en el segundo paso, ambos métodos presentan porcentajes de conversiones
aproximadamente en 78.7%. En cualquiera de los dos métodos, el porcentaje de
conversién es mayor, en el primer paso que en el segundo, esto posiblemente se deba al
procedimiento de obtencién de las sales enantioméricamente puras, puesto que es muy
extenso, llevandose la posible pérdida durante el proceso.

Las sales diastereomericamente puras obtenidas en cada uno de los métodos fueron
agrupados y codificadas como (+)-PE3b y (-)-PE3b, los signos de (+) y (-) fueron
asignados debido a los agentes de resolucion utilizados ((S)-(+)-AM y (R)-(-)-AM),
respectivamente; donde de acuerdo a la teoria, [64] la forma dextrogira del acido
mandélico precipita la forma dextrégira de la isoamarina produciendo el (+)-mandelato y la
forma levégira del agente resolucién precipita la forma levégira del compuesto, formando
el (-)-mandelato. Estas sales fueron sometidas a un proceso de desalinizacion por
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separado, utilizando NaOH concentrado, el cual hidroliza las sales formando nuevamente
la trans-imidazolinas, encontrandose enantioméricamente puras, estos enantiomeros
fueron extraidos de la fase acuosa con diclorometano obteniendo los porcentajes de
recuperacion gue se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Resultados del porcentaje de recuperacion de la (+)- y (-)-PE2b en el proceso
de desalinizacion de los mandelatos quirales.

ENANTIOMEROS % RECUPERACION + s (%CV)*
(+)-PE2D 97.42 + 0.49 (0.51)
(-)-PE2b 95.08 + 0.48 (0.50)

* s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion).

De acuerdo a la tabla anterior los enantiomeros presentan porcentajes de recuperacion
superiores al 95.0%, habiendo una diferencia no mayor del 3.0% entre ellos dos,
indicAndonos qué el enantiomero (+)-PE2b es mucho més a fin al disolvente utilizado para
la extraccion, que el (-)-PE2b, posiblemente a una pequefa diferencia de solubilidad.

Realizando la estadistica respectiva de los resultados de las tablas 14 y 15, utilizando el
programa INFOSTAT se tiene que los datos cumplen con los supuestos, siendo normales
y homogéneos (ver tablas y figuras del anexo 5), realizando finalmente las pruebas
comparativas de Tukey, encontrando que no hay diferencias significativas en los valores
de conversiones, si se realiza la formacion de las sales diastereoméricas ((+)- y (-)-PE3b)
por cualquiera de los dos métodos, puesto que tanto en la primera adicién del AR ya sea
(S)- 6 (R)-AM, como en la segunda los p-valores son iguales presentando igual letra;
ademas existe una diferencia significativa en las conversiones, siendo mejor cuando la
formacion de las sales diastereoméricas se realiza en la primera adicién de los agentes de
resolucion ya sea en el primer o segundo método, esto posiblemente se deba al
procedimiento llevado a cabo, ya que puede haber pérdida de las sales durante el mismo.
La estadistica de las recuperaciones de los enantiomeros (+)- y (-)-PE2b, nos muestra
que sus porcentajes presentan diferencias significativas debido al p-valor, los cuales se
encuentran representados con letras distintas, siendo mejor cuando se realiza la
recuperacion del enantibmero (+)-PE2b, posiblemente por su solubilidad siendo mas a fin
al disolvente utilizado (CH,Cl,).

Los compuestos obtenidos en esta etapa, tanto en la formacion de las sales
diastereoméricas como en la desalinizacion de estos, fueron recristalizados en los
disolventes respectivos, obteniendo compuestos o sustancias cristalinos de color blanco,
los cuales son inoloros, siendo detallados solo una de las formas de cada uno de los
compuestos en la figura 29.
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Figura 29. Compuestos recristalizados. a) (+)-PE3b y b) (+)-PE2b.

En la tabla 16 se reportan los datos de solubilidad de (+)-PE3b y (+)-PE2b, mostrando una
idea inicial de las polaridades de cada uno de estos compuestos. Era de esperarse que el
(+)-PE3b sea soluble en disolventes de polaridad alta, puesto que al ser una sal organica
se disocia en el disolvente, llevandose a cabo la solvatacion de los iones por medio de los
grupos polares de los disolventes (-OH).

Tabla 16. Datos de solubilidad de (+)-PE3b y (+)-PE2b.
T. AMBIENTE CALENTAMIENTO

DISOLVENTE P —PE3b  ()-PE2b _ (+)-PE3b _ (+)-PE2b
Isooctano -0.4 | I I |
Hexano 0.0 | | | |
Tolueno 2.3 I St I sS4
Eter etilico 2.8 | I [ |
Diclorometano 3.4 I S2 [
Tetrahidrofurano 4.0 I S8 I sS4
Cloroformo 4.1 [ S4 [
Acetato de etilo 4.3 I st [ S4
Isopropanol 4.3 S? st sS4 S
Etanol 5.2 S8 st S4
Acetona 5.4 S2 S2 S4 sS4
Acetonitrilo 6.2 I S? I sS4
Metanol 6.6 S8 S? S4
Agua 9.0 I I I I

IP = Indice de polaridad. | = insoluble, S = soluble (S* = muy soluble, S3= soluble, S2= medianamente soluble,
St = poco soluble).

Siendo coherente con la CCF realizada, ya que la sal producida presenta un Rf muy bajo
(0.1) siendo afin a la fase estacionaria por ende el compuesto debe ser polar, hay que
destacar que el compuesto no es soluble en agua, esto puede explicarse debido a que el
compuesto formado presenta 4 anillos aromaticos en la estructura, impidiendo su
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disociacion en el disolvente. EI compuesto (+)-PE2b presenta la misma solubilidad que el
(+)-PE2b obtenido en la etapa 2, esto se debe a que estructuralmente los compuestos son
los mismos, solo que el segundo compuesto se presenta en mezcla racémica y el primero
es uno de sus enantiomeros.

El espectro UV-vis del (+)-PE2b es igual al del compuesto obtenido en la segunda etapa
representado como PE2b racémico, esto es de esperarse puesto que los grupos que
provocan las transiciones electrénicas son los mismos en ambos compuestos. El espectro
de (+)-PE3b se muestra en la figura 30, en esta se observa claramente las absorciones de
longitud de onda maxima a 208 y 236 nm, estando esta Ultima banda solapada con la
primera, estas absorciones son pertenecientes a las transiciones electréonica n — 1* del
grupo carboxi (COO-) y m— 1* de los anillos aromaticos respectivamente.

Abs | 'BS‘?  208nm
il

1\ 236nm

nm

Figura 30. Espectro UV-vis del (+)-PE3b, disuelto en etanol.

El punto de fusién promedio del (+)-PE3b, no fue posible compararlo con algin dato en la
literatura, puesto que no hay reportes de las sales diastereomérica entre la isoamarina y
el &cido mandélico, a diferencia de (+)-PE2b, el cual si fue posible ya que hay reportes de
la R,R-(+)-isoamarina, permitiendo la elucidacién de esta sustancia, pudiéndose notar que
este valor no difiere significativamente. Los resultados obtenidos para cada una de las
muestras previamente purificadas y recristalizadas en las mezclas de disolventes
respectivos se reportan en la tabla 17.

Tabla 17. Datos de puntos de fusion para (+)-PE3b y (+)-PE2b.

COMPUESTO p.f. REPORTADO (°C) COMPUESTO p.f. EXPERIMENTAL (°C)
SD (:AM) NR (+)-PE3b 192.9 - 196.1

R,R-Isoamarina 177-180 [64] (+)-PE2b 177.4 - 179.7
SD (I:AM) = sal diastereomérica (isoamarina: Acido Mandélico). NR = No hay Reporte

Para sustentar dichos valores se realizaron analisis de calorimetria diferencial de doble
barrido, obteniendo los termogramas que se observan en la figura 31, los cuales permiten
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realizar los analisis respectivos de las temperaturas de fusion de cada uno de los
compuestos. En estas figuras se observan picos de transicion de primer orden,
encontrando que para el (+)-PE3b no existe un pico de temperatura de cristalizacion
(T.c.), en cambio para (+)-PE2b existen ambos picos (T.c.) y (T.m.). Los valores de estas
transiciones fueron obtenidos por las integraciones del area bajo el pico y se encuentran
registrados en la tabla 18, siendo coherentes con los datos de los puntos de fusién citados
anteriormente, correspondientes al (+)-PE3b y (+)-PE2b, dichas figuras muestran solo un
pico en la transicibn de T.m., lo que comprueba que se tienen muestras libres de
impurezas, ya sea del compuesto de partida (isoamarina racémica) o de la mezcla de
reaccion de la desalinizacion.

Tabla 18. Valores de transiciones de primer orden para (+)-PE3b y (+)-PE2b.
COMPUESTO T.c.(°C) T.m. (°C)

(+)-PE3b 194.23
(+)-PE2b 102.77  178.07
2
a)
0- Y
— - - \
:
6 f
] 194,23°C
-8—:| 00 -5‘10 (‘) 5’0 1 lEID 1 éD 260 Zéﬂ 300
Temperature (°C)
b). ]

Tuz.n"c
/
A
04 0.134/g

1

Heat Flow (Wig)

99.81Jig
178.07°C
150 200 250 3

6
100 50 0 50 00 00
Temperature ("C)

Figura 31. Termogramas de DSC con doble barrido de temperatura para: a) (+)-PE3b y
b) (+)-PE2b.
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El espectro IR del (+)-PE3b producido en esta etapa, se registra en la figura 32, el cual fue
comparado con el espectro del acido mandélico, mostrando una gran diferencia entre
ellos, siendo coherente puesto que los grupos principales presentes en las moléculas no
son los mismos, encontrando las siguientes bandas: a 3449 cm® una banda aguda
intensa, perteneciente a las vibraciones de estiramiento simétrico del grupo O-H libre,
tanto del alcohol como del acido; también una banda ancha e intensa entre 2600-3000
cm? referente a las tensiones del O-H del -COOH que se encuentran asociados,
encontrandose superpuesta con la sefal de tensidon del C-H (2658 cm), una banda
ancha y bastante pronunciada a 1723 cm?, la cual pertenece a la vibracion de tension del
C=0 posiblemente proveniente de acidos dimerizados, la sefial poco intensa a 1451 cm*
es referente a la deformacién de la vibracién de tension del C-O, entre 1100-1300 cm4,
aparece una banda ancha y solapada de la vibracién en el plano de deformacion del
C-OH del acido, ademés de las vibraciones de deformacién dentro del plano de los
enlaces C-H de los grupos aromaticos, ubicados entre 850-1070 cm™ y por ultimo las 2
bandas con intensidad media y cercanas (693 y 727 cm™) referentes a las vibraciones del
enlace C-H de los anillos aromaticos indicando nuevamente la monosustituciéon de los
anillos.

