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RESUMEN

Resumen

La hipertension, o presion arterial elevada se define como una elevacion de las
presiones sanguineas sistdlica y/o diastdlica por encima de 140/90 mm Hg,
respectivamente. Se calcula que la prevalencia de hipertensién en los paises
Latinoamericanos y del Caribe flucttia entre el 8% y el 30%; en consecuencia, es la
enfermedad cardiovascular mas comuUn en estos paises, asi como también en
paises del primer mundo.

Dependiendo de las causas subyacentes de la hipertensidon, existen varias
estrategias farmacologicas para su tratamiento, entre las cuales, una de las mas
frecuentemente empleadas es la que involucra el empleo de farmacos inhibidores de
la enzima convertidora de la angiotensina (ECA).

Para sintetizar este tipo de farmacos, los cuales incluyen en su estructura un
dipéptido modificado hay que recurrir a una de las dos estrategias de sintesis:
sintesis enantioselectiva o resolucidn. Esta ultima opcién sdlo se vuelve atractiva
cuando el enantidmero no deseado puede ser racemizado y reciclado, o bien, en
una estrategia poco usual, dicho enantiOmero pueda ser empleado en una posterior
etapa de la sintesis que contemple una inversion de configuracion, lo que se conoce
como sintesis enantioconvergente.

Con este trabajo se pretende contribuir al desarrollo de una tecnologia original y
competitiva para ila sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo ((R)-7), el cual es
un intermedio comun en la sintesis de varios farmacos inhibidores de la ECA, de los
cuales recientemente ha vencido su patente o esta proxima a vencer.
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E RESUMEN

debido

Este compuesto ((R)-7) no se encuentra disponible comercialmente,

probablemente a que las empresas prefieren comercializar intermedios mas

avanzados o productos finales.

En este trabajo se desarrolld una metodologia para la obtencion del (R)-2-hidroxi-4-
feniibutirato de etilo ((R)-7) a partir de materias primas accesibles y de bajo costo,
explorando métodos quimicos y enzimaticos.
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1. Introduccion.

Meéxico actualmente atraviesa por una compleja transicion epidemioldgica, que ha
sido caracterizada como un modelo prolongado y polarizado, ya que presenta,
dentro de las principales causas de muerte, tanto padecimientos propios de los
paises pobres como enfermedades comunes de los paises desarrollados, siendo la
hipertension uno de estos factores. ['!

La Organizacién Mundial de la Salud, informé en 1999 que la cifra de personas que
padecian de esta enfermedad, ascendia a aproximadamente 600 millones en todo el
mundo y que causaba la muerte de casi tres millones de ellas cada afo. Siete de
cada diez personas con hipertension no reciben tratamiento adecuado, de acuerdo
con la OMS y la Sociedad Intermacional de Hipertension (SiH). Por su parte, la
Organizacion Panamericana de la Salud estimo que en el transcurso de los proximos
diez afos, habra 20.7 millones de muertes por enfermedad cardiovascular, de las
que unas 2.4 millones seran atribuibles a la hipertension arterial, en la region de las
Américas. Se calcula que la prevalencia de hipertensiéon. en los paises
Latincamericanos y del Caribe fluctia entre el 8% y el 30%.

La hipertensién, o prye'si'én‘ rterial elevada, que se define como una elevacion de las
dlica -y/o diastdlica por encima de 140/90 mm Hg,
“hasido considerada una enfermedad asintomatica o un

presiones sanguineas

respectivamente, a vece
parametro fisico definido mas o menos arbitrariamente. Sin embargo, no cabe la
menor duda que se puede considerar una entidad nosoldgica bien definida y de valor
prondstico incuestionable. Las consecuencias médicas de no tratarla, consideradas
en términos de tasas de mortalidad y morbilidad, se manifiestan dando lugar a un
riesgo tres veces superior de padecer enfermedad coronaria, fallos cardiacos y
accidentes cardiovasculares en general. Asi pues, lo que se pretende mejorar con el
empleo de los agentes antihipertensores es la disminucion de la probabilidad de
padecer estos riesgos, mas que el tratamiento propiamente dicho de una condicion
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sintomatica especifica. En otras palabras, un farmaco antihipertensor no es
simplemente un agente hipotensor con un perfil asumible de efectos adversos.
Tiene que ser capaz de modificar el curso natural del estado hipertensivo y prevenir
las complicaciones de la hipertensidn, razén principal del tratamiento. [3]

Las terapias farmacologicas usuales incluyen a los diuréticos, los B-bloqueadores,
los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), los antagonistas
de los canales de calcio y algunos bloqueadores a-adrenérgicos (Tabla 1 pag. 16).
Es costumbre basar la eleccion inicial del farmaco en las caracteristicas clinicas de
cada paciente. '

Los primeros inhibidores de la enzima convertidora de |la angiotensina (IECA) fueron
una serie de péptidos encontrados en el veneno de una vibora brasilefia, la Bothrops
jaraca. A pesar de la capacidad para producir descenso de la presion arterial, el
hecho de tener que ser utilizados por via parenteral y su accion fugaz, los hizo
inttiles para la practica clinica.

En 1977, Cushman y Ondethi € sintetizaron el captopril, primer IECA sintético y
activo por.via oral. Tras una década de utilizacion del captopril, han aparecido una
multitud de farmacos con capacidad de IECA, y diferentes ventajas terapéuticas,
como p,orie'jermplo una vida media mas prolongada, lo que permite utilizarlos en una
sola dosis diaria. Entre estos farmacos destacan el enalapril, perindopril, lisinopril,
quinapril,; trandolapril, fosinopril, cilazapril, ramipril y otros todavia en vias de
desarrollo. 1

El objetivo’ en esta investigacion fue desarrollar, en escala de laboratorio, un
proceso, técnica y econdmicamente viable de obtencion del (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato de etilo ((R)-7), importante precursor en la obtencidn de farmacos
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), como parte de un
convenio de desarrollo y transferencia de tecnologia entre la UNAM, a través de la
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Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, con una empresa nacional, y con esto

colaborar en la disminucion del problema de dependencia tecnoldgica de nuestro
pais.
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2. Fundamentacion tedrica.

2.1 Quiralidad.

A mediados del siglo XIX se conocian varios ejemplos de sustancias con la misma
constitucion y conectividad, pero que se reconocia que eran distintas. Por ejemplo,
el acido a-hidroxipropidénico (acido lactico) aislado por Sheele de la leche agria en
1780 no es idéntico al acido a-hidroxipropidnico encontrado por Berzelius en los
tejidos musculares en 1807. Asi, Engelhard estableci® en 1848 que el acido
praveniente del musculo es dextrogiro (+) mientras que el obtenido por fermentacion
de la leche es levogiro (-). 18}

Los trabajos de Pasteur en 1848 con los acidos tartaricos que presentan el mismo
fendmeno condujeron, en 1874, a la proposicion hecha por Van't Hoff y Le Bel de
que las moléculas que presentan asimetria lo hacen debido a que poseen atomos de
carbono sustituidos con cuatro ligandos diferentes y orientados a las esquinas de un
tetrahedro, en cuyo centro esta situado el atomo de carbono.

Existen muchas moléculas organicas que difieren solamente en la posicion espacial
de sus atomos. Tales moléculas pueden compartir ciertas propiedades fisicas y
quimicas y ser muy diferentes de otras. Son tres los aspectos que definen la

estructura molecular:

1) Constitucion: atomos que forman parte de la molécula.

2) Cone;tividad: como estan unidos los atomos entre si.

3) Configuracion: la configuracion se refiere al arreglo en el espacio de sus atomos,
excluyendo a aquellos que resulten de la rotacion alrededor de enlaces sencillos
(conférmeros).

Josieced 1,
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Dos moléculas que difieren en configuracion, es decir en la orientacion en el espacio
de los sustituyentes alrededor del centro de quiralidad y guardan una relacion de
imagenes en un espejo, son conocidas como enantidmeros. (Figura 1)

N\
Bt 7S i
N
. d
A B

Figura 1. Imagen en el espejo del compuesto A, y su enantidmero B,

Las moléculas enantioméricas muestran idénticas propiedades fisicas (punto de
fusién, indiéé de réfraccién. acidez, etc.) y termodinamicas (energia libre, entalpia,
entropia‘ été;) ‘excepto en ambientes asimétricos; pueden hacer girar el plano de la
luz polanzada pudiendo ser levo rotatorias (giran la luz hacia la izquierda) o dextro
rotatorias’ (g:ran la luz hacia la derecha) y esto se mide en un polarimetro.