En el espectro de la sal diastereomérica se observa que aparecen dos sefiales anchas y
con intensidad fuerte (1358 y 1556 cm), caracteristico de las sales de los acidos
carboxilicos, esto debido a que el anidn carboxilato (-COQO") tiene dos enlaces carbono
oxigeno fuertemente acoplados con fuerza de enlaces intermedia entre el C=0 y el C-O,
siendo la primer sefial referente a la tensién simétrica y la otra a la tension asimétrica del
enlace C-O, la banda débil a 3432 cm perteneciente a la tensiéon de O-H libre viéndose
afectada por la formacién del grupo carboxilato, ademas de la banda ancha y puntiaguda
entre 2000-3300 cm referentes a las vibraciones de enlaces del N-H junto con las de
=NH"*, en este espectro si es notorio las 4 bandas débiles de vibraciones de enlace C=C
de los armonicos (1600-2000 cm), evidenciandose la monosustitucion de los anillos
aromaticos siendo confirmada con las dos bandas agudas de intensidad media a 697 y
764 cm?, las otras bandas son pertenecientes a las vibraciones del C-H de los anillos
aromaticos siendo cercanas que en el espectro del AM. Este espectro es consistente con
lo que se encuentra en la literatura. [64] El espectro de (+)-PE2b no se muestra porque es
idéntico al espectro de PE2b racémico (ver figura 27b).

Los compuestos (+)-PE3b y (+)-PE2b obtenidos en esta etapa, fueron disueltos en etanol
absoluto y en cloroformo respectivamente, esto con el fin de realizar la medicion de la
actividad oOptica en un polarimetro y garantizar la formacién de los enantiomeros,
encontrando los resultados que se registran en la tabla 19. Cabe destacar que se le
realizé la actividad optica al agente de resolucion (S)-(+)-AM, utilizandolo como valor
patrén, para tener en cuenta el error realizado en la técnica de analisis.
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Figura 32. Espectros IR de a) AM y b) (+)-PE3b.

t _ L,
[a]; = I+C Ecuacion 2

Dénde:

t = temperatura en °C.

A = longitud de onda de la luz incidente; para la lampara de sodio D, se indica
simplemente D: corresponde a 589 nm, la raya de emisién amarilla del vapor de sodio.

a = rotacion 6ptica observada.

L = longitud de la cubeta que contiene la muestra, en decimetros; su valor suele ser 1 (es
decir, 10 cm).

C = concentracion (g mL?).
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Tabla 19. Datos de rotacion especifica de los compuestos obtenidos en la etapa 3.

SUSTANCIA []g/mL DISOLVENTE n a +s (%CV)* [a]Z® +s (%CV)
(S)-(+)-AM  0.0108 Agua 5 +1.68 +4.9E-04 (0.03) +155.56° + 0.05 (0.03)
(+)-PE2b 0.0159 Cloroformo 5 +0.75+ 3.5E-04 (0.02) +47.17° +0.03 (0.02)
(+)-PE3b 0.0085  Etanol 5 +1.10 % 2.1E-04 (0.02) +129.41° + 0.02 (0.02)

n = grados de libertad, s = desviacion estandar, %CV = % Coeficiente de variacion, a« = Rotacién optica
observada, [a]3° = Rotacion especifica calculada. * Los datos se encuentran ya corregidos con los valores
arrojados de los disolventes como blancos.

Las rotaciones especifica de las tres sustancias son positivos y fueron hallados utilizando
la formula de la ecuacion 2, involucrando principalmente la rotaciébn observada y la
concentracion de la muestra, esto indica que los tres compuestos rotan el plano de luz
polarizada hacia la derecha, siendo coherente con el agente de resolucion utilizado ((S)-
(+)-AM) puesto que este precipitaria la forma dextrogira de PE2b, ya que estos
compuestos presentan valores de rotacion especifica distintas de cero y con signo
positivo, los tres serian (+)-enantiomeros. Los datos de [a]3® de las sustancias son
consistentes con lo que se encuentra en la literatura [64], para Braddock las rotaciones
especificas de la sal diastereomérica (4cido mandélico:isoamarina, 1:1) y la R,R-
isoamarina son: +128.0 y +46.0 respectivamente, siendo cercanos a los valores obtenidos
en esta investigacion (< 2.0 unidades). No fue posible analizar por polarimetria a los
compuestos (-)-PE3b y (-)-PE2b, los cuales fueron obtenidos cuando se utiliz6 el agente
de resolucion (R)-(-)-AM, se esperaria que estos compuestos arrojaran valores parecidos
a los datos de la tabla 19 pero con signos negativos.

En el espectro protdnico del (+)-PE2b se encuentran cinco regiones representadas como
I, I, N, IV y V (ver figura 33). El analisis de estas regiones se resumen en la tabla 20, la
sefial singlete de la primera region corresponde a los protones metinicos (-CH-) del anillo
de la imidazolina en configuracion trans el cual se encuentra bastante desplazado debido
a la cercania de los anillos aromaticos presente en la molécula, la sefial singlete de la
region Il es perteneciente al protén del grupo amino secundario (-NH-) que se encuentran
en el anillo de la imidazolina encontrandose desplazada por las mismas razones de la
sefial de la primera region. Las sefales de las regiones lll, IV y V, corresponden a los
protones de 3 anillos aromaticos monosustituidos (Ar-H), la sefal Il nos evidencia la
existencia de dos anillos arométicos simétricos.

Tabla 20. Resultados del espectro RMN-'H de (+)-PE2b y de la isoamarina tedrica.

REGION INTEGRACION ANALISIS 5 ANALISIS & TEORICO [63, 67]
I 0,96 4.95 ppm (s, 2H) 4.90 ppm (s, 2H; NCH)

Il 0,47 5.45 ppm (s, 1H) 5.42 ppm (s, 1H; NH)

[} 5,21 7.43-7.28 ppm (m, 10H) 7.40-7.25 ppm (m, 10H; Ar-H)

\ 1,53 7.58-7.46 ppm (m, 3H) 7.55-7.42 ppm (m, 3H; Ar-H)

vV 1,00 7.99 ppm (d, 2H; ] = 6.9 Hz) 7.95 ppm (d, 2H; ] = 8.3 Hz; Ar-H)
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La sefial poco intensa a un desplazamiento de 7.28 ppm pertenece al proton del
disolvente (CDCIl3). Las sefiales IV y V pertenecen a los protones del tercer aroméatico
siendo dividida en dos regiones, la sefial doblete con mayor desplazamiento (region V)
pertenece a los protones que se encuentran cerca al -C(NH)=N siendo simétricos ya que
la integracién muestra 2 protones, y el multiplete de la sefal de la regién IV corresponden
a los protones restantes del anillo aromatico, completando los 5 protones de un anillo
aromatico monosustituido. Todos los desplazamientos de las sefales obtenidas son
consistentes con lo reportado por Proskurnina y Braddock [67, 64] ya que los datos
resultantes de la muestra (+)-PE2b son muy cercanos a los datos teéricos de la
isoamarina.
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Figura 33. a) Estructura de la isoamarina. b) Espectro RMN-'H para (+)-PE2b en
cloroformo deuterado.
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En el espectro de RMN-3C (figura 34) se observa un triplete con desplazamiento
aproximado de 77 ppm corroborando que el disolvente utilizado es el cloroformo; esta
sefial se desaparece en el espectro DEPT (figura 35) siendo coherente; ademas se
observan 9 sefiales representadas con letras (a-i), el analisis de estas sefiales arrojaron
los resultados que se encuentran en la tabla 21. Las sefiales a 143.6 y 163.1 ppm indican
que pertenecen a carbonos que presentan insaturaciones, debido a que estos presentan
desplazamientos muy altos, hecho que se corrobora con el espectro DEPT ya que las
sefales se desaparecen, igualmente sucede con la sefial a 130 ppm por ende esta sefial
también presenta insaturacion. Las sefiales restantes son pertenecientes a los carbonos
que hacen parte de los 3 anillos arométicos (=CH-). La sefal correspondiente a los
carbonos metinicos del anillo imidazolina no se observa, debido posiblemente a que se
encuentra solapada dentro del multiplete del disolvente.

Tabla 21. Resultados del espectro RMN-*3C de (+)-PE2b y de la isoamarina teérica.

CARBONO EXPERIMENTAL & DEPT 1358 5 TEORICO [63]
a 126.7 ppm 126.7 ppm 126.9 ppm
b 127.4 ppm 127.4 ppm 127.5 ppm
C 127.6 ppm 127.6 ppm 127.6 ppm
d 128.6 ppm 128.6 ppm 128.7 ppm
e 128.8 ppm 128.8 ppm 128.8 ppm
f 130.2 ppm --- 130.2 ppm
g 131.0 ppm 131.0 ppm 131.1 ppm
h 143.6 ppm --- 143.6 ppm
i 163.1 ppm --- 163.1 ppm
] Solapada con sefial de CDCl3 71.8 ppm

Todos los datos anteriores (UV-vis, punto de fusion, IR, RMN vy polarimetria) son
consistentes con la literatura y son suficientes para determinar que los compuestos (+)-
PE2b y (+)-PE3b son, R,R-(+)-isoamarina y S-(+)-mandelato de R,R-(+)-isoamarina
respectivamente; de acuerdo a esto y a los datos obtenidos en las tablas 14 y 15, se
obtuvieron mejores conversiones del (+)-mandelato (sal diastereomérica, =90%) ya que la
resolucion llevada a cabo se realiz6 en un tiempo mayor (90 min) y no a 60 min como lo
reporta Braddock [64] donde obtienen conversion del 80%; el tiempo de resolucion (90
min) fue determinado por CCF desapareciéndose el compuesto de partida, indicando que
esta variable es significativamente importante a la hora de separar los enantidmeros. En
el proceso de desalinizacién y extraccion, se obtiene porcentaje de recuperacion mas bajo
(=96%) que lo que reporta el autor anterior (100%), esto posiblemente se debe al
procedimiento realizado, aun asi se puede resaltar que en esta investigacion los reactivos
utilizados para la extraccién, son la quinta parte de lo reportado [64], siendo algo muy
importante ya que se emplea poco diclorometano (50 mL), el cual es un reactivo bastante
costoso y toxico, ayudando asi al medio ambiente, siendo un método mucho mas
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amigable ademas de que el porcentaje de recuperacion es aceptable ya que

95%.
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Figura 34. Espectro RMN-13C para (+)-PE2b en cloroformo deuterado.
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El mecanismo de las reacciones de esta etapa se encuentra en el esquema 22, la
isoamarina actia como base de Bronsted-Lowry, aceptando el proton del &cido mandélico
y llevandose a cabo la formacién del mandelato, en esta reaccion ambos enantiomeros de
la isoamarina reaccionan con el agente de resolucion produciéndose dos sales
diastereoméricas, las cuales se diferencian por su solubilidad (cristalizacién fraccional), en
primera instancia precipita la isoamarina que presenta el mismo sentido de rotacion que el
AM utilizado y en solucion queda la otra forma de la isoamarina, de esta forma fue posible
separar en estado solido cada una de las sales diastereoméricas. El anillo imidazolina
presenta dos nitrdgenos, los cuales son bésicos, siendo mucho mas fuerte el que
presenta el doble enlace (C=N, grupo imino), este reacciona con el agente de resolucién
acido extrayéndole el protén produciendo el anion carboxilato del AM estabilizado por
resonancia. En la reaccidon de desalinizacion ocurre el proceso contrario, produciendo
nuevamente la trans-imidazolina, en el cual el NaOH extrae el protén del grupo imino
protonado produciendo ademas de isoamarina, mandelato de sodio y agua, el agente de
resolucidn se recupero adicionando a la fase acuosa HCI.

Ph o e) Ph e}
a os
) HN*\N H\?J\;/Ph > HN)\NH+ bJ\E/Ph ¢
3 OH

3 OH —

Ph Ph Ph Ph
S-(+)-AM
R,R-(+)-isoamarina (S)-(+)-mandelato de R,R-(+)-isoamarina
Na'OH’ R,R-(+)-isoamarina
Ph Ph
b) P g i
+- Ph )§
HN” SNH oJ\E/ HNTSN O Na+bJ\_/Ph + H,0
. OH — 9
Ph°  Ph Ph-  Ph

(S)-(+)-mandelato de R,R-(+)-isoamarina
Esquema 22. Mecanismo de reaccidn en la separacion de R,R-(+)-isoamarina:
a) resolucion y b) desalinizacion.
4.1.4. ETAPA 4.
La apertura del anillo de isoamarina en condiciones &cidas es bastante complicada debido
a que el grupo funcional amidina de un compuesto ciclico es resistente a hidrélisis

catalizada por acido, incluso a reflujo, puesto que el &cido conjugado (ion imidazolinio)
presenta una alta estabilidad, sin embargo la N-acetilamidina es facilmente hidrolizable ya
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gue el nuevo grupo ceto en la molécula genera cierta inestabilidad a ésta, provocando que
el anillo se abra para poder estabilizarse. [34, 63] En esta etapa se generaron diamidas
tanto racémica como enantiomérica puras representadas como (+)-PE4b, (+)-PE4b y
(-)-PE4b, iniciando con la acetilacion de la isoamarina y su posterior hidrélisis catalizada
por acido clorhidrico; en los procesos de acetilacion e hidrdlisis fue necesario variar el
tiempo de reaccion, para encontrar en qué punto se obtiene la mejor conversion, dichas
reacciones se monitorearon por CCF, encontrando en cada uno de los procesos que el
reactivo de partida no desaparecia por completo. En la acetilacion se observa que el
compuesto formado presenta un Rf mas alto (0.76) y el producto en la hidrélisis presenta
un Rf mas bajo (0.28) que la isoamarina, obteniendo una primera deduccion de que el
producto final de la reaccidon de acetilacion e hidrdlisis es mucho mas polar que la
isoamarina ya que este nuevo compuesto es mas afin a la fase estacionaria. En la Ultima
reaccion se tomaron alicuotas para desarrollar la CCF pero no fue posible la correcta
visualizacién del compuesto formado, debido a que la elevada acidez de la mezcla de
reaccion qguemaba la placa; realizando la CCF finalmente del compuesto formado una vez
precipitado, lavado y secado. Las placas obtenidas en el monitoreo de las reacciones se
observan en la figura 36. Al realizar estos experimentos se obtuvieron los porcentajes de
conversién que se observan en la tabla 22.

—

Rf 0.76
Rf 0.51 Rf 0.54

Rf 0.28

Figura 36. CCF en las reacciones de formacién de ()-PE4b. Reaccién de: a) acetilacion
y b) hidrdlisis.

En dicha tabla, se tiene que la mejor conversidn del compuesto ()-PE4b utilizando como
base débil acetato de sodio, es cuando se realiza la acetilacion y la hidrdlisis a 3 y 2 horas
respectivamente, obteniendo un porcentaje del 90.07%; debido a que el anhidrido acético
es facilmente hidrolizabable, por el vapor de agua del ambiente, siendo necesario
corroborar que la reaccion no fue afectada por tal condicion, realizando el procedimiento
en atmosfera inerte obteniendo un resultado muy cercano a la conversion anterior
(88.40%), concluyendo que el anhidrido no es hidrolizado durante la reaccién. Por ende al
realizar la reaccién al ambiente no afecta el porcentaje de conversion del mismo. Por otro
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lado al utilizar como base débil piridina se obtiene un resultado similar (90.57%) que
cuando se utiliza acetato de sodio, indicando finalmente que la formacion de las diamidas
puede realizarse utilizando acetato de sodio (reactivo no téxico) en ausencia de atmésfera
inerte, siendo un método bastante apropiado. La misma metodologia fue aplicada para la
formacion de los compuestos (+)- y (-)-PE4b obteniendo resultados muy cercanos entre
ellos (86.17 y 85.33%, correspondientemente) y un poco mas bajo que cuando se realiza
la reaccion para obtener la diamida racémica.

Tabla 22. Resultados del porcentaje de conversion de (+)-PE4b, (+)-y (-)-PE4b.
COMPUESTO BASE A () H({h) GASN; %CONVERSION + s (%CV)

(+)-PE4b AcONa 2 2 No 84.33 + 1.17 (1.39)
(+)-PE4b AcONa 3 2 No 90.07 + 0.15 (0.17)
(+)-PE4b AcONa 4 2 No 79.30 + 3.51 (4.42)
(+)-PE4b AcONa 6 2 No 54.57 + 0.85 (1.56)
(+)-PE4b AcONa 3 3 No 82.47 + 2.75 (3.34)
(+)-PE4b AcONa 3 4 No 82.67 + 1.91 (2.32)
(+)-PE4b AcONa 3 6 No 70.33 + 0.80 (1.14)
(+)-PE4b AcONa 3 2 Si 88.40 + 0.61 (0.69)
(+)-PE4b Piridina 3 2 No 90.57 + 2.04 (2.26)
(+)-PE4b AcONa 3 2 No 86.17 + 1.21 (1.40)
(-)-PE4b AcONa 3 2 No 85.33 + 1.10 (1.29)

A (acetilacion), H (hidrolisis), s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion).

Realizando la estadistica respectiva de los resultados de la tabla 22 por medio del
programa INFOSTAT se tiene que los datos cumplen con los supuestos, siendo normales
y homogéneos (ver tablas y figura del anexo 6), realizando finalmente las pruebas
comparativas de Tukey, segln la tabla 49 se encontré que las conversiones mas bajas
(54.57 y 70.33%) se obtienen cuando se realizan la acetilacion a 6 y 3 horas y la hidrdlisis
a 2 y 6 horas correspondientemente y que la mejor conversioén (90.07%) se logra cuando
la reaccién se somete a 3 horas de acetilacion y 2 horas de hidrélisis. Esto se concluye ya
que de acuerdo a las letras de los p-valores, la conversion de esta es significativamente
diferente al resto siendo el mejor resultado. Segun el resultado de la tabla 50, se encontré
gue se obtienen conversiones significativamente iguales (igual letra, A) si la reaccién se
realiza con acetato de sodio o con piridina y con o sin atmosfera inerte, concluyendo que
esta se puede realizar utilizando condiciones normales de reaccion, sin utilizar reactivos
contaminantes y téxicos como la piridina e incluso minimizando costo de la reaccion al no
emplear nitrégeno como atmésfera inerte. Por otro lado, teniendo en cuenta los resultados
de la tabla 51, se observa que las conversiones de (+)- y (-)-PE4b son significativamente
iguales (86.17 y 85.33% respectivamente), pero diferentes a la conversion de (x)-PE4b
(90.07%), siendo esta Ultima la mejor conversidn; esto se debe posiblemente a la
diferencia de solubilidades entre los compuestos quirales y el racémico.
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Los compuestos sintetizados en esta etapa ((z)-PE4b, (+)- y (-)-PE4b) fueron
recristalizados de metanol, obteniendo compuestos pastosos de color blanco, los cuales
son inoloros. En la figura 37 solo se muestra las caracteristicas del (+)-PE4b ya que son
iguales a la de los otros compuestos quirales ((+)- y (-)-PE4b).

Figura 37. (x)-PE4b recristalizado.

En la tabla 23 se encuentran reportados los datos de solubilidad de (+)-PE4b y (+)-PE4b,
mostrandonos una idea inicial de las polaridades de cada uno de estos compuestos.

Tabla 23. Datos de solubilidad de (x)-PE4b y (+)-PE4b.
T. AMBIENTE CALENTAMIENTO

DISOLVENTE P (+)-PE4b (+)-PE4b (+)-PE4b (+)-PE4b
Isooctano -0.4 I | I |
Hexano 0.0 | | | |
Tolueno 2.3 | | [ |
Eter etilico 2.8 [ | [ |
Diclorometano 3.4 [ I [ |
Tetrahidrofurano 4.0 I St I S4
Cloroformo 4.1 [ S2 [
Acetato de etilo 4.3 st S? S4 S4
Isopropanol 4.3 S? S3 sS4
Etanol 5.2 S8 S4
Acetona 5.4 S? S8 S4
Acetonitrilo 6.2 st S2 St sS4
Metanol 6.6 st S2 S4 S4
Agua 9.0 I I I I
IP = Indice de polaridad. | = insoluble, S = soluble (S* = muy soluble, S® = soluble, S? = medianamente soluble,

St = poco soluble).

Los datos de la tabla anterior son coherente con la CCF realizada, ya que los compuestos
producidos presentan un Rf muy bajo (0.27) siendo afin a la fase estacionaria, por ende el
compuesto debe ser polar y esto se corrobora ya que son solubles en disolventes con IP
entre 4.3-6.6, hay que destacar que el compuesto no es soluble en agua, esto puede
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explicarse debido a que éste presenta 3 anillos aromaticos en la estructura impidiendo la
solvatacion. Segun la tabla, el compuesto racémico ((x)-PE4b) es menos soluble que sus
enantiomeros puros, esto posiblemente a que es mas compleja su solvatacion por la
orientacion de todos los anillos de las moléculas, presente en la mezcla racémica, este
resultado coincide con las conversiones obtenidas en las reacciones ya que el valor es
mayor, corroborando que este resultado es alto por la baja solubilidad del compuesto en
el medio de reaccion.

En la figura 38 soOlo se muestra el espectro UV-vis del enantiomero (+)-PE4b, por ser
idéntico a los espectro del enantiomero contrario y a la mezcla racémica de este mismo
compuesto. En este espectro se observa claramente la absorcion de longitud de onda
maxima a 210 nm y un hombro aproximadamente a 230 nm, pertenecientes a las
absorciones de las transiciones electronica m— 1* de los anillos aroméaticos.

Abs ”rOJ e

nm

Figura 38. Espectro UV-vis del (+)-PE4b, disuelto en etanol.

El punto de fusion promedio de los compuestos recristalizados (+)-PE4b y (+)-PE4b se
registran en la tabla 24; siendo coherente con lo que se encuentra en la literatura, [64,76]
el compuesto codificado como (z)-PE4b presenta un valor muy cercano a lo encontrado
para la diamida racémica ((x)-N-acetil-N"-benzoil-1,2-difeniletilendiamina) teniendo una
desviacion promedia de 4 °C. La diamida (+)-PE4b presenta un rango de punto de fusion
alto y es coherente con lo reportado en la literatura ya que para la (+)-S,S- N-acetil-N"-
benzoil-1,2-difeniletilendiamina se reporta punto de fusion superior a 230 °C, a pesar de
que no es un valor especifico, el resultado obtenido cumple con esta condicion (260.2-
263.9 °C), estos valores nos permiten la elucidacion preliminar de estas dos sustancias.

Tabla 24. Datos de puntos de fusion para (£)-PE4b y (+)-PE4b.