Los isomeros configuracionales que no son enantiSmeros entre si, se denominan
diasteredomeros. Un ejemplo de éstos lo constituyen las estructuras | y il del acido
tartarico, mientras que I y ll son formas enantioméricas. (Figura 2)

CO2H COxH COzH
H OH HO H H OH
HO S meemmy 1 H i OH H — e OH
CoH COzH CoaH
1 n H
Figura 2. Las estructuras |, Il y lll indican la relacion existente entre 1as estructuras del acido tartarico,

1 y Il son enantiémeros, | y Ill son diasteredmeros, Il y Il son diastereémeros.
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La quiralidad es una propiedad netamente geométrica: un objeto es quiral cuando no

es superponible con su imagen especular. El ejemplo mas comun es la relacién
entre la mano izquierda y la derecha de una persona; otro ejemplo lo constituyen un
tornillo de cuerda derecha y uno de cuerda izquierda.

Al extender este concepto a las moléculas organicas debe recordarse que éstas, en
contraste con los objetos rigidos, son especies conformacionalmente moviles, y por
lo tanto, para determinar su superponibilidad con su imagen especular, deben ser

analizados todos los posibles confarmeros.

2.2 Descriptores estereoquimicos.

Los descriptores estereoquimicos facilitan el sefalamiento de la configuracion
molecular. Diferentes descriptores estereoquimicos son necesarios o convenientes
para diferentes tipos de compuestos.

2.2.1 Descriptores DL.

Un sistema de nomenclatura muy empleado para describir la estereoquimica
empleando las proyecciones de Fischer es el sistema DL, que es particularmente Otil
en compuestos del tipo RC'HXR’.

De acuerdo con esta convencion, la cadena principal de atomos de carbono se
dispone verticalmente y de manera que el atomo de carbono en el estado de
oxidacion mas alto quede situado en el extremo superior.

Si al colocar ahora los sustituyentes H y X en su configuracion correcta, X queda a la
derecha, entonces dicha configuracion se denomina D. Cuando por el contrario X

__MYITot NDT 6
-l as et N LY
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queda a la izquierda, entonces dicha configuracion se denomina L. Algunos
ejemplos se presentan en la (Figura3).

CHO COzH COzH
H-(IZ—OH HzN—g—H H—(F—OH
CH>O0H CH3 CgHs
D-(+)-gliceraldehido L-(+)-alanina acido D-(-)- mandélico

Figura 3. Representacion de la configuracion DL para el gliceraldehido, alanina y acido mandélico.

Como es obvio de los ejemplos que se muestran en ia Figura 3, no existe una
relacidon entre el simbolo D & L y la rotacidon optica particular de cada compuesto.
Este sistema de nomenclatura no se basa en relaciones entre series de compuestos
sino en la-orientacion especifica de los sustituyentes de acuerdo a la convencidén
indicada.

El sistema de nomenclatura D, L no se aplica con facilidad a compuestos con mas de
un centro de quiralidad. Aunque varias ampliaciones de las reglas basicas de este
sistema de nomenclatura han sido propuestas, las deficiencias intrinsecas del
método propiciaron el desarrollo de un método mas general de nomenclatura.
Efectivamente, Cahn, Ingold y Prelog propusieron en 1956 el sisterna R/S de
nomenclatura, que ha sido exitosamente adoptado por 1a comunidad cientifica.

2.2.2 Descriptores R/S.

Los simbolos R y S especifican la configuracion de un centro de quiralidad conforme
al sistemma de las reglas de secuencia. Para espéciﬁcar la configuracion de
racematos de los compuestos con varios centros de quiralidad, los pares de letras
RS y SR son utilizados; asi, el descriptor (1RS, 2SR) se refiere al racemato
compuesto del enantiomero (1R, 2S) y del enantiomero (1S, 2R).

TESIS CO¥
FALLA DE QRIGEN |
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En este método, se asigha una prioridad a cada uno de los cuatro sustituyentes en

torno al atomo estereogénico Capea. Una vez hecho ésto, la molécula se ve desde el
lado opuesto al grupo de menor prioridad y entonces se observa en qué direccién se
pasa del grupo de mayor prioridad al segundo y al tercero. Si dicha direccion es en
el mismo sentido que el movimiento de las manecillas del reloj, tal secuencia
(configuracidn) es R (del latin: rectus = derecha); cuando, en cambio, el sentido de fa
secuencia 1—»>2—3 es opuesto al de las manecillas, tal configuracion es S (del iatin:

sinister = izquierda). (Figura 4)

Figura 4. Asignacién de |a prioridad a cada uno de los cuatro su‘smuyenles en tomo al tomo
estereogénico.

2.3 Sintesis enantioconvergente.

El concepto de enantioconvergencia se aplica cuando ambos enantidmeros de un
intermediario sintético pueden ser empleados en la preparacion de un compuesto
enantiomeéricamente puro, aunque ha sido aplicado principalmente a las situaciones
donde un racemato es resueltc en sus componentes enantioméricos y el
enantibmero no deseado es racemizado y reciclado. Alternativamente, cada
enantiomero puede ser obtenido a lo largo de diferentes rutas, para confluir en un

__ TRISCON ]
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mismo producto. La estereoquimica complementaria de las secuencias presentadas
en el Esquema 1 proporcionan un ejemplo interesante de la Gltima estrategia. 1!

HO,

H
/R

Na/NH, /\HE-(H (EtO)3CCHa, H*,calentamiento
R— ]

Racemato

H ‘OH Ha, quinolina’

—_— 1 P ——
=" TR Pd-CaCO5(Pb2*) R (EtO)3CCHa,. H*, calentamiento
Esquema 1. Sintesis enantioconvergente via trar i6n de Clai 1.

Hay estrategias mas eficaces que evitan la necesidad de realizar una resolucién
formal. En el Esquema 2 se presenta una sintesis enantioselectiva del intermedio de
una prostaglandina, que se basé en la adicion de un auxiliar quiral sobre un sustrato
racémico, que luego fue sometido a un proceso para efectuar una inversion de la
configuracidon de! intermedioc bajo condiciones de equilibrio. Después de la
separacion del diasteredmero principal, el minoritario fue reequilibrado y reciclado.

COoCH3 OLCH COLCH
: §OCHa ClaSiH yo2es
( j-o,, ..© EtzN, CgHg ‘\Q
OCONHR RHNCO 3" HOY

Esquema 2. Sintesis enantioconvergente de un intermedio en |a sintesis de prostaglandinas, donde
R= (S)-1-a-naftiletilo.

AT RIS )

FALLA DE ORIGEN




p—
g;ﬁ FUNDAMENTACION TEORICA

Otras estrategias emplean una discriminacion cinética entre enantiomeros en
equiilibrio, en donde uno de ellos es consumido selectivamente, mientras ocurre una

racemizacion in situ a mayor velocidad, lo que se conoce como resolucion cinética
dinamica © retro-racemizacion. Un ejemplo elegante es la hidrogenacion de p-
cetoésteres catalizada por BINAP-rutenio () para obtener los hidroxiésteres syn o
anti. (Esquema 3)

Q.9 : .Hz (100 atm.) T
S TOEt: AR ‘ ~ TOEt
NHCOCH 3 c(:f«)z-m: g . NHCOCHz
. ,synlanﬁ599:1
)oj\/lol\ Hz (100 atm.) TR
x OEt . OEt
NHCOCH 3 KR)-BINAP]RuBr " NHCOCH3

CHCly, 15°C

Esquema 3. Aplicacion de resolucién cinética dinamica en la reduccion de un p-cetoéster racémico.

2.4 Biotransfomacion.

La biotecnologia es una ciencia interdisciplinaria con aplicaciones en muchos
campos, como son el de los alimentos y la industria farmacéutica. Una de las
definiciones de la biotecnologia es la utilizacion de células o partes de ellas para

obtener un producto. ' 11

Es indudable la interaccién entre la biotecnologia y la quimica, dandose lo que se
conoce como biotransformaciones, que pueden ser realizadas con microorganismos
vivos o con enzimas. Es éste un campo poco explotado en México, tanto a nivei de
investigacion como de produccién. Una biotransformacion puede describirse como

I _TESICc A 10
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2, 3 FUNDAMENTACION TEORICA

el proporcionar a un microorganismo un sustrato que no es el natural, pero con el
que tiene suficientes similaridades estructurales, para que lo incluya en alguna parte
de su metabolismo y lo transforme, si tenemos suerte, en el producto que
necesitamos.

Los microorganismos vivos o enzimas tienen la capacidad de modificar
quimicamente una amplia variedad de compuestos organicos. Tales cambios son
denominados bioconversiones o biotransformaciones. En estas bioconversiones
intervienen una o un numero pequeno de reacciones enzimaticas, al contrario de las
fermentaciones. Se han descrito cientos de diferentes bioconversiones, aunque sélo
unas pocas se utilizan comercialmente.

Las ventajas que representa la bioconversidon son:

« [Especificidad de sustram' normalmente una enzima cataliza una uUnica etapa
especifica de reacc:én.

- Regioespecificidad: s ‘exiéten en la molécula varios grupos funcionales de un tipo

determinado, se afécta solamente una posicién especifica.