COMPUESTO p.f. REPORTADO (°C) COMPUESTO p.f. EXPERIMENTAL (°C)
(+)-diamida 240 [76] (+)-PE4b 2424 — 246.1
(+)-diamida > 230 [64] (-)-PE4b 260.2 — 263.9
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Para sustentar dichos valores se realizaron analisis de calorimetria diferencial de doble
barrido, obteniendo los termogramas que se observan en la figura 39, los cuales permiten
realizar los andlisis respectivos de las temperaturas de fusiébn de cada uno de los
compuestos. En estas figuras se observan picos de transicion de primer orden,
encontrando que para ambos compuestos existen picos tanto de cristalizacién (T.c.),
como de fusion (T.m.). Los valores de estas transiciones fueron obtenidos por las
integraciones del area bajo el pico y se encuentran registrados en la tabla 25, siendo
coherentes con los datos de los puntos de fusién citados anteriormente, dichas figuras
muestran solo un pico en cada transicion, lo que comprueba que se tienen muestras libres
de impurezas, ya sea del compuesto de partida (isoamarina) o de la mezcla de reaccién
de acetilacion e hidrdlisis.

Tabla 25. Valores de transiciones de primer orden para (+)-PE4b y (+)-PE4b.
COMPUESTO T.c.(°C) T.m. (°C)

(x)-PE4b 85.15 243.70
(-)-PE4b 135.29 261.99

En la figura 40 se muestra el espectro IR de (£)-PE4b, encontrando las siguientes bandas:
a 3335 cm! una banda aguda e intensa, perteneciente a las vibraciones de estiramiento
simétrico del grupo N-H de una amida secundaria, junto con la sefal de tension del C-H
(3038 cm?), las bandas intensas a 1639 y 1526 cm son pertenecientes a los carbonilos
de los grupos diamidas presentes en la molécula, la primera es del N-acetil y la segunda
del N-benzoil, esta ultima se encuentra bastante desplazada debido a la conjugacion que
presenta el doble enlace del grupo carbonilo con los dobles enlaces del anillo aromatico,
las anteriores bandas se encuentran superpuestas con las bandas de los sobretonos de
los anillos aromaticos impidiendo la visualizacién de la sustitucion de dichos anillos, las
sefiales a 1364 y 1298 cm?, corresponde a las sefales de vibracién de enlace simétrico
dentro del plano del C-N, pertenecientes a los dos grupos diamidas que se encuentran en
la molécula siendo la primera para el C-N del N-acetil y la segunda del N-benzoil; la sefial
bastante intensa a 700 cm pertenece a las vibraciones fuera del plano del enlace N-H,
por ultimo las 2 bandas con intensidad media y cercanas (638 y 582 cm?) referentes a las
vibraciones del enlace C-H de los anillos aroméaticos indicando la monosustitucion de
estos. Este espectro es consistente con lo que se encuentra en la literatura. [64] El
espectro de (+)- y (-)-PE4b no se muestran porque son idénticos al de PE4b racémico.
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Figura 39. Termogramas de DSC con doble barrido de temperatura para: a) (+)-PE4b y
b) (+)-PE4b.

Todos los datos anteriores (UV-vis, punto de fusion, solubilidad e IR) son consistentes con
la literatura y son suficientes para determinar que los compuestos (z)- y (+)-PE4b, son (¥)-
y (+)-N-acetil-N"-benzoil DFEDA respectivamente. De acuerdo a esto y a los datos
obtenidos en las tabla 22, se tiene que en esta investigacion la mejor conversion se
obtienen a 3 horas de acetilacion y 2 horas de hidrélisis con un porcentaje del 90.07%
para la diamida racémica, tiempos que concuerdan con las metodologias encontradas en
la literatura. Este resultado es menor que lo reportado por Braddock [64] el cual obtiene
conversiones del 95% y mayor a lo reportado por anénimo [76] que logra conversion del
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42%. Cabe destacar que el porcentaje de conversidén obtenida en esta etapa es buena
siendo un método bastante apropiado para sintetizar las diamidas de DFEDA.

Y%Transmitance

-10:

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 40. Espectro IR de (+)-PE4b.

El mecanismo de las reacciones de acetilacion e hidrélisis se encuentran en el esquema
23, en la primera etapa la base débil ya sea el acetato de sodio o la piridina, abstrae el
protén del anillo de imidazolina de la isoamarina para generar un anién ciclico, el cual
ataca nucleofilicamente a uno de los grupos carbonilos del anhidrido acético provocando
un reordenamiento de carga y liberando el ion carboxilato (acetato) el cual es estabilizado
por resonancia, formando la acetil isoamarina junto con el acetato de piridinio o en su
defecto un buffer de acetato de sodio y acido acético, la acetilisoamarina formada, es
protonada en la segunda etapa, por el &cido clorhidrico adicionado, formando un catién
ciclico, una molécula de agua presente en el medio de reaccidn ataca nucleofilicamente al
grupo imino protonado generando la apertura del anillo por el reordenamiento de la carga
positiva y formando un nuevo grupo carbonilo en la molécula, el cual es estabilizado por la
liberacion de un proton, produciendo finalmente la N-acetil-N"-benzoil DFEDA.
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Esquema 23. Mecanismo de reaccion de las reacciones de la etapa 4. a) Acetilacion de
isoamarina y b) hidrélisis de acetilisoamarina.

4.1.5. ETAPA 5.

La sintesis de diaminas a través de diamidas se ha realizado por dos métodos diferentes,
en los cuales involucran la hidrélisis de los grupos amidas presentes en las moléculas
utilizando mezcla entre EtOH-HCI y HBr-acac, obteniendo bajos rendimientos con el
primer método. [54] En esta etapa se realiz6 la sintesis de diaminas utilizando el método
propuesto por Bailar donde las diamidas fueron sometidas a hidrélisis acida en reflujo a 24
horas, utilizando una mezcla entre acido acético glacial y acido bromhidrico al 48%, en el
cual se varid la relacion de mezcla de acidos (1:1, 1:2 y 1:3, respectivamente),
encontrando excelentes resultados con la relacién 1:3; teniendo en cuenta esta relacion
se varié también el tiempo de reaccion a 48 horas. El monitoreo por CCF no fue posible,
debido a que la alta acidez del medio de reaccion dificultaba la visualizacién de los
compuestos formados, por este hecho la CCF fue realizada con el compuesto obtenido al
final del proceso ya purificado y recristalizado en éter de petréleo:éter etilico (1:2), dicho
compuesto fue disuelto en etanol y eluido con una mezcla de DCM:NH4OH en relacion
9:1, presentando un Rf bastante bajo (0.13) comparado con el compuesto de partida
(Rf 0.33), lo cual indica que el compuesto sintetizado es mucho mas polar por ser mas
afin a la fase estacionaria y no al eluyente, esto es de esperarse ya que el nuevo
compuesto presentaria dos grupos aminos los cuales pueden interactuar con la silice por
medio de enlaces de hidrogeno a diferencia de la diamida que las interacciones son un
poco mas impedida. La CCF realizada se observa en la figura 41.
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Al realizar estos experimentos se obtuvieron los porcentajes de conversion que se
observan en la tabla 26.

Rf 0.33

Rf 0.13

Figura 41. CCF en las reacciones de formacion de ()-PE5b.

Tabla 26. Resultados del porcentaje de conversién de (+)-PE5b, (+)-y (-)-PE5b.
COMPUESTO RELACION DE ACIDOS* TIEMPO (h) %CONVERSION + s (%CV)

(+)-PE5b 11 24 48.67  0.95 (1.94)
(+)-PE5b 1:2 24 48.40 + 1.22 (2.51)
(+)-PE5b 1:3 24 91.87 +2.10 (2.29)
(+)-PE5b 1:3 48 89.33 + 0.68 (0.76)
(+)-PE5b 1:3 24 91.70 + 2.44 (2.66)
(-)-PE5b 1:3 24 89.47 + 1.64 (1.84)

*acido acético glacial /HBr 48%, s (desviacion estandar), %CV (% Coeficiente de variacion).

De acuerdo a los datos de la tabla anterior se observa que la mejor conversion del
compuesto (+)-PE5b se obtiene cuando se utiliza una mezcla de 4cidos en relacion 1:3 a
24 horas de reflujo, logrando un porcentaje de conversion bastante alto (91.87%), las
conversiones en relacion 1:1 y 1:2 de la posible diamina racémica son cercanas entre
ellas (48.67 y 48.40%, respectivamente) y esta Ultima concuerda con lo que reporta
Braddock al utilizar una relacion de acidos 1:2 a 24 horas en reflujo obteniendo 49% de
conversion. Al utilizar la relacion de acidos 1:3 pero a 48 horas en reflujo, arroja
conversiones similares a la de 24 horas; ademas se observa que los resultados de (+)- y
(-)-PE5b (91.70 y 89.47%, correspondientemente) son cercanos a los del compuesto
racémico 91.87%.

Realizando la estadistica respectiva de los resultados en la tabla 26, por medio del
programa INFOSTAT, se tiene que los datos cumplen con los supuestos, siendo normales
y homogéneos (ver tablas y figura del anexo 7), realizando finalmente las pruebas
comparativas de Tukey, segun la tabla 53 se corrobor6 que la mejor conversion es
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obtenida en relacion 1:3 siendo significativamente diferente a las conversiones cuando se
utiliza las relaciones de é&cido 1:1 y 1:2, estas relaciones producen conversiones
significativamente iguales ya que presentan el mismo p-valor, en la tabla 54 se muestra
que cuando la reaccion de hidrolisis se realiza ya sea a 24 o 48 horas las conversiones no
son significativamente diferentes puesto que sus p-valores son iguales confirmando lo
anteriormente dicho. Por Ultimo como se observa en la tabla 55, las conversiones tanto de
(x)-PE5b como de (+)- y (-)-PE5b son elocuentemente iguales presentando los tres la
misma letra (A) como p-valor.

Los compuestos sintetizados en esta etapa ((£)-PE5b, (+)- y (-)-PE5b) fueron recristaliza-
dos en el disolvente anteriormente mencionado, obteniendo compuestos polvorientos de
color blanco, los cuales son inoloros; ademas de estos compuestos también se obtuvieron
como productos intermediarios las sales de bromo de los compuestos de sintesis
anteriormente mencionados, los cuales son cristalinos, blancos e inoloros; utilizandolos
también para su posterior elucidacion. En la figura 42 se muestra los compuestos (z)-
PE5b y el bromuro de (+)-PE5b, ya que las caracteristicas de estos, son iguales a la de
los otros compuestos quirales ((+)- y (-)-PE5b y sus respectivas sales de bromo).

Figura 42. Compuestos sintetizados Yy recristalizados en la etapa 5: a) sal de (+)-PE5b y
b) (+)-PE5b.

En la tabla 27 se encuentran reportados los datos de solubilidad del (+)-PE5b y su
respectiva sal de bromuro, mostrando una idea inicial de las polaridades de cada uno de
estos compuestos. De acuerdo a los datos de la tabla, el compuesto (x)-PE5b es polar, ya
que este es soluble en disolventes con IP entre 3.4-6.6, hecho que se corrobora cuando
se realiza la CCF puesto que el compuesto formado presenta un Rf bajo (0.13) indicando
la afinidad que tiene por sustancias polares, hay que destacar que este compuesto es
bastante soluble en varios disolventes pero a temperaturas elevadas, indicando que este
presenta una polaridad intermedia, esto posiblemente a los grupos aromaticos y aminos
presentes en la molécula, de la misma manera se tiene que la respectiva sal del
compuesto racémico presenta polaridad alta ya que este es soluble en disolventes con IP
entre 6.6-9.0 6 especialmente en disolventes con grupos polares hidroxilo como el etanol
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(IP 5.2), lo cual es de esperarse puesto que los disolventes polares solvatan con mayor
facilidad sustancias que presentan cargas iénicas como las sales. Los otros compuestos
no se muestran porque presentan la misma solubilidad.

Tabla 27. Datos de solubilidad de sal de (+)-PE5b y (+)-PE5b.

T. AMBIENTE CALENTAMIENTO
DISOLVENTE P~ e (+)-PE5b  (+)-PESb Sal de (+)-PESb (+)-PE5D
Isooctano -0.4 I [ I [
Hexano 0.0 I [ I [
Tolueno 2.3 I | I |
Eter etilico 2.8 I [ [ [
Diclorometano 3.4 I S8 I
Tetrahidrofurano 4.0 I S8 I
Cloroformo 4.1 [ S8 [ -—-
Acetato de etilo 4.3 I 32 I sS4
Isopropanol 4.3 St S3 sS4
Etanol 5.2 S8 S4 --- -
Acetona 54 32 S8 S4
Acetonitrilo 6.2 S2 S2 S4 S4
Metanol 6.6 S4 S8
Agua 9,0 S4 S2 S4
IP = indice de polaridad. | = insoluble, S = soluble (S* = muy soluble, S®= soluble, S2 = medianamente soluble,

St!=poco soluble).

En la figura 43 se muestran los espectros UV-vis solo de uno de los enantibmeros del
compuesto PE5b y su respectiva sal, observando que ambos espectros presentan 2
bandas de absorcion muy parecidas entre ellas. La sal de (+)-PE5b presenta las bandas
de absorcién a 214 y 260 nm siendo un poco mas desplazadas que las bandas de
absorcion del compuesto (+)-PE5b (212 y 254 nm), debido posiblemente a la gran
densidad electrénica que presentan los atomos de Bromo. Estas absorciones de longitud
de onda maximas son pertenecientes a las transiciones electronica m— 1* de los anillos

aromaticos.
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Figura 43. Espectro UV-vis de: a) Sal de (+)-PE5b y b) (+)-PE5b, disueltos en etanol.
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El punto de fusion promedio de los compuestos recristalizados ((+)-PE5b y su respectiva
sal), se registran en la tabla 28, en esta se observa que la sal de (+)-PE5b presenta un
punto de fusion alto (300.7-303.2 °C), hecho que se espera puesto que las sales
organicas presentan puntos de fusién entre 200-400 °C, debido a que no hay reporte en la
literatura no fue posible comparar este valor. A diferencia de la sal si fue posible comparar
el compuesto (+)-PE5b con el R,R-(+)-DFEDA, encontrando que el punto de fusion
promedio del compuesto sintetizado (79.3-87.6 °C) es cercano al reportado (78-82 °C)
presentando un rango muy amplio, indicando posibles impurezas, hecho que se explica
por la facilidad que tienen las aminas por oxidarse con el oxigeno del aire formando
nitrosaminas, evidenciandose por el cambio en la coloracion del sélido obtenido, pasando
de blanco a amarillento.

Tabla 28. Datos de puntos de fusion para (+)-PE5b y su respectiva sal.

COMPUESTO p.f. REPORTADO (°C) COMPUESTO p.f. EXPERIMENTAL (°C)
Dibromuro de DFEDA NR Sal de (+)-PE5b 300.7-303.2
R,R-(+)-DFEDA 78-82 [63] (+)-PE5b 79.3-87.6

NR = No hay reporte.

Para sustentar dichos valores se realizaron analisis de calorimetria diferencial de doble
barrido, obteniendo los termogramas que se observan en la figura 44, los cuales permiten
realizar los andlisis respectivos de las temperaturas de fusiébn de cada uno de los
compuestos. En estas figuras se observan picos de transiciobn de primer orden,
encontrando que para la sal de (+)-PE5b existen tanto picos de fusion (T.m.) como de
cristalizacion (T.c.) en cambio para el (+)-PE5b solo picos de fusién (T.m.). Los valores de
estas transiciones fueron obtenidos por las integraciones del area bajo el pico y se
reportan en la tabla 29, siendo coherentes con los datos de los puntos de fusién citados
anteriormente. El termograma DSC de la sal (+)-PE5b solo presenta un punto de fusién
indicando que esta muestra se encuentra libre de impurezas, en cambio el compuesto (+)-
PE5b presenta dos puntos de fusién corroborando lo anteriormente dicho, el primer punto
de fusién de 80.58 °C se encuentra dentro del rango del punto de fusién teérico del R,R-
(+)-DFEDA y el segundo punto de fusion a 306.70 °C debe pertenecer al producto de
oxidacion de la diamina.

Tabla 29. Valores de transiciones de primer orden para (+)-PE5b y su respectiva sal.

COMPUESTO T.c.(°C)  T.m. (°C)
Salde (+)-PE5b  275.80 302.04
(+)-PE5b - 80.58Y 306.70
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Figura 44. Termogramas de DSC con doble barrido de temperatura para: a) sal de (+)-
PE5b y b) (+)-PE5b.

Los analisis de caracterizacion como IR, polarimetria y RMN sélo fueron posibles para la
sal de (+)-PE5b debido a que la diamina es poco estable al ambiente. En la figura 45 se
encuentra el espectro IR de la sal de (+)-PE5b, encontrando las siguientes bandas: a
3454 y 2857 cm! se encuentran dos bandas agudas e intensas, pertenecientes a las
vibraciones de estiramiento simétrico del grupo N-H* libre y asociado a hidrégenos
respectivamente, también aparecen dos bandas agudas con intensidad media (1571 y
1481 cm), caracteristico de las sales de aminas, siendo la primer sefial referente a la
tension simétrica y la otra a la tension asimétrica del enlace NH*, las sefiales a 1043 y 989
cml, corresponde a las sefiales de vibracion de enlace simétrico dentro del plano del C-N,
pertenecientes a los dos grupos aminos protonados, los cuales se encuentran
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desplazados por el anion bromuro; por ultimo las 2 bandas con intensidad media y
cercanas (761 y 695 cm™?) referentes a las vibraciones del enlace C-H de los anillos
aromaticos indicando la monosustitucion de estos. Los espectros de (£)- y (-)-PE5b no se
muestran porgque son idénticos al de (+)-PE5b.
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Figura 45. Espectro IR de la sal de (+)-PE5b.

La sal obtenida en esta etapa fue disuelta en agua, esto con el fin de realizar la medicion
de la actividad éptica en un polarimetro garantizando la formacion de un enantimero, de
acuerdo a la tabla 30 se encontr6 que la rotacion especifica de la sustancia es positiva y
fue hallada utilizando la férmula de la ecuacion 2, involucrando principalmente la rotacion
observada y la concentracion de la muestra; esto indica que la sal rota el plano de luz
polarizada hacia la derecha, siendo coherente con el proceso llevado en la etapa 3, ya
que este compuesto fue obtenido a partir de (+)-PE2b el cual también presentaba un valor
positivo de rotacion especifica, debido a que este compuesto presenta un valor de
rotacion especifica distinto de cero y con signo positivo, seria un (+)-enantibmero, se
asume que la sal (-)-PE5b presente el mismo valor pero con signo contrario. El dato de
[a]3° de esta sustancia no fue posible compararla ya que no hay reportes en la literatura
del dibromuro de R,R-(+)-DFEDA.
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Tabla 30. Datos de rotacion especifica de la sal de (+)-PE5b.
SUSTANCIA [Jg/mL DISOLVENTE n a +s (%CV)* [a]?’ +5 (%CV)

Sal de (+)-PE5b 0.0430 Agua 5 +0.15+ 4.0E-04 (0.26) +3.49 +0.09 (2.58)
n = grados de libertad, s = desviacién estandar, %CV = % Coeficiente de variaciéon, a = Rotacién optica
observada, [a]3° = Rotacion especifica calculada. * Los datos se encuentran ya corregidos con los valores
arrojados del disolvente como blanco.

En el espectro proténico de la sal de (+)-PE5b se encuentran cuatro regiones
representadas como |, Il, Il y IV (ver figura 46). El andlisis de estas regiones arrojaron los
resultados que se reportan en la tabla 31, a campo alto se observa la sefial singlete de la
primera regién correspondiente a la sefial del disolvente utilizado, en este caso metanol
deuterado (CD3;0D); ademas esta sefial, posiblemente se encuentra solapadando la sefal
del grupo amino protonado (NH*), la sefial de la regién Il (campo alto), pertenece al
protén del grupo metino (-CH-) el cual se encuentra desplazada a campo alto debido a la
cercania de los anillos aromaticos presente en la molécula ademés del grupo NH* vy el
bromo, Las sefiales de las regiones Il y IV corresponden a los protones de un anillo
aromatico monosustituido (Ar-H), la sefial doblete con desplazamiento de 5.80 ppm
(region 111) pertenece a los protones que se encuentran mas cerca del enlace -CHNH*Bry
el multiplete de la sefial de la regién IV corresponden a los protones restantes del anillo
aromatico, completando los 5 protones de un anillo aromatico monosustituido.

Tabla 31. Resultados del espectro RMN-'H de la sal de (+)-PE5b.

REGION INTEGRACION ANALISIS &

I 3.31 ppm (CDsOD)

Il 1.00 3.65 ppm (s, 1H, -CH-)

1l 1.96 5.80 ppm (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar-H)
v 2.96 6.05-5.91 ppm (m, 3H, Ar-H)

En el espectro de RMN-*3C (figura 47) se observan 5 sefiales representadas con letras (a-
e), el andlisis de estas sefiales arrojaron los resultados que se registran en la tabla 31. A
campo bajo se observan 4 sefiales de carbono que corresponden a un anillo aromético,
siendo un poco desplazadas a campo alto, posiblemente a la cercania que estos tienen
con el grupo —CHNH*Br, la sefial a 129.2 ppm pertenece a un carbono cuaternario,
debido a que este presenta el mayor desplazamiento entre los cuatro, hecho que se
corrobora con el espectro DEPT (figura 48) ya que la sefial se desaparece, indicandonos
gue se trata del carbono de un anillo aromatico monosustituido. Las sefiales restantes de
esta region pertenecen a los carbonos metinicos del anillo aromético (=CH-), siendo estos
las sefiales de los carbonos a, b y c los cuales presentan desplazamientos de 126.8,
128.0 y 128.9 respectivamente. La sefal a 55.4 ppm corresponde a la sefial de un
carbono metinico (-CH-) de un compuesto alifatico el cual se asigné con la letra e en la
molécula del dibromuro de DFEDA.
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Figura 46. a) Estructura del dibromuro de R,R-(+)-DFEDA. b) Espectro RMN-'H para la
sal de (+)-PE5b en metanol deuterado.