- Estereoespecnfcxdad se utiliza una mezcla racémica como material de partida,

solamente es convertldo un enantiomero.

« Condiciones de reaccmn. las reacciones enzimaticas no suelen causar la
destruccuon de sustratos debido a las suaves condiciones de conversion. Las
reacciones enznmatlcas también causan menos dafios medioambientales ya que
tienen lugar prlncnpalmente en agua.

Sin embargo también tienen desventajas:

e No es siempre posible tener acceso al enantibmero deseado.

« Frecuentemente se utilizan altas diluciones.

e Con microorganismos se tiene el riesgo de reacciones laterales no deseadas.

e Cuando se emplean enzimas aisladas, se requiere usualmente la adicién de
cofactores, que son sumamente costosos.

FRSSm— "
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e Los biocatalizadores son térmicamente inestables.

e [ncompatibilidad con algunos disolventes organicos.

e Reacciones generalmente lentas y con riesgo de inhibicion.

e Aislamiento tedioso y grandes volumenes de efluentes en lotes industriales.

En las bioconversiones de compuestos organicos pueden ser utilizados cultivos en
crecimiento, células en reposo, células inmovilizadas, enzimas o enzimas
inmovilizadas.

En los procesos con cultivos en crecimiento, la cepa utilizada se cultiva en un medio
adecuado y después del crecimiento del cultivo se afiade una solucidn concentrada
del sustrato. Este tipo de bioconversiones debe llevarse a cabo en condiciones
esteriles. La esterilidad es necesaria porque la contaminacion puede suprimir la
reaccidn deseada, inducir la formacion de falsos productos de transformacién o
producir la degradacion total del sustrato.

Si no es necesaria la induccién de la enzima por el sustrato que se afade, se recurre
a las células en reposo. Esto tiene la considerable ventaja de que se elimina la
inhibicion del crecimiento por el sustrato;, ademas, puede ser utilizada una alta
proporcion de células, lo que facilita el aumento de productividad y al mismo tiempo
se reduce el riesgo de contaminacion.

Una variante mejorada es el uso de células inmovilizadas, lo que ofrece la ventaja de
que el proceso puede ser llevado a cabo continuamente y las células pueden ser
utilizadas una y otra vez. Las células bacterianas inmovilizadas que catalizan
reaccionés de una o miltiples etapas se utilizan actualmente en la produccion
comercial de acido aspartico, L-alanina y acido malico.

Los extractos enzimaticos acelulares son empleados en aquellas reacciones de
biotransformacion en las cuales deben evitarse reacciones indeseadas debidas a
otros sistemas enzimaticos, o cuando la velocidad de la reaccion es entorpecida por
el transporte del sustrato o de los productos a través de la membrana celular.
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Finalmente, muchas enzimas tienen un pH y/o temperaturas optimas diferentes a los
de las células intactas.

Los productos finales de las reacciones de biotransformacion son normalmente
extracelulares y pueden encontrarse disueltos o en suspension. Para el aislamiento,
el material celular separado debe ser lavado repetidamente con agua o disolventes
organicos, ya que una parte significativa del producto de reaccion puede estar
adsorbida en las células. Dependiendo de la solubilidad de los productos, la
recuperacion se lleva a cabo por precipitacion, como sali calcica, por adsorcion en
intercambiadores ionicos, por extraccion con disolventes apropiados o, en el caso de
sustancias volatiles, por destilacion directa a partir del medio de cuiltivo.

2.5 Hipertensién y farmacos empleados en Su tratamiento.

La hipertension, o presion arterial elevada, que se define como una elevacién de las
presiones sanguineas sistdlica y/o diastdlica por encima de 140/90 mm Hg,
respectivamente, afecta a mas de 60 millones de personas en los Estados Unidos de
Ameérica. En México se han documentado unos ocho millones de casos, siendo la
enfermedad cardiovascular mas coman. ¥

La hipertension es uno de los factores de riesgo mas significativos en el desarrolio y
la progresion de las enfermedades cardiovasculares. En numerosos estudios se ha
demostrado la estrecha asociacion entre |la hipertension no tratada y la ocurrencia de
hipertrofia ventricular e insuficiencia cardiaca congestiva, accidentes
cerebrovasculares, retinopatia, aneurismas disecantes, insuficiencia renal
progresiva, enfermedad coronaria, enfermedades vasculares periféricas y sus
complicaciones.

Muchos de los farmacos disponibles hoy en dia, son suficientemente eficaces para
ser utilizados en la monoterapia inicial de la hipertension leve y moderada (Figura 5).
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La lista de monoterapias de eleccion incluye a los diuréticos, los pB-blogueadores, los
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), los antagonistas de
los canales de calcio y algunos bloqueadores w-adrenérgicos (Tabla 1). Es
costumbre basar la eleccidn inicial del farmaco en las caracteristicas clinicas de
cada paciente. ['?

El uso simultaneo de agentes con mecanismos de accion y efectos hemodinamicos
similares, en genera! no produce un gran beneficio adicional. En cambio, el uso
concurrente de farmacos de diferentes clases es una estrategia comun para lograr
un control efectivo de la tensidn arterial con efectos adversos aceptables. [

El captopril fue el primer inhibidor de la ECA. Mostro su efectividad tanto en el
tratamiento de la hipertension como de la falla congestiva del corazén '3, Inhibe a
la enzima convertidora peptidil dipeptidasa, la cual hidroliza la angiotensina | a
angiotensina 1l e inactiva a la bradiquinina, un vasodilatador potente. Asj la actividad
hipotensora del captopril puede ser consecuencia de una accién inhibidora sobre el
sistema renina-angiotensina y una accién estimulante sobre el sistema calicreina-
cinina, P

El captopril por via oral es efectivo en las formas leves y severas de hipertension
dependiente de la renina. Debido a la ausencia de efectos colaterales en !a mayoria
de los pacientes, se usa a menudo como primer agente terapéutico. El efecto
antihipertensivo es amplificado por el uso de un diurético y puede combinarse con
otras formas de agentes antihipertensivos en una forma aditiva. Este farmaco es
particularmente efectivo en la hipertension renovascular y maligna pero es
relativamente inefectivo cuando se usa solo en las formas de hipertension con renina
baja.

14
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Serie de farmacos antihipertensivos

to H
E © o _coon £t goo
: ©AI i 25
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Benazepril Trandolapril

Delapril - ;

&t o‘ chy - §OOH

o
g T COOH
Ramipril . - Spirapril
. El0._O
{\/COOH
Temocapril

Figura 5. Serie de fanmacos antihipertensivos que presentan en su estructura el fragmento del
S)-2-amino-4-fenilbutirato de etilo.
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Tabla 1. Clasificacidn de los agentes antihipertensivos.

Diuréticos

Agentes
simpaticdlicos

Vasodilatadores

Antagonistas de
los canales de
calcio

Inhibidores de la
ECA

1. Tiazidas y agentes relacionados (hidroclorotiazida,
clortalidona, etc.)
Diuréticos del asa (furosemida, bumetadina, acido
etacrinico)

3. Diuréticos conservadores de potasio (triamtireno,
espironolactona, amilorida)

1. Agentes de accidn central (metildopa, clonidina,
guanabenz, guanefacina)

2. Agentes bloqueadores ganglionares (trimetafan)

3. Agentes bloqueadores de neuronas adrenérgicas
(guanetidina, guanadrel, reserpina)

4. Antagonistas p-adrenérgicos (propranolol, metoprolol,
etc.)

5. Antagonistas a-adrenérgicos (prozosin,
fenoxibenzamina, fentolamina)

6. Antagonistas mixtos (labetalol)

1. Arteriales (hidralazina, minoxidil, diazéxido)

2. Arteriales y venosos (nitroprusiato)

Verapamilo

Diltiazem

Nifedipina

Nicardipina

Nitrendipina

Captopril, Benazepril, Delapril, Spirapril, Enalapril,

Trandolapril, Quinalapril, Temocapril, Lisinopril, Cilazapril,

Ramipril.

TESIS COx
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2.6 Sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo.

La mayoria de los farmacos inhibidores de la ECA que se encuentran en uso
actualmente como antihipertensivos contienen en su estructura un aminoéster
derivado del acido (S)-2-amino-4-fenilbutirico ((S)-3).

El proceso de obtencién mas comunmente empleado para este tipo de farmacos y el
mas eficiente consiste en transformar el grupo hidroxilo del (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato de etilo ((R)-7) en un buen grupo saliente, para que, mediante un
desplazamiento nucleofilico con la amina correspondiente produzca, con inversion
de la configuracion, el fArmaco requerido (Esquema 4).

CO,Et
“OH
(R-7
COEt ey CO,Et
"o “"OMs
Et;N "
COLEL CO.Et
errg + e
©/\) OMs HoN N i ©/\/‘\ﬁ N
o \—002R (o] \———cozH

Esquema 4. Sintesis del Benazepril '**! a partir del (R)-2-hidroxi-4-feniibutirato de etilo.
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Debido a la gran importancia del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo ((R)-7) como
intermedio clave en la manufactura de este tipo de agentes antihipertensivos, se han
desarrollado diversas metodologias para su preparacion, tales como:

1. Resolucién clasica del acido 2-hidroxi—4-fenilbutirico ((R,S)-6), seguida de
esterificacion (Esquema 5).

COxH . CO3xEt
1) Resolucion |
OH “OH
W 2) Esterificacion ©/\/l
((R,S)-6) (R)-7
Esquema 5.

2. Reduccidn enantioselectiva del acido 2-oxo-4-fenil-3-butendico, seguida de
esterificacion 'Sl (Esquema 6).

CGOzH 1) Reducion COzEt
=™ o enantioselectiva OH

2) Esterificacion

(R)-7
Esquema 6.

3. Reduccidén enantioselectiva del 2-oxo-4-fenilbutirato de etilo, (Esquema 7).

COzEt 1) Reducion COEt
o) enantioselectiva "
2) Esterificacion
(R)-7

Esquema 7.

TROIC I‘ﬁa!
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4. Hidrogenacion enantioselectiva del 2 ,4-dioxo-4-fenilbutirato de etilo, seguida de

hidrogendlisis (Esquema 8).

O CO.Et PYAILO, O COEt 1y, pwc
Dihidrocinconidina oy "OH
©° _— OH ‘Etom HCl
(R)-7
Esquema 8.

5. Hidrdlisis enzimatica de la 5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona (2), seguida de hidrolisis
quimica del acido (R)-2-carbamoil-4-fenilbutirico y posterior esterificacion. '
(Esquema 9)

COzH COzH COo,Et

3:—{\ —- @N ©/\) Oy e

(R-7
a= pseudomona putida, b= NaNO-> /AcOH/ H>S0,, c= EtOH/SOCI: )

Esquema 9.

6. Acilacion tipo Friedel-Crafts del benceno con anhidrido (S)—d-aoetoxisuccinico
seguido de hidrogendlisis, esterificacion y posterior inversion de la configuracion
en 2 ' (Esquema 10)

il o o  cozH CO,EL CO,Et
o AC CoHg 1) H2 P/C l\ou 1) MsCt eom
AICI, OH 2) EtOH HCI ©/\/ 2) EtCO;K
(o] (S)-7 3)K;COa -7

Esquema 10.
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De estos métodos descritos, el que parece ofrecer mayores posibilidades de

escalamiento a nivel comercial es el que involucra la acilacion del benceno con el
anhidrido (S)-a-acetoxisuccinico, el cual se prepara faciimente por reaccion del acido
({S)-malico, comercialmente disponible a precios bajos. Sin embargo, este proceso
tiene las desventajas de producir grandes efluentes de cloruro de aluminio y de
requerir una inversidén de la configuracién, lo que alarga en cuatro pasos la sintesis.

2.7 Amino acidos.

Las proteinas son las moléculas mas abundantes en las células. El término proteina
proviene del griego protos que significa “primero” o “mas” importante., Los amino
acidos son los constituyentes principales de las proteinas, se encuentran en todos
los organismos vivos y constituyen la clase de compuestos biolégicamente
importantes de mayor diversidad. El ser humano solo es capaz de sintetizar 10 de
ellos. Los 10 restantes se denominan amino acidos esenciales, puesto que deben
obtenerse por hidrdlisis de las proteinas que se encuentran en los alimentos de
origen animal y vegetai. '®

El primer amino acido descubierto en las proteinas fue la aspargina, en 1806, y el
ultimo en descubrirse fue la treonina, que no se identificd hasta 1938.

Los amino acidos encontrados en las proteinas tienen todos un grupo carboxilo
( -COOH ) y un grupo amino ( -NH2 ) unidos al mismo atomo de carbono; difieren
unos de otros en sus cadenas laterales, las cuales varian en estructura, tamafio y
carga eléctrica e influyen en la solubilidad en agua de los aminoacidos.

LLos veinte amino acidos naturales son: alanina, arginina, aspargina, acido aspartico,
cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano. tirosina y valina. "9
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En todos los amino acidos (excepto glicina porque su grupo R es un atomo de
carbono) el carbono o es asimeétrico, estando unido a cuatro grupos sustituyentes
diferentes: un grupo carboxilo, un grupo amino, un grupc R y un atomo de
hidrégeno. E! atomo de carbono o es asi un centro quiral. Todos estos amino
acidos, excepto la cisteina, poseen la configuracion absoluta (S). 120

Casi todos los compuestos biologicos con un centro quiral se representan en la
naturaleza en una sola de sus formas estereojsomeéricas, L o D. Los amino acidos
de tas proteinas son los L estereoisomeros. Se han encontrado D-amino acidos
solamente en péptidos pequefios de las paredes celulares bacterianas y en algunos
antibiodticos peptidicos.

Cuando se forman compuestos quirales en reacciones quimicas ordinarias se
obtiene una mezcla racémica de isdmeros D y L. Mientras que las formas by L de las
moléculas quirales son dificiles de distinguir y aislar por el quimico, para los
sistemas vivientes son tan diferentes como la noche y el dia. La capacidad de las
células para sintetizar especificamente el isdbmero L de los amino acidos es reflejo de
una de las muchas propiedades extraordinarias de los enzimas. La
estereoespecificidad de las reacciones catalizadas por enzimas es posible gracias a
ia asimetria de sus sitios activos.

Se han encontrado muchos amino acidos no proteicos formando parte de
metabolitos, como en el caso de los antibidticos, en algunas otras sustancias de
origen microbiano, ademas de tener aplicaciones farmacologicas, como saborizantes
y como nutrientes. En la industria de alimentos un buen numero de amino acidos
han sido ampliamente usados como enriguecedores o modificadores del sabor. Por
ejemplo, el glutamato monosodico es conocido como exaltador del sabor de la carne
y se usa en enarmes cantidades en la industria alimentaria.

JTESIS CON
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2.8 Métodos generales de obtencion de amino acidos.

Hay varias altemativas para la produccién de amino acidos: extraccién, sintesis
quimica y biotransformacion.

En la extraccion, los amino acidos naturales son aislados de proteinas hidrolizadas
de origen vegetal o animal. Los amino acidos sintéticos generalmente son
racémicos; en muchos casos, la produccion de L-amino acidos es posible a partir de
un precursor proquirat, la asi llamada sintesis asimétrica. Hasta 1950 todos los
amino acidos eran producidos por extraccion o por sintesis quimica y resolucion de
las mezclas racémicas sintéticas.

2.8.1 Reaccion de Biicherer-Berg. Este tipo de reaccion consiste en hacer
reaccionar un aldehido, RCHO, en un medio acuoso alcohdlico con carbonato de
amonio y cianuro de sodio. La hidantoina resultante es saponificada con hidréoxido
de sodio y al neutralizar, el amino acido precipita. Los siguientes amino acidos
pueden ser preparados por este método obteniendo rendimientos de entre 65 a
80%: D,L-Valina, D,L-Leucina, D.L-Lisina y la D.L-Metionina. 222 2l (Esquema 11)

@)
o NaCN _QL NaOH H
NH a
)J\ - R —_— R CO,H
R H Sal de Amonio HN"& |

(@) NH2

Esquema 11.

Otro de los procesos descritos es a partir de ésteres malonicos. La sintesis de este
tipo puede ser efectuada por condensacion con un halogenuro de alquilo o con un
grupo aldehido.

2.8.2 Condensacion con halogenuros de alquilo. El| derivado soédico de un
acilaminomalonato y un halogenuro de alquilo (RX) donde X puede ser CIl, Br o}
reaccionan para formar, después de hidrolisis y descarboxilacion, el amino acido

22
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correspondiente. Esta reaccion procede por los siguientes pasos: condensacion con

el halogenuro de alquilo promovida por etoxido de sodio; hidrolisis alcalina y
descarboxilacion a pH 6. La D.L-fenilalanina puede ser preparada por este método
partiendo del acetamidomalonato de dietilo y el cloruro de bencilo, con un
rendimiento del 60-80%.

2.8.3 Condensaciéon con un aldehido. La serina es preparada por condensacion
de una molécula de etil acetamidomalonato con una molécula de formaldehido, en
presencia de un catalizador de sodio. Después de varias horas el producto de
reaccion es saponificado, acidificado con acido acético, evaporado y recuperado por
un exceso de acido clorhidrico concentrado. Esterificando con etanol se separa el
clorhidrato del ester etilico de la serina. Hidrolizando y pasando por una columna de
intercambio idnico (Amberlite IR-4B) se obtiene en buenos rendimientos la serina
cristalina.