Tabla 32. Resultados del espectro RMN-13C normal y DEPT de la sal de (+)-PE5b.
CARBONO NORMAL & DEPT 1358

a 126.8 ppm 126.8 ppm
b 128.0 ppm 128.0 ppm
c 128.9 ppm 128.9 ppm
d 129.2 ppm ---

e 55.4 ppm 55.4 ppm

Las sefiales tanto de proton como de carbono, observadas en las tablas 31 y 32
respectivamente se correlacionaron analizando los datos del espectro bidimensional
HMBC (figura 48), donde con base a sus desplazamientos quimicos se asignaron el tipo
de carbono y la ubicaciéon de estos dentro de la molécula, obteniendo sefiales de carbono
alifaticos como el carbono metinico (-CH-) representado como e, sefiales de carbonos
perteneciente a un grupo aromatico (=CH-) representados como a, b y c, igualmente se
corroboré que el carbono cuaternario (=C<) no tiene relaciéon con ningln proton. En este
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espectro se detalla ademés las correlaciones que tienen los carbonos con los protones
adyacentes a éste. Por otro lado el carbono metinico alifatico con desplamiento de 55.4
ppm debe estar unido a un grupo alquilico determinado, como en los espectros RMN-H y
-13C no se observan otro tipo de sefales se asume que éste esta unido a otro grupo
metinico alifatico, el cual se debe encontrar enlazado a un anillo aromatico, indicando que
la molécula es simétrica.
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Figura 47. Espectro RMN-3C de la sal de (+)-PE5b en metanol deuterado: a) espectro

normal y b) espectro DEPT 135.
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Aunque los datos anteriores no fueron posibles compararlos por carencia de reportes del
dibromuro de DFEDA, se puede asegurar que el compuesto precursor de la sal de (+)-
PE5b es la DFEDA, ya que los datos iniciales del (+)-PE5b como solubilidad y punto de
fusién determinado por DSC son consistentes con lo que se reporta en la literatura para la
R,R-(+)-DFEDA. [63] De acuerdo a esto y a los datos obtenidos en la tabla 26, se tiene
gue en esta investigacion se obtuvo mejor conversion (= 91%) de la DFEDA cuando se
utilizé una relacién 1:3 de la mezcla de acidos (acac glacial/ HBr 48%, respectivamente)
siendo casi el doble de lo que reporta Braddock (49%), [63, 64] cabe destacar que
Braddock sintetiza las diaminas utilizando una relacién 1:2 de la mezcla de &cidos, dando
una nueva alternativa para sintetizar diaminas quirales en alto rendimiento, ademas la
metodologia empleada para la sintesis de esta diamina es menos rigurosa puesto que se
necesita menos tiempo de reflujo (24 h) para llevar a cabo la desproteccién de la diamida
y menos tiempo en la precipitacion de la mezcla de reaccion para realizar la neutralizacion
de la sal formada, la nueva alternativa es mucho mas eficiente que lo que se reporta en la
literatura. [63]
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Figura 48. Espectro HMBC de la sal de (+)-PE5b.
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El mecanismo de reaccion en la formacion de la DFEDA se encuentra en el esquema 24,
donde la solucién acida hidroliza a los grupos diamidas produciendo sales de diaminas y
por medio de una neutralizacion la respectiva diamina. Este proceso se realiza en dos
etapas, primero se lleva a cabo la protonacion del grupo carbonilo para activarlo frente a
los ataques nucleofilicos del agua del medio de reaccion obteniendo un intermedio
tetraédrico, en la segunda etapa la protonacién del grupo amino permite que se elimine la
amina correspondiente, al finalizar dicha reaccion se produce la sal de la diamina, acido
acético y acido benzoico. Al realizar el primer filtrado se elimina el &cido acético el cual es
soluble en la solucién, luego al disolver en agua el producto impuro se solubiliza la sal de
la diamina, quedando como residuo el acido benzoico, posteriormente este es eliminado
cuando se realiza la segunda filtracion, como el acido benzoico presenta algo de
solubilidad en el agua, se eliminan trazas de este al lavar con éter etilico, obteniendo
finalmente la sal de la diamina libre de impureza. En el proceso final, la neutralizacién de
la sal genera bromuro de sodio que es soluble en agua y la diamina correspondiente,
siendo esta Ultima extraida con diclorometano.

a)
H H
o)> o) HO™) (o' HO OH HO OH
>—NH NH—/(P NH NH—-/(Ph ﬁ? NHA, ——NH NH7Q + 2H;0"
> . H,0 0 /
PR Ph JPh PhQ « pn’ PR} AR
H,0 H,0 H,0 H,0
b
) Ph Ph .
H H Br Br
HO ¥ OH H,N NH 0] 0 H3N NH
%—NH E\IH—//\ Ss HOD%N,J NH+Q)H e ? ’ S /U\ + M+ 3> = ’
HO )~ o PN o >_/2 /A >ph OH+‘/ \+HO OH =~ Ph OH =y pn
Ph"  Ph o O PR J
Ph OH HO™ ~Ph
c)

+ - _ - - +
Na HO Br Br HO Na

NS HNT NHy < H,N

Ph Ph Ph Ph

NH ]
2 4 H,0+ 2 Na'Br

4
<

Esquema 24. Mecanismo de reaccién en la formacion de DFEDA y su respectiva sal: a)
adicién de agua (nucledfilo) catalizada por un acido, b) eliminacién del ion diamino (grupo
saliente) catalizado por acido y c) neutralizacion de la sal de dibromuro de DFEDA.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Este trabajo de sintesis fue realizado en 5 etapas, obteniendo productos intermediarios
como Hidrobenzamida (PE1), Amarina (PE2a), Isoamarina (PE2b), lofina (PEZ2c),
Mandelato de Isoamarina (PE3b) y N-acetil-N"-benzoil DFEDA, los cuales se
caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas como UV, IR, DSC y propiedades
fisicas como punto de fusion y solubilidad. De igual forma se obtuvieron las diaminas
quirales (+)-(1R,2R)- y (-)-(1S,2S)-DFEDA ((+)- y (-)-PE5b) caracterizadas en forma de
sales de bromuro, utilizando las técnicas espectroscopicas anteriores y ademas RMN
unidimensional como *H y 13C (normal y DEPT 135) ademas de RMN bidimensional como
el HMBC y finalmente polarimetria.

El mayor porcentaje de conversion para la hidrobenzamida (95,63%) se obtiene, cuando
se realiza la reaccion utilizando isoPrOH como disolvente, con una mezcla de NH,sOH y
NH4CI (buffer) a un tiempo de 24 horas, siendo el compuesto principal el benzaldehido.

La transformacion quimica de la hidrobenzamida produce Amarina, Isoamarina e lofina,
siendo el compuesto mayoritario la Isoamarina, obteniendo porcentajes de conversién del
99,10% al utilizar el método A (THF como disolvente y TerBuOK como base) y 95,63 %
con el método B (DMSO como disolvente y KOH como base).

La separacion de los enantiomeros de la isoamarina, empleando la técnica de resolucion
Optica fraccional, a través de los enantidmeros del agente de resolucion de AM, no se ve
alterada en el resultado final por el orden de adicion de dichos agentes. De igual forma, la
metodologia reportada por Braddock y modificada durante la presente investigacion,
permitié un mayor porcentaje de conversion para el primer mandelato obteniendo un 90%.
Se obtuvieron valores de actividad éptica de +129.41 y +47.17 para (+)-mandelato de
isoamarina e (+)-Isoamarina respectivamente, siendo cercanos a los valores tedricos
([a]3° = +128 y +46).

En la cuarta etapa se encontré que la formacién de las diamidas es posible, llevando a
cabo 3 horas de acetilacion y 2 horas de hidrdlisis, obteniendo porcentajes de conversion
del 90.07%, 86.17% y 85.33% para (x)-diamida, (+)-diamida y (-)-diamida
correspondientemente, siendo menor que lo reportado por Braddock (95% para (-)-
diamida).
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En la obtencién de las diaminas, se encontré6 que la mayor conversion se consigue,
cuando se realiza la desproteccion de las diamidas utilizando una mezcla entre acido
acético glacial y acido bromhidrico al 48% en una relacién 1:3 respectivamente y a un
tiempo de 24 horas, obteniendo = 92% de conversion, siendo una metodologia eficiente
puesto que Braddock y otros autores reportan 49% de conversion cuando utilizan una
relacion 1:2 de la mezcla de acidos anteriormente mencionadas a 24 horas de reaccion,
este valor fue corroborado cuando se realizé la reaccion a estas mismas condiciones.

Las diaminas obtenidas son bastante inestables, puesto que cambian de coloracién al
estar en contacto con el aire del medio ambiente, hecho que se corroboré cuando se
realizé6 DSC, ya que en este se observan dos puntos de fusién, uno perteneciente a la
diamina y la otra a la diamina oxidada; por lo cual fue necesario llevar a cabo los andlisis
respectivos de las sales de dichas diaminas, debido a su estabilidad.
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Para la sintesis de la hidrobenzamida es necesario que el benzaldehido a utilizar, se
destile y se almacene hasta por un periodo de 24 horas previo a su utilizacién, evitando
de esta forma purificacion por columna del producto final de sintesis. La hidrobenzamida
una vez sintetizada y recristalizada, se debe almacenar en un recipiente color &mbar y
con flujo de nitrégeno puesto que es bastante inestable a la humedad y a la luz.

Para la sintesis de la isoamarina los disolventes (THF y DMSOQO) utilizados deben estar
recientemente destilados y secados puesto que la reaccidén no es posible en presencia de
agua.

Debido a todo el proceso que se lleva a cabo en la sintesis de isoamarina utilizando como
disolvente THF, se recomienda realizar la reaccion utilizando DMSO ya que es una
metodologia ecolégicamente amigable, puesto que se minimiza tiempo en todo el proceso
empezando desde el tratamiento previo de secado del disolvente hasta la utilizacion del
mismo para la obtencion del compuesto final, de esta forma se evita gastar muchos
reactivos en el secado.

La purificacion de la isoamarina, sea por columna o por cristalizacién se debe realizar en
un lugar donde no haya radiacién de luz UV o en su defecto se debe cubrir con papel
aluminio los recipientes utilizados (columna cromatogréfica, beaker); puesto que este
compuesto se isomeriza con facilidad formando amarina, siendo imposible la purificacién
del mismo.

Realizar la conversién de la isoamarina utilizando el método B pero realizando la reaccion
a una temperatura directa de 130 °C por un tiempo de 2 horas, esto con el fin de verificar
si se puede minimizar el tiempo de la reaccion y obtener el producto final al no realizar la
reaccién por etapas.

Verificar si la conversién de los mandelatos se pueden aumentar variando el disolvente
utilizado ya sea este EtOH, MeOH y a su vez variar el tiempo de reflujo de la reaccion.

Realizar la sintesis de diferentes diaminas quirales utilizando como compuestos de partida
derivados del benzaldehido.
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CAPITULO 7. ANEXOS

ANEXO 1. Purificacion de disolventes y reactivos (seccion experimental)

En el caso de los disolventes anhidros, utilizados para llevar a cabo reacciones bajo
atmosfera inerte (nitrégeno), fueron tratados y secados antes de ser usados, segun los
procedimientos que a continuacion se detallan:

7.1. TETRAHIDROFURANO (THF): [77]

7.1.1. Prueba de peréxidos.

Se realizé la prueba de peréxidos a un blanco (H20), un patrén (solucién de H20; al 4%
v/v) y al THF utilizado para la reaccion de sintesis. Se tomé 1 mL de cada muestra y se
adicioné lentamente, a un tubo de ensayo cargado previamente con una mezcla de 1 mL
de acido acético glacial y 0.1 g de KI, mezclando continuamente hasta homogenizacién de
la mezcla. Posteriormente se realizé la comparacion respectiva con el blanco. Este
procedimiento se hizo antes y después de realizar la eliminacién de peréxidos.

7.1.2. Eliminacion de peréxidos.

Para la eliminacién de peréxidos, se realizé reflujo por 30 min a una solucion al 0.5% de
CuCl en THF, luego se destilé la mezcla resultante, el destilado obtenido fue almacenado
en un balén forrado con papel aluminio, tapado y guardado fuera del alcance de la luz.