Desde los anos 60' los métodos de produccion de L-amino acidos han cambiado
significativamente. Los primeros cambios importantes fueron hechos por la invencion
de un proceso de fermentacion que utiliza las bacterias Corynebacterium glutamicum
o Brevibacteriurmm fravum para producir acido L-glutamico. Posteriormente se
desarrollaron procesos de fermentacion para otros amino acidos, muchos de los
cuales, excepto glicina, L-metionina, L<cisteina Yy L-serina son producidos
econdmicamente por fermentacion.

2.9 Resolucién de amino acidos.

Se entiende por resolucion un proceso por el cual una mezcla racémica se separa
en sus dos enantiomeros puros. Por ejemplo, un acido carboxilico racémico puede
convertirse en una mezcla diastereomeérica de sales por reaccién con una base de
amina quiral, y separarse asi por cristalizacion fraccionada. La regeneracion de los
acidos libres produce los dos acidos enantiomeéricos puros. 18]

TESS CON
| FALLA DE ORIGEN

23



e 3
E g FUNDAMENTACION TEORICH

En muchos casos, sclamente la mezcla racémica de «-amino acidos puede ser
obtenida por medio de sintesis quimica. Por tanto, la resolucion es indispensable
para obtener las formas L o D Opticamente activas en la producciéon de amino acidos
costosos. La resolucidon de amino acidos puede ser realizada de dos maneras
generales: meétodos fisicos o quimicos, donde se aplican las propiedades
esterecespecificas de los amino acidos y los métodos biolégicos o enzimaticos que
se basan en el comportamiento que tienen los amino acidos en presencia de células
vivas y de enzimas.

2.9.71 Por cristalizacion preferencial. Este método puede ser viable sélo cuando
el compuesto racémico tiende a formar cristales enantioméricos. El método de
cristalizacidon preferencial consiste en inocular una solucion saturada de la mezcla
racémica con cristales del enantidmero deseado. Resoluciones por este método han
sido reportadas para la histidina, acido glutAmico, DOPA, treonina, WN-
acetilfenilalanina y otros. En el caso del acido glutamico, el método ha sido
empleado para manufactura industrial. 24!

2.9.2 Formacion de sales diastereocisoméricas. La formacion de sales de bases
opticamente activas con acidos racémicos o de acidos opticamente activos con
bases racémicas conduce a mezclas diastereoméricas que pueden ser resueltas por
la diferente solubilidad de los componentes de cada mezcla.

(+)B+ (DLHA —— o(+)B - (L)YA+ (+)B: (D)A
(H)A+(DL)B ——(+)A - (L)B + (+)A - (D)B

Las sales pueden ser descompuestas por una reaccion acido-base involucrando una
base mas fuerte que (+)B o un acido mas fuerte que (+)A.

Este procedimiento esta restringido principalmente para acidos aminodicarboxilicos o
acidos diaminocarboxilicos. En el caso de amino acidos neutros, el grupo amino o el

24
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grupo carboxilo debe ser protegido, por ejemplo, por N-acilacidn, esterificacion o
amidacién. La proteccién del amino acido racémico y la desproteccion de los

enantiomeros separados suman pasos al proceso global, ademas de que
usualmente es necesario recuperar el agente resolutor.

2.9.3 Resolucién enzimatica. Es una alternativa de resolucion que se ubica dentro
de las biotransformaciones. Los L-amino acidos pueden ser producidos por la
hidrdlisis enzimatica de D,L-amino acidos sintetizados quimicamente o de derivados
tales como ésteres, hidantoinas, carbamatos o amidas. La enzima que hidroliza
especificamente al L-isémero puede ser de origen microbiano o aislada de 6rganos
de mamiferos superioras. El t-amino acido resultante es aislado rutinariamente por
medio de procesos quimicos o fisicos. El D-isodmero que permanece inalterado es
racemizado quimica o enzimaticamente y es reciclado en el proceso. También se
han encontrado algunas enzimas que acttan especificamente sobre los isdmeros D.

En otros procedimientos, las D-amino acido oxidasas son Utiles para producir L-
amino acidos de D,L-amino acidos. Los acidos a-cetocarboxilicos, que son
producidos por la accion de enzimas sobre D-amino acidos, son aminados para
formar L-amino acidos, por catalisis con aminotranferasas.

2.9.4 Métodos cromatogrificos. El progreso en el desarrollo de técnicas de
resolucion cromatografica para aminoacidos, especialmente la cromatografia liquida
de alta resoluciéon, es notable. Hoy en dia, las separaciones quirales son
principalmente realizadas por tres métodos: columnas quirales, columnas aquirates
con fases modviles quirales y derivatizacion con reactivos dpticamente activos y
posterior separacion en columnas aquirales. Los tres métodos son Utiles, pero
ninguno tiene una aplicacion universal y se limitan a escala analitica.
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3. Planteamiento del problema.

El problema de fondo-en relacion con la dependencia tecnolégica de la industria
farmoquimica nacional esta frecuentemente en la disponibilidad de materias primas
para la sintesis de farmacos. !mportamos toda clase de productos quimicos
intermedios, de los cuales muchos de ellos podrian ser producidos en México, si se
desarrolla la tecnologia adecuada; por tanto, la industria depende de proveedores
internacionales de dichos intermedios que fijan los precios y condicionan sus ventas.

La mayoria de los farmacos antihipertensivos inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina (ECA), presentan en su estructura un fragmento de (S)-2-amino-
4-fenilbutirato de etilo, el cual puede ser introducido eficientemente por reaccion
entre una amina quiral apropiada y el tosilato o nosilato del (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato de etilo ((R)-7), produciendo el farmaco de interés mediante la inversion
de la configuracion original del hidroxi éster.

Con este trabajo se pretende contribuir al desarrollo de una tecnologia original y
competitiva para la sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo, el cuail, a pesar
de ser un intermedio comun en la sintesis de la mayoria de los farmacos inhibidores
de la ECA, no se encuentra disponible comerciaimente, debido probablemente a que
las empresas prefieren comercializar intermedios mas avanzados o productos
finales.
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4. Objetivos.

Desarrollar un proceso eficiente de obtencion del acido (R, S)-2-acetamido-4-
fenilbutirico (4).

Evaluar I’alterhativas quimicas y enzimaticas para la resolucidn de! acido
(R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico.

Transformar el acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico ((R)-3) en (R)-2-hidroxi-4-

fenilbutirato de etilo ((R)-7).

Evaluar estrategias alternativas para el aprovechamiento del acido (S)-2-
amino-4-fenilbutirico ((S)-3) en la sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de
etilo.

Optimizar, en escala de Iaboratorio, los pasos sintéticos que hayan
presentado mejores resultados, para su posible implementaciéon en la
industria.
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5. Hipotesis de trabajo.

Es posible desarrollar un proceso eficiente de sintesis y resolucién del acido (R, S)-2-
amino-4-fenilbutirico (3) y transformar el enantidmero (R) en el (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato de etilo ((R)-7), precursor Util en la obtencidon de diversos farmacos
antihipertensivos, incorporando el enantidmero no deseado via racemizacion.
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6. Material y meétodo.

Sustancias.

Amoniaco gas.
Acido acético GT.
Acido clorhidrico, GT.
Acido Sulfdarico, GT.
Anhidrido acético, GT.
Carbén activado, PWA.
Celita. - '
Ciarry':‘uro”dg sodio GT.
Cloruro’de tionilo, GR.
Disxido de carbono gas.
3 ’vén:ilprdbionaldehido. GR.
(S)-(-)-Metilbencilamina, GT.

- 'Hidréxido de sodio, GT.
Hidréxido de potasio, GT.
Ninhidrina, GR.
Nitrito de Sodio, GR.
Silica Gel 60 GFzsa.

.

Disolv grado técnico’.

Acetato de etilo.

Acetona.

Etanol.

Hexano. r o~ I, |
Isopropanol. . T

/ L .

* Los disolventes fueron purificados mediante destilacion fraccionada.
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Metanol.

Tolueno.

Cristaleria y metal.
Agitadores magnéeticos.
Anillos de metal de diversos diametros.

Capilares de vidrio.

Embudos Buchner de porcelana.

Embudos Hirsch de porcelana.

Embudos de adicion de diferentes capacidades.
Embudos de separacion 125 y 250 mL.

Embudos de vidrio tallo corto y largo.

Frascos viales de 10 mL :
Matraces baldn de diferentes capacidades. . .
Matraces Erlenmeyer de 5, 25, 100, 150 y 250 mL
Pinzas de tres dedos con nuez o

Pipetas graduadas de 0.
Pipetas Pasteur. ’ ;
Probetas de 25, 100 150 200 ! 500 mbL.

Reactor de acero |nox1dable 200 1 000 y 2000 mL

Refrigerantes 24/40, 19/22 rectos y de serpemm

Termodmetro de alcohol de -10a 50°C \'s Termémetro de -10 a 150°C.
Trampas para humedad.

Vasos de precipitados de 15, 25, 100, 150, 600 y 1000 mL.

Soportes universales.

Equipo.
Agitador mecanico Cole-Palmer Mod. Stir-Pak 4454-10.
Aparato Fisher Johns IL 684.

Pf“
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Balanza analitica Sartorius 2462.
Balanza semianalitica Mettler PB300.
Bomba de alto vacio.

Canastilla de calentamiento.
Espectrometro JEOL ECLIPSE-400 a 400 MHz.
Estufa.

Lampara de UV 254/366 nm.
Manometro,

Placas de calentamiento y agitacion.
Polarimetro Perkin Elmer 341.
Potenciémetro Metrohm pH Meter 691.
Recirculador de agua Lauda K2RD.
Refractdmetro Atago.

Redstatos.

Rotavapor Buchi 461.

Método.
a) Metodologia

e Se llevo a cabo una revision bibliografica de los métodos de sintesis de! acido
(R, S)-2-amino—-4-fenilbutirico (3) en el Chemical Abstracts, asi como
recopilacidén de publicaciones que respaldaran el trabajo experimental.

e Se evaluaron experimentalmente las rutas descritas para la sintesis de la 5-
feniletil-imidazolin-2,4-diona (2) y su hidrolisis para la obtencién del .acido
(R, S)-2-amino-4-fenilbutirico (3).

’- T“mﬂ mf‘\.}-
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Se llevé acabo la preparacion del acido (R, S)-2-acetamido-4-fenitbutirico (4),
a partir de (3) por reaccion con anhidrido acético.

Se evaluaron los métodos de resolucidon (quimicos y enzimaticos) reportados
en la literatura para el acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico (4), y se busco
la desproteccion en condiciones que no promovieran la racemizacion.

Se reprodujeron las condiciones descritas en la literatura para sintesis del
acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico a partir del acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico
R)-3).

Se optimizaron los métodos que dieron resultados mas convenientes, para
incrementar la eficiencia del proceso.

Se caracterizaron los compuestos obtenidas por resonancia magnética
nuclear de 'H y '>C, asi como espectrofotometria de infrarrojo y polarimetria.

b) Técnicas experimentales.

El material usado para las reacciones que requirieron condiciones anhidras se seco

en una estufa a 100°C, durante 12 h previo a su uso.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns IL 684, en

cubreobjetos y no estan corregidos.

Los indices de refraccion se determinaron en un equipo Atago.
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El curso de las reacciones se siguid por CCF, empleando como fase estacionaria

silica gel y como reveladores radiacion ultravioleta, ninhidrina al 2% y vapores de
yodo.

Los espectros de RMN de 'H y '°C, fueron obtenidos en los espectrometros JEOL
Eclipse+400 a 400 MHz 'y Bruker Avance DPX-300 a 300 MHz en el Departamento
de Quimica del CINVESTAV-IPN. Se utilizaron CDCi;, DMSO-d6 y DO como
disolventes y TMS como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se
reportan en ppm a partir del TMS. Para indicar la multiplicidad de las senales en
RMN 'H, se utilizan las abreviaturas: (s) simple, (d) doble, (1) triple, (c) cuarteto, (q)
quintuple y (m) mdultiple. Las sefales complejas se indican utilizando dos o mas de
estas abreviaturas.

Las rotaciones opticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer Modelo 341,
utilizando una celda de 1 dm de longitud. Para la medicion se utilizé 1a linea D del
sodio (589 nm), a la temperatura del compartimiento de muestra del aparato (20°C).
Las rotaciones ,yesrpréciﬁcas se informan junto con el disolvente empleado en la
determinacion, ésl c6m6 la concentracion de muestra en g/100 mL.

Los especﬁfgs dé.lR‘.fuéfod:bbxénidés en un equipo Perkin Elmer 1600 serie FTIR en
bromuro de potasio (KBr) y nujol.: " B
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7. Parte experimental.

. S5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona (2). En un matraz de 1L de una boca provisto con
refrigerante para reflujo y agitacion magnética, se adicionaron 305 mb de agua,
27.80g (0.567 mol) de cianuro de sodio, 77.7 g (0.871 mol) de carbonato de amonio,
76.14g (0.567 mol) de 3-fenilpropionaldehido (1) y 76 mL de MeOH. La mezcla de
reaccion se calentd a reflujo durante 8 horas siguiendo el curso de la reaccidn por
CCF, sistema hexano-acetato de etilo (70:30), hasta la completa desaparicion de (1).
Se concentré a presion reducida recolectando 110 mL de destilado. Se enfric a 25°
C y se ajusto el pH a 4.00 con HCI conc., precipitd un sdlido cristalino de color
amarillo claro que se filtré al vacio y se lavd con agua, se secd a 50° C con vacio
hasta peso constante. se abtuvieron 81.73g (70. 95%) de S-feniletil-imidazolin-2,4-
diona (2). P f. 150- 161°C [iit. U8 p.f. 163-165°C).- -

Espectro.
2H), 273(t J—79Hz 2H).

1. ‘RMN “H (DMSO-dG 300 MHZ) 9-2 12 (ddt, J .= 8.14, 14, 35 Hz,
332 (s .1H) 4,10 (dd J .68 721 Hz. 1H), 7.16-7.32

Espectro 2 RMN 13c (DMSO—dS 75 MHz) s 30 87, 33 80 58 20, 126.24, 128.48,
128.56, 141.02, 158.97,177. 09.

Espectro 3. IR vmax (KBr), (cm™) 3287, 3168, 3027, 2939 1778 1716, 1420, 1323,
1195, 785, 644,

Acido (R,S)-2-amino-4-fenilbutirico (3). En un reactor de acero inoxidable de 1L,
se cargaron 81.73g (0.402 mol) de S5-feniletil-imidazolin-2,4-diona (2), 400 mL de
agua y 48.31g (1.207 mol) de NaOH, se calentd a 130-132°C durante 4h. Se verifico
la terminacidn de la reaccidon por CCF, sistema butanol-acido acético-agua
(60:20:20). Se transfirid la mezcla de reaccidon a un matraz redondo de 2L, se
adicioné 1g de carbén activado se calentd a ebullicion durante 5 minutos y se filtro

e 34
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sobre celita, se lavd con agua. Se ajustd el pH a 6.31 con HCI conc., Se enfrio entre
0 y 5°C durante 1 hora, se filtré y se lavd con agua, se secd a 60° C con vacio hasta
peso constante. Se obtuvieron 53.63g (74.33%) del acido (R,S)-2-amino-4-
fenilbutirico (3), p.f. 279-280°C [lit. 1* p.f. 180-182°C].

Espectro 4. RMN 'H (D20, 300 MHz) &: 1.93-2.15 (m, 2H), 2.59.(m, 2H), 3.89 (t, J =
6.34 Hz, 1H), 7.11-7.19 (m, SH).

Espectro 5. RMN '3C (D0, 75 MHz) &: 30.58, 31.72, 52.57, 126.90, 128.75, 129.08,
140.26, 171.99.

Espectro 6. IR vmax (Nujol), (cm™') 1578, 1518, 1455, 1407, 742, 694, 491.

Acido (R,S)-2-acetamido-4-fenilbutirico (4). En un matraz de tres bocas de 3L
provisto de agitacién mecanica, se adicionaron 125.03g (0.697 mol) de acido (R, S)-
2-amino-4-fenilbutirico (3), 1.15L de agua y 27.99g (0.697 mol) de NaOH. La mezcla
de reaccidén se enfrid a 0-10°C y se adicionaron 92.58g (0.906 mol) de anhidrido
acético manteniendo el pH entre 11-13 con NaOH al 50% manteniendo la
temperatura por debajo de 10° C. Se mantuvo a la misma temperatura durante 1h,
monitoreando la reaccion por CCF, sistema acetato de etilo-acido acético (99.5:0.5),
hasta completa desaparicion de (3). El pH de la reaccién se ajustd a 2 con HCI
conc,, se enfrid a 0-5° C durante 1 hora, se filtré y se lavd con la minima cantidad de
agua para obtener 138.01g (89.51%) del acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico (4),
p.f. 145-147°C [lit. % p f. 148-150°C]).

Espectro 7. RMN 'H (DMSO-d6, 300 MHz) &: 1.91-2.20 (m, 2H), 2.02 (s, 3H), 2.73
(m, 2H), 4.35 (dd, J = 4.69, 9.19 Hz, 1H), 7.15-7.31 (m, SH).

Espectro 8. RMN >C (DMSO-d6, 75 MHz) &: 21.33, 32.11, 33.50, 52.29, 126.14,
128.49, 128.49, 141.23, 172.44, 174.46.