7.1.3 Presecado.

El presecado se realiz6 con lentejas de KOH al 85% de pureza por 24 h. Preparando una
solucién de KOH al 1% en THF. El sobrenadante se retird por decantaciéon y se almaceno
fuera del alcance de la luz.

7.1.4. Secado.

Se prepard una solucién de sodio metalico al 1% (activado previamente con tolueno en
ebullicién) en THF y se procedioé a realizar reflujo, con un equipo totalmente cerrado
cargado con trampa de CacCls, por un tiempo de 3 h. Al paso de este tiempo se adiciono
benzofenona (0.2%) aumentando 2 h mas de reflujo, tiempo en el cual la solucion se torna
azul oscuro. Posteriormente y de manera rapida, se cambié el montaje para realizar la
destilacion del disolvente (equipo montado también con trampa de CaCl,), se recogio el
destilado en un balén cubierto con papel aluminio y cargado previamente con tamiz
molecular de 4 A, se tapd con setump y se almacend fuera del alcance de la luz y bajo
atmosfera inerte.
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7.2. DIMETILSULFOXIDO (DMSO):

El DMSO anhidro, fue previamente purificado por congelacién parcial, aproximadamente a
10 °C. [78] Proceso que se hizo dentro de una nevera, por un tiempo de 12 h. una vez
pasado este tiempo se elimind el sobrenadante por decantacién. El sélido formado se
llevé a temperatura ambiente (liquido) y se almacend en un balén bajo atmdsfera inerte,
este procedimiento fue realizado justo antes de la utilizacion del disolvente.

7.3. REACTIVOS.

Por la facil oxidacion de los aldehidos en contacto con el aire, fue necesario realizar la
destilacion del benzaldehido por 3 veces consecutivas. La destilacion fraccionada fue
realizada a presion reducida, asistida por una bomba de vacio modelo ME1 (Vaccubrand,
Wertheim, Alemania) (ver montaje en la figura 49). Por otro lado, por la alta pureza que
presentan cada uno de los enantidmeros del 4cido mandélico, no se le realizaron, ningln
tipo de purificacion.

Figura 49. Destilacién fraccionada del benzaldehido. a) Montaje b) benzaldehido
purificado.

131



CAPITULO 7. ANEXOS

ANEXO 2. Purificacion de disolventes y reactivos (resultados y andlisis)

7.4. TETRAHIDROFURANO (THF).

El THF es un disolvente higroscépico, miscible con el agua en todas sus proporciones y
en presencia de la luz junto con el oxigeno, forma rapidamente (en 1 o en 2 dias) muchos
peroxidos. [79] Como resultado de esto el THF no debe ser destilado a sequedad, ya que
puede dejar un residuo altamente explosivo. Debido a lo anterior antes de llevarse a cabo
el secado del disolvente, fue necesario realizar la eliminacion de este tipo de compuestos,
corroborando la existencia de estos con un test de peroxidos antes y después de la
reacciéon de eliminacién (ver figura 50).

a)

o_ 0 o ¢
——
; / Luz Q/
THF

Peréxido de THF

Figura 50. a) Formacion de perdxido de THF. Test de perdxidos: b) antes y ¢) después de
la eliminacion de peréxidos.

Al realizar el test antes de la eliminacion de peroxidos, se observa que la prueba es
positiva para estos compuestos, ya que la coloracion de esta solucién es naranja (ver
figura 50b) ademas, al ser comparada con el blanco (H20) y con el patrén (H2O2 4%) nos
indica la presencia de baja concentracion de los mismos (< 4%), los cuales podrian
producir reacciones colaterales a la hora de utilizarlo como medio de reaccion ya que es
un potente agente oxidante, ademas de llegar a ser explosivo en el momento del secado
del disolvente. Una vez corroborado la presencia de peréxidos se realiz6 la eliminacion de
los mismos, utilizando CuCl, pasado el tiempo de reflujo de la reaccion, el producto
obtenido fue destilado, realizando nuevamente el test de perdxidos, indicando que dichos
compuestos han sido eliminados del disolvente, ya que la coloracion de la solucién es
igual a la del blanco (ver figura 50c).

En la reaccion llevada a cabo para la prueba de peroxidos, los iones yoduro (I)
proveniente del yoduro de potasio (KI) son oxidados por la accion del peréxido de
hidrogeno (H202) en medio acido (4cido acético glacial) produciendo yodo molecular (l2) y
a su vez ion triyoduro (I3); esto se corrobora con el cambio de coloracion de la solucion,
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pasando de incoloro a marrén, en este proceso se realiza la descomposicion de los
peréxidos, produciendo también agua [80], dicha reacciones se pueden observar en las
siguientes ecuaciones:

217 @) + 2H+(ac)+ HZOZ(ac) - Iz(ac)+ 2H,0(, Ecuacion 3
I"(qe) + IZ(ac) - I3 Ecuacion 4

La reaccién para los posibles peroxidos de THF, se plantea en la ecuacion 5.

Ecuaciéon 5

OH
o_ ¢ _ . 0
Q/+2I+4H —= ()t + 2O

Una vez formado el yodo molecular, reacciona de la misma manera que en la ecuacion 4.
En el procedimiento de eliminacion de peréxidos, la reaccién es llevada por via radicales
libres, en el cual puede estar presente o no, un donor de protones, estabilizando
finalmente los oxiradicales formados. La reaccion general, es la siguiente: [81]

X00Y + cu! - XO0- + vyocu!! Ecuaciéon 6
X0+ RH - XOH + R- Ecuacion 7
R- + YOCu"" —» ROY + Ccu' Ecuacién 8

Suponiendo que X es todo el cuerpo del THF, Y es hidrogeno, RH es agua y observando
las ecuaciones anteriores se tienen que en la ecuacion 7 se produciria hidroxi-THF, en el
cual, el agua donaria un protén estabilizando el oxiradical de THF formado. EI ROY
(H203) producido en la ecuacién 8, se descompone de forma inmediata por la siguiente
ecuacion:

H,0, + Cu! + 2H* - cu'! + 2H,0 Ecuacién 9

Finalmente la baja concentracion de perédxidos en el THF son eliminados, mediante las
reacciones de las ecuaciones anteriores. Al destilar el disolvente, las impurezas son
retiradas, obteniendo THF libre de peroxidos. Parte de los residuos obtenidos
presentaban una coloracion café, esto posiblemente se deba a la formaciéon de 6xido de
cobre en el medio de reaccién, ya que la reaccion no fue aislada del oxigeno presente en
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la atmdsfera. Por otro lado el estado de oxidacién del cobre (Cu?*), fue corroborado con la
adicién de agua, presentando la solucién una coloracién azul clara (ver figura 51).

Figura 51. Eliminacion de peréxidos de THF. a) Reflujo, b) destilado, ¢) y d) residuos.

Una vez obtenido el THF libre de perdxidos, se almacen6 en un balén que contenia
lentejas de KOH y se procedié a cubrirlo con papel aluminio para evitar que la luz
provocara la formacién de nuevos peréxidos, ademads se mantuvo con una presion
positiva de nitrégeno aislandolo del oxigeno presente en el ambiente. EI KOH no solo
destruye los peroxidos que se hayan formado sino que también actia como un potente
desecante (ver figura 52a). [82]

Figura 52. Proceso de presecado. a) 0 hy b) 24 h.

Una vez realizado el proceso de presecado, se observa que las lentejas de KOH se
encontraban hinchadas y de color naranja (ver figura 52b), esto se debe a que el KOH
habia adsorbido parte del agua soluble en el disolvente y posiblemente la coloracién se
deba a impurezas presentes en el THF, ya sea por que hayan pasado durante las etapas
anteriores o por la formacién de nuevos peréxidos.
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Para la eliminacion total del agua, peréxidos y del oxigeno, el THF fue sometido a reflujo
con sodio metalico por 3 h, en este tiempo el agua presente en el disolvente reacciona
con el sodio metalico produciendo NaOH, como se muestra en la ecuacion 10

Na + H,0 - NaOH + 1/,H, Ecuacién 10

Al terminar este tiempo de reflujo, se adiciond otra cantidad de sodio metalico activado y
benzofenona, el sodio actia sobre ésta formando un anién radical conocido como cetil
benzofenona 85 (ver figura 53) el cual es soluble, reaccionando rapidamente con el agua
y el oxigeno disueltos en el disolvente, el cetilo es formado por la reduccion de un electrén
del grupo carbonilo de la benzofenona. A medida que transcurre el tiempo de reaccion
una vez adicionado el indicador de humedad, la solucibn cambia de coloracion,
presentando tonalidades entre amarillo y azul. La coloracion azul intensa de la solucion
indica cuantitativamente las condiciones anhidras y libres de oxigeno. De acuerdo a la
literatura, después de un determinado tiempo de manifestarse las condiciones anhidras, la
benzofenona empieza a descomponerse, produciendo benceno como residuo principal
(=150 ppm) y muchos compuestos mas, los cuales han sido determinados por GC/MS,
mostrando compuestos como 86, 87, 88, 89, 90 91 y 92, estos se forman por algun tipo
de reaccién de radicales libres con los radicales fenilos. [83] Este hecho fue corroborado
con el cambio de la coloracion de azul intenso a un azul mas claro (ver figura 54).

o o
A) & -~ &
U 00
To OO,
B) 87 Q 88
6 ©/OH ©/cr|o @OH
89 90 91 92

Figura 53. A) Radical cetil benzofenona. B) Descomposicion de la benzofenona.
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Figura 54. Proceso de secado del THF. a) Reflujo 1 h sin benzofenona, b) reflujo 3 h con
benzofenona, c) reflujo 5 h con benzofenona, d) destilacion de THF y e) mantenimiento
del secado de THF en N..

7.5. DIMETILSULFOXIDO (DMSO).

El DMSO es un disolvente higroscopico, siendo su principal impureza el agua, para su
secado, no se utilizé ningun tipo de reactivo, sino el método de criogenizacion,
sometiendo el disolvente a refrigeracion (=10 °C), a esta temperatura el DMSO cristaliza y
las impurezas como el agua permanecen en solucién, siendo facilmente eliminadas por
decantacién (ver figura 55). [78]

H.O en
solucioén

DMSO
cristalizado

Figura 55. Proceso de secado de DMSO por criogenizacion. Tiempo de secado: a) 0 hy
b) 12 h.
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7.6. REACTIVOS.

El benzaldehido es un reactivo que se oxida facilmente con el oxigeno del ambiente,
formandose trazas de acido benzoico, este Ultimo fue eliminado de la muestra por medio
de tres destilaciones fraccionadas consecutivas, siendo corroborado por CCF, donde el
benzaldehido puro (BP) fue comparado con una muestra de benzaldehido impuro (Bl). El
acido benzoico una vez retirado del benzaldehido fue purificado por sublimaciéon para ser
usado en otras investigaciones (ver figura 56a).

Figura 56. a) Proceso de purificacion del acido benzoico. CCF en la purificacion del
benzaldehido: b) Revelado bajo luz UV a 254 nm. b) Revelado con DNFH.