Espectro 9. IR vmax (KBr), (cm™*) 3336, 1911, 1696, 1612, 1551, 1230, 1122, 974,
698.
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Acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico ((R)4). En un matraz de tres bocas de 3L
provisto de agitacién mecanica, se disolvieron 135g (0.610 mol) de acido (R,S)-2-
acetamido-4-fenilbutirico (4) en 1.235L de metanol. Se agregaron 51.75g (0.427
mol) de (S)-(-)-metilbencilamina (($)-8), se calentd a reflujo durante 15 minutos, se
enfri6 a temperatura ambiente y a O0-5°C durante 1h. Se obtuvo la sal
diastereomérica ((R,S)-5) como un sélido con un peso de 60.37g, [alp®®-34.40° (c=1,
MeOH). Esta sal fue suspendida en 300 mL de agua y se ajustd el pH a 1.64 con
HCI conc., se enfrid a 0-5° C durante 1 hora, se filtrd y se lavé con la minima
cantidad de agua, se secd hasta pesc constante a 40°C con vacio. Se obtuvieron
39.65g (58.74%) de acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico ((R)-4), p.f. 176-178°C,
[«]o®®-17.73° (c=1, MeOH).

Acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico ((R)-3). En un matraz redondo de 2L, se
cargaron 39.65g (0.179 mol) de acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico ((R)4) y
995.60 mL de HCI 1N. Se calentod a reflujo durante 3h, monitoreando la reaccioén por
CCF sistema acetato de etilo-acido acético (99.5:0.5), hasta completa desaparicion
de ((R)-4). Se ajusto el pH entre 6.2 y 6.4 con NaOH al 50%; se enfriéd a 0-5°C
durante 1 hora y se filtré, se lavo con la minima cantidad de agua y se sec6 hasta
peso constante a 40°C con vacio. Se obtuvieron 24.88g (77.38%) del acido (R)-2-
amino—-4-fenilbutirico ((R)-3), p.f. >300°C, [a]p?®-42.42° (c=1, HCI 3N).

Acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico ((R)-6). En un matraz de tres bocas de 2L
provisto de agitacion mecanica, se agregaron 24g (0.133 mol) de acido (R)-2-amino-
4-fenilbutirico ((R)-3) y 268.15 mL de H;SO4 3N, se enfrid a 0-4°C. Se agrego gota a
gota una solucion de NaNO: (12.84g, (0.186 mol) en 200 mL de agua) durante 30
minutos. Se dejd a temperatura ambiente durante 24h con agitacidn constante
monitoreando el avance de reaccion por CCF, sistema hexano-acetato de etilo
(50:50). Se enfrid nuevamente a 0° C y se agregaron 134.07 mL de H2SO4,3N y una

TECTQ SNAT ]
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solucion de NaNOQO; (25.69g, (0.372 mol) en 200 mL de agua) durante 30 minutos.
Se retird el bafio de enfriamiento y se mantuvo a temperatura ambiente durante
48h con agitacion constante, monitoreando el avance de reaccion por CCF sistema
hexano-acetato de etilo (50:50), hasta completa desaparicion de ({(R)-3). Se enfrié a
0-5°C durante 1h, se filtro y se lavd con la minima cantidad de agua fria. Se secd
hasta peso constante con vacio a 40°C cbteniendo una primera cosecha de 8.64g
de acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico ((R)-6), p.f. 98-101°C, [x]p® -17.21° (c=0.9,
CHCIs). Las aguas madres resultantes de la filtracion, se extrajeron con acetato de
etilo (3X50 mL) secando con sulfato de sodio anhidro (Naz2S0Q.) y evaporando a
sequedad; para ;:Srodt_.lcir una segunda cosecha que se repulpd en la minima
cantidad de hexano, se enfrid a 0-5°C durante 1th Se filtrdé ¥y se secd a 40°C con
vacio. Se’ obtuvi‘eron 4.61g de acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirica ((R)-6), p.f. 98-
100°C, [a]D’j°-17.1d° (c=0.9, CHCla) [lit. 1'8-271 p §. 103-108°C].

Espectro™10, RMN»‘H (CDCI;,. 400 MHz) &: 1.99-2.21 (m, 2H), 2.81 (, J = 8.08 Hz,
2H), 4.27 (dd 4.04,'8.08 Hz,'_ H), 7.20-7.29 (m, 5H).

Espectro . 11: RMN 3G (CDClia, 100.5:MHz) &t 31.00. 35 66, 69.49, 126.18, 128.49,
128.56, 140.71, 179.73.

Espectro 12. IR vmax (Nujol), (cm’') 3455, 1728, 1454 1239 1175 1095, 867, 737,

695,

(R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo ((R)-7). En un matraz de tres bocas de 250
mL con trampa de humedad, se cargaron 6g (0.0333 mol) de acido (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirico ((R)-6) y 60 mL de etanol anhidro. Se enfrid a 0-5°C y se adiciond
lentamente 4.75g (0.0399 mol) de cloruro de tionilo manteniendo la temperatura por
debajo de 5°C, manteniendo a esta temperatura durante 1 hora y a temperatura
ambiente durante 24h, monitoreando la reaccion por CCF, sistema hexano-acetato
de etilo (50:50), hasta completa desaparicion de ((R)-6). Se concentré hasta
sequedad con vacio, el residuo se disolvié en 60 mL de acetato de etilo y se lavo
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con solucion saturada de bicarbonato de sodio (3X20 mLlL). El extracto fue secado
con sulfato de sodio anhidro (Na>SQ0.) y concentrado hasta sequedad para producir
6.01g (82.72%) de (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo ((R)-7) como un liquido, [a]o®®
-22.25° (c=1, CHCIa). 1'8.27

Espectro 13. RMN 'H (CDCls, 400 MHz) &: 1.29 (t, J = 7.32 Hz, 3H), 1.95-2,14 (m,
2H), 2.77 (m, 2H), 2.93 (s, 1H), 4.19 (t, J = 3.68 Hz, 1H), 4.22 (m, 2H), 7.18-7.32 (m,
S5H).

Espectro 14. RMN °C (CDCI_—,, 100.5 MHz) 5:- 1422 31.06, 36 02 61 75 69 71,
126.05, 128.45, 128.60, 141.22, 175.25.

Espectro 15. IR vmax (Pelicula), (cm™) 3476, 3062, 3026, 1733, 1647, 1370 1211,

1100, 701.

Racemizacién del Acido (S)-2-acetamido-4-fenilbutirico ((S)-4).

En un matraz redondo de 100 mL, se cargaron 10g (0.0452 mol) del acido (S)-2-
acetamido-4-fenilbutirico ((S$)4) y 20 mL de acido acético. Se calentd a reflujo
durante 96 h, monitoreando ia reaccion por polarimetria (rotacidn especifica), hasta
ccmpleta racemizacion de ((S)-4). La reaccion se enfrid a 0-5°C durante 1 hora y se
filtro, se lavo con la minima cantidad de acido acético frio y se secd hasta peso
constante a 40°C con vacio. Se obtuvieron 5.32g (53.2%) del acido (R,S)-2-
acetamido-4-fenilbutirico (4), p.f. 145-147°C, [a]p?° +0.052° (c=1, MeOH).
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8. Resultados y discusion.

E! primer paso de la metodologia desarrollada, consistid en reproducir el método
descrito por Bucherer-Bergs para la sintesis de hidantoinas, el cual consiste en
hacer reaccionar un aldehido en presencia de carbonato de amonio y cianuro de
sodio en medio acuoso alcohdlico para producir la hidantoina correspondiente.

De esta manera, se logré obtener satisfactoriamente la 5-feniletil-imidazolin-2,4-
diona (2) a partir del 3-fenilpropionaldehido (1) por reaccion con carbonato de
amonio y cianuro de sodio en medio acuoso alcohdlico con rendimientos de 70 a
80%. E! rendimiento reportado en la literatura es de 45%. ['® (Esquema 12)

Q
i (N:a)c go N
H 4)2C03 Nko
MeOH H
H20
1 : 2
Esquema 12. Sintesis de la 5-feniletil-imidazolin-2,4-diona (2).

La siguiente etapa consistio en hidrolizar la hidantoina (2), para lo cual se
modificaron las condiciones descritas por 1zumi Y.1*2! empleando tres equivalentes de
hidroxido de sodio, con lo que se obtuvo el aminoacido correspondiente, acido (R, S)-
2-amino-4-fenilbutirico (3), con un rendimiento del 74% (Esquema 13). Cuando se
intentd esta reaccién.con dos equivalentes de hidroxido de sodio, como se describe
en la literatura, se observé una reaccion incompleta.

[ TEsis con
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NH CouH
Nko NaoH NH2
H H20
2 3

Esquema 13. Hidrolisis de 1a hidantoina para obtener el amino acido correspondiente.

Posteriormente, se procedid a proteger el grupo amino acetilando bajo condiciones
de pH controlado, obteniendo el acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico (4) con un
rendimiento del 89.5%. (Esquema 14)

o o
CcOoH /lLo Py COzH

NH
@A/\NHz Neon )=o
H>O

3 4

Esquema 14. Acetilacion del acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico (3).