En la figura 56b se observa que antes de la purificacién del compuesto (Bl), existe la
presencia de dos manchas, la de mayor Rf (0.48) es perteneciente al benzaldehido, el
cual reacciona con la DNFH provocando una coloracién naranja intensa producto de la
formacion de la hidrazona de benzaldehido (gréafica 56c¢) y la de menor Rf (0.12) al 4cido
benzoico, el cual no se revela con DNFH. El compuesto de menor Rf es afin a la fase
estacionaria (silica), por su naturaleza polar (-COOH), el compuesto que presenta mayor
Rf es afin con la mezcla de eluyente (acetato de etilo/ isooctano, 1/9) siendo menos polar
por la funcién aldehido (-CHO). Una vez realizada la purificacion (BP), se observa, en la
placa revelada con lampara una mancha, siendo esta perteneciente al benzaldehido.
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ANEXO 3. Realizacion de Supuestos y prueba de Tukey para la conversion de PEL.

Tabla 33. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks.

ESTADISTICA
DISOLVENTE BUFFER 9h 24 h 36 h
n W* p n W* n W* p
Sin disolvente No 3 1,00 0.926
MeOH No 3 100 >0999 3 089 0361 3 099 0.781
EtOH No 3 09 0639 3 087 029 3 0.99 0.844
PrOH No 3 099 0781 3 099 0781 3 098 0.723
isoPrOH No 3 100 0877 3 089 0361 3 1.00 0.902
BuOH No 3 09 0581 3 099 0781 3 0.96 0.639
EtOH Si 3 099 0823 3 098 0699 3 0.96 0.639
PrOH Si 3 090 038 3 095 0566 3 0.94 0.535
IsoPrOH Si 3 100 >0999 3 099 0.781 3 0.87 0.296
n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D).
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Figura 57. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de PEL.

Tabla 34. Prueba de Tukey para disolventes.

DISOLVENTE MEDIAS n E.E. p-Valor
Sin Solvente 75.33 3 032 A
BuOH 78.27 9 0.19 B
MeOH 89.31 9 0.19 C
EtOH 91.97 18 0.13 D
PrOH 92.03 18 0.13 D
isoPrOH 93.07 18 0.13 E

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Tabla 35. Prueba de Tukey para buffer.
BUFFER MEDIAS n E.E. p-Valor
No 87.42 48 0.08 A
Si 93.53 27 0.11 B
Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 36. Prueba de Tukey para tiempo.
BUFFER MEDIAS n E.E. p-Valor

36 89.05 27 0.11 A
9 89.51 24 0.11 B
24 90.37 24 0.11 C

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 37. Prueba de Tukey para interacciones entre disolvente y tiempo.

DISOLVENTE TIEMPO (h) MEDIAS n E.E. p-Valor
Sin solvente 36 75.33 3 032 A
BuOH 9 7757 3 0.32 B
BuOH 24 78.37 3 0.32 B
BuOH 36 7887 3 0.32 B
MeOH 9 88.60 3 0.32 C
MeOH 24 88.60 3 0.32 C
MeOH 36 90.73 3 0.32 D
PrOH 9 9157 6 0.23 D
EtOH 9 91.63 6 0.23 D
isoPrOH 9 91.77 6 0.23 D
EtOH 36 92.10 6 0.23 D
PrOH 24 92.10 6 0.23 D
EtOH 24 92.18 6 0.23 D
ProOH 36 9243 6 0.23 D E
isoPrOH 36 93.72 6 0.23 E
isoPrOH 24 93.72 6 0.23 E

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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ANEXO 4. Realizacién de Supuestos y prueba de Tukey para la conversion de PE2b.

Tabla 38. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks.

T. (°C) [t. (h)]

*

DSte Base Paso 1 Paso 2 " W P
THF KOH 63 [3] 3 1.00 >0.9999
THF NaOH 63 [3] 3 1.00 0.9157
THF Terc-BuOK 63 [3] 3 1.00 >0.9999
DMSO KOH 50 [2] 130 [4] 3 0.78 0.0680
DMSO NaOH 50 [2] 130 [4] 3 0.99 0.8232
DMSO Terc-BuOK 50 [2] 130 [4] 3 0.99 0.8270
DMSO KOH 50 [2] 130 [2] 3 0.96 0.6394
DMSO KOH 50 [2] 130 [6] 3 0.92 0.4628
DMSO KOH 50 [2] 110 [2] 3 0.98 0.7232
DMSO KOH 50 [2] 150 [2] 3 0.96 0.6394

n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D). DSte = disolvente, T. =
temperatura, t. = tiempo

RODUO_COMNVERSION
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Figura 58. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de PE2b.

Tabla 39. Prueba de Tukey para base (método A).

BASE MEDIAS n E.E. p-Valor

KOH 9730 3 026 A

NaOH 9757 3 026 A
Terc-BuOK  99.10 3 0.26 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Tabla 40. Prueba de Tukey para base (método B).

BASE MEDIAS n E.E. p-Valor
Terc-BuOK 9227 3 088 A

NaOH 9473 3 088 A

KOH 95.63 3 0.88 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 41. Prueba de Tukey para tiempo (método B).

TIEMPO (h)
1PASO  2PASO  MEDIAS n EE. p-Valor
2 2 95.53 3 052 A
2 4 95.63 3 052 A
2 6 95.40 3 052 A

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 42. Prueba de Tukey para temperatura (método B).

TEMPERATURA (°C)
1PASO  2PASO

MEDIAS n E.E. p-Valor

50 110 95.83 3 0.15 A
50 130 95.53 3 0.15 A
50 150 95.83 3 0.15 A

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 43. Prueba de Tukey para disolventes entre los dos métodos.

DISOLVENTE MEDIAS n E.E. p-Valor
DMSO 95.00 21 029 A
THF 97.99 9 0.45 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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ANEXO 5. Realizacion de Supuestos y prueba de Tukey para la conversion de (+)-y (-)-
PE3b y recuperacion de (+)- y (-)-PE2b.

Tabla 44. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks para la conversién de (+)- y (-)-PE3b.
METODO ADICION DE AR MANDELATO n W* p-Valor

Brimero (S)-(+)-AM (+)-PE3b 3 096 0.6394
(R)-(-)-AM (-)-PE3b 3 0.99 0.7806
Segundo (R)-(-)-AM (-)-PE3b 3 099 0.7806
(S)-(+)-AM (+)-PE3b 3 0.92 0.4628

n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D).
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Figura 59. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de la
conversion de (+)- y (-)-PE3b.

Tabla 45. Prueba de Tukey para los dos métodos, en la conversion de (+)- y (-)-PE3b.
METODO ADICION DE AR MANDELATO MEDIA n E.E. p-Valor

Primero (R)-(-)-AM (-)-PE3b 7847 3 038 A
Segundo (S)-(+)-AM (+)-PE3b 7893 3 038 A
Primero (S)-(+)-AM (+)-PE3b 90.70 3 0.38 B
Segundo (R)-(-)-AM (-)-PE3b 89.90 3 0.38 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Tabla 46. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks para la recuperacion de (+)- y (-)-PE2b

ENANTIOMERO n W* p-Valor
(+)-PE2b 4 0.98 0.8900
(-)-PE2b 4 0.98 0.8740
n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D).
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Figura 60. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de la
recuperacion de (+)-y (-)-PE2b.

Tabla 47. Prueba de Tukey en la recuperacién de (+)- y (-)-PE2b.

ENANTIOMERO MEDIAS n E.E. p-Valor

(-)-PE2b 95.08 4 024 A
(+)-PE2b 9743 4 0.24 B
Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (p>0.05).
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ANEXO 6. Realizacion de Supuestos y prueba de Tukey para la conversion de (+)-PE4b,
(+)-y (-)-PE4b.

Tabla 48. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks.

COMPUESTO BASE _ ACETILACION HIDROLISIS Al n W* p-Valor
(+)-PE4b AcONa 2 2 No 3 0099 0.8648
(+)-PE4b AcONa 3 2 No 3 0096 0.6394
(+)-PE4b AcONa 4 2 No 3 0094 05219
(+)-PE4b AcONa 6 2 No 3 1.00 0.9318
(+)-PE4b AcONa 3 3 No 3 1.00 0.9018
(+)-PE4b AcONa 3 4 No 3 099 0.7698
(+)-PE4b AcONa 3 6 No 3 099 0.8648
(+)-PE4b AcONa 3 2 Si 3 0.82 0.1575
(+)-PE4b Py 3 2 No 3 087 0.2822
(+)-PE4b AcONa 3 2 No 3 090 0.3962
(-)-PE4b AcONa 3 2 No 3 082 0.1734

n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D), A.l. = atmdsfera inerte, Py =
piridina
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Figura 61. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de PE4b.
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Tabla 49. Prueba de Tukey para el tiempo de acetilacion e hidroélisis en la conversiéon de
(2)-PE4b, utilizando AcONa como base y sin atmésfera inerte.
ACETILACION HIDROLISIS MEDIAS n E.E. p-Valor

6 2 54.57 3 112 A

3 6 70.33 3 112 B

4 2 79.30 3 112 C

3 3 82.47 3 1.12 C

3 4 82.67 3 112 C

2 2 84.33 3 112 C

3 2 90.07 3 112 D

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 50. Prueba de Tukey para bases y atmdsfera inerte en la conversion de (x)-PE4b.
BASE ACETILACION HIDROLISIS A.l. MEDIAS n E.E. p-Valor

AcONa 3 2 No 90.07 3 0.71 A
AcONa 3 2 Si 8840 3 0.71 A
Py 3 2 No 90.57 3 0.71 A

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 51. Prueba de Tukey para las conversiones de ()-PE4b, (+)-PE4b y (-)-PE4b,
utilizando como base AcONa y sin atmdésfera inerte.
COMPUESTO ACETILACION HIDROLISIS MEDIAS n E.E. p-Valor

(-)-PE4b 3 2 8533 3 055 A
(+)-PE4b 3 2 86.17 3 055 A
(+)-PE4b 3 2 90.07 3 0.55 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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ANEXO 7. Realizacion de Supuestos y prueba de Tukey para la conversion de (+)-PE5Db,
(+)-y (-)-PE5b.

Tabla 52. Prueba de Normalidad de Shapiro Wilks.

COMPUESTO RELACION DE ACIDOS TIEMPO (h) n W* p-Valor
(£)-PE4b 1:1 24 3 0.91 0.4070
(£)-PE4b 1:2 24 3 0.82 0.1575
(£)-PE4Db 1:3 24 3 1.00 0.9461
(£)-PE4Db 1:3 48 3 0.91 0.4213
(+)-PE4b 1:3 24 3 0.85 0.2333
(-)-PE4b 1:3 24 3 0.89 0.3490

n = grados de libertad, W* = estadistico, p valor (unilateral D).
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Figura 62. Residuos Vs predicho para determinar homogeneidad de varianzas de PE5b.

Tabla 53. Prueba de Tukey para la relacién de acidos.

RELACION DE ACIDOS TIEMPO REFLUJO (h) MEDIAS n E.E. p-Valor
1:2 24 4840 3 087 A
11 24 48.67 3 087 A
1:3 24 91.87 3 0.87 B

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Tabla 54. Prueba de Tukey para el tiempo de reflujo.

RELACION DE ACIDOS TIEMPO REFLUJO (h) MEDIAS n E.E. p-Valor
1:3 24 91.87 3 0.90 A
1:3 48 89.33 3 0.90 A

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).

Tabla 55. Prueba de Tukey para las conversiones de (+)-PE5b, (+)-PE5b y (-)-PE5b a 24
horas de reflujo y relacién de mezcla de acidos 1:3.

COMPUESTO MEDIAS n E.E. p-Valor

(-)-PE5b 89.47 3 121 A
(+)-PESb 91.70 3 121 A
(+)-PE5b 9187 3 121 A

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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