Se . intenté la resolucion quimica del acido 2-acetamido-4-fenilbutirico (4) con
diferentes aminas sintéticas, como son (S)-2-amino-1-butanol, N-octilglucamina y
(8)-(-)-metilbencilamina ({S)-8). empleando diferentes disolventes y condiciones de
reaccion. Sin embargo, sélo con este ditimo agente resolutor se lograron resuitados
satisfactorios, por lo que se realizaron varios experimentos para optimizar dicha
resolucion, probando diferentes proporciones del agente resolutor, disolventes y
mezclas de disolventes, asi como temperaturas de cristalizacion. Esta resoiucion
esta reportada en una patente japonesa 291 empleando 1.3 equivalentes de (S)-(-)-
metilbencilamina, con rendimiento del 36 % para el acido (S)-2-acetamido-4-
fenilbutirico. (Esquema 15)
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Esquema 15. Resolucién del acido (R,S)-2-acetamido-4-fenilbutirico (4), empleando (S)-(-)-
metilbencilamina ((S)-8).

Los rendimientos de la sal diastereomérica ((R,S)-8), con el método optimizado,
fueron de 55 a 65%, -con rotaciones especificas de [a]o® -34° hasta -38° (c=1,
MeOH) [lit. *®! 38%]

Con respecto a la resolucién del acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico, se usé
como punto de partida el método reportado por Miyazawa Yoshinobu, que consiste
realmente en una doble resolucion, empleando como primer agente resolutor 1.3
equivalentes de (R)-(+)-Metilbencilamina [(R)-FEA], con lo cual aislan la sal (S,R)

g
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con un rendimiento det 38% y luego hacen otra resolucion del producto recuperado
de las aguas madres [(enriquecido con sal (R,S)]. previa liberacidon con acido
clorhidrico diluido, empleando esta vez [(S)-FEA] como agente resolutor, para

obtener la sal (R, S).

Considerando que: a) para nuestros objetivos fue prioritaria 1a obtenciéon del acido
(R)-2-acetamido-4-fenilbutirico; b) esta reportado P'! que en ciertos casos cuando
una de las sales diastereoméricas s mucho menos soluble en el medio es posible
realizar una resolucion empleando 0.5 y 0.7 equivalentes del agente resolutor, se
redisefio la estrategia de la “doble resolucién” descrita por Miyazawa Yoshinobu con

los siguientes cambios:

a) Realizar la primera fase de la resolucion con {(S)-FEA];
b) Intentar el empleo de 0.5 y 0.7 equivalentes de los agentes resolutores;
c) Debido a que los rendimientos de las sales fueron bajos, se probaron varios

disolventes y mezcias de disolventes.

Se realizaron ademas- varios experimentos en los qQue se ensayaron diferentes
velocidades de adicidn del agente resolutor y diferentes tiempos de calentamiento,
encontrando que la velocidad de adicion no afecta el rendimiento ni ia rotacién
especifica de la sal, a diferencia de lo que sucede con el tiempo de calentamiento y

con el disoivente.

Este es, pues, un método poco explotado y poco descrito en la literatura, que hace
mas eficiente a una resolucion y que puede aplicarse en los siguientes casos: a)
cuando se dispone de ambos enantiomeros del agente resolutor y b) cuando hay
una diferencia importante en la solubilidad en caliente de cada uno de los productos
diastereoméricos en el medio de reaccion. Hay que mencionar que, en este caso,
las sales (R, S) y (S, R) tienen una relacion enantiomérica entre si.
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&

Posteriormente, la N-acetil fue liberada desde la sal diasteromérica (R, S) con acido
clorhidrico acuoso.

La hidrélisis del N-acetil se realizé en condiciones que no promovieran la
racemizacién, para lo cual se empled acido clorhidrico 1N con calentamiento a
reflujo, obteniendo el acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico con un rendimiento del
77.38% y una pureza optica de 90%.

Un procedimiento similar se empled para obtener el diastereémero (S,R) a partir de
las aguas madrés de (a primera resolucion, obteniéndose finalmente el acido (S)-2-
amino-4-fenilbutirico con rendimiento y pureza 6ptica similares al enantidmero (R).

Otro proc‘es'o;'qqg”s,e‘exploré fue la resolucién del acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico
con  acido D-mandélico, reportado en una patente japonesa P9, sin resultados
favorables.

Otra prueba que se realizé fue la resolucion enzimatica del acido (R, S)-2-acetamido-
4-fenilbutirico, empleando una N-acilasa cruda de rifidn de puerco, siguiendo la
metodologia sugerida por el Dr. Héctor Luna Contla. Con esta alternativa se obtiene
el enantiomero (S) con una pureza optica del 91%, y un rendimiento estequiomeétrico
del 66%. El enantidmero (R) permanece inalterado, aunque resulté dificil de aislar y
purificar, por lo que esta estrategia fue abandonada.

Como una alternativa para el aprovechamiento del acido (S)-2-amino-4-fenilbutirico,
que es el subproducto de ia resolucion, se plantea su racemizacion y reciclo, o bien,
un procedimiento que implica su transformacion en el (S)-hidroxiéster y su posterior
inversion de configuracion, como la describe Wen-Qing ''"). (Esquema 16)
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COH COzH COLEt
s
iy NaNO2/H2SO4 on socl, ~ oH
H2O/Reflujo. EtOH I =
(8)-3 (s)6 (S)-7
COLEt CO;Et CO,Et
MsCLPir. EtCO.K; EtOH
OH ——— " . OMs ‘O,EL
reflujo
(S)-7 (s)-s " (R)-9
COLEt ST CO.EL
ot K2CO3. EtOH i ..
Ot @ : “OH

(R)9 (R)-7

Esquema 16. Ruta de sintesis altemativa para el aprovechamiento del &cido (S)-2-amino-4-
*.. fenilbutifico ({S)-3).

Para la preparacion del hidroxidcido y el hidroxiéster respectivamente, se
reprodujeron las metodologias descritas por lwasaki G. y col. "8l obteniendo
resultados similares a los descritos en dicho trabajo. Para el hidroxiacido se obtuvo
un rendimiento del 62% y para el hidroxiéster el 82%.

La racemizacion del acido (S)-2-acetamido-4-fenilbutirico fue realizada a reflujo en
dcido acético durante 96 horas obteniendo el acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico
con un rendimiento del 53.2% y una rotacion de [a]o®® +0.052° (c=1, MeOH), el cual
puede ser empleado para un reciclo. Esta estrategia fue preferida a la que implica la
hidrdlisis alcalina y racemizacion en solucion alcalina, puesto que tiene |la ventaja de
no requerir una nueva acetilacion. (Esquema 17)
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Fo=H CHaCOH go=H
NH 2 2 /\-)\NH
)=0 Reflujo )=O
(S)4 a

Esquema 17. Racemizacion de ($)-4 para su posterior reincorporacién en un reciclo.

Un punte importante del proyecto fue desarrollar una tecnologia competitiva para la
sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo, por lo cual se presenta, en las
siguientes Tablas, la relacidon de insumos para la preparacion de 1Kg de producto
final. Los calculos se basaron en los requerimientos de cada etapa de la sintesis
desarrollada, considerando la recuperacion y reuso de algunos materiales.
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Tabla 2. Insumos para la sintesis de 1- Kg de (R)-2-Hidroxi-4-fenilbutirato de

etilo por etapas.

Sintesis de S-feniletil-imid. lin-2,4-diona

Materia prima Gramos | Mililitros | Recuperado | Consumo | Factor
3-fenilpropionaldehido 76,14 76,14 3,93
Cianuro de sodio 27.8 27,8 1,44
Carbonato de amonio 77,7 77.7 4,02
Agua 305 305 15,76
Metanol 76 6 0,31
Acido clorhidrico conc. 76 76 3,93
S-feniletil-imidazolin-2.4-diona 81,73 | R%= 70.95 0.0517
Sir is del Acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico

Materia prima Gramos | Mililitos do | Consumo | Factor
S5-feniletil-imidazolin-2.4-diona 81,73 81,73 4,22
Hidréxido de sodio _48,31 48,31 2,50
Agua 400 400 20,67
Acido clorhidrico conc. 80 90 4.65
Carbdn activado 1 1 0,05
Acido (R,S)-2-amino-4-fenilbutirico 53,63 | R%= 74.33 0,0517
Sir del Acido (R,S)-2 ido-4-fenilbutirico

Materia Prima Gramos Recuperado | Consumo | Factor
Acido (R, 5)-2-amino-4-fenilbutirico 125,03 125,03 2,77
Anhidrido acético 92,58 92,58 2,05
Hidroxido de sodio 27.9 27,9 0,62 |
Agua 1150 1150 25,49
Acido clorhidrico conc. 150 150 3,32
Hidréxido de sodio 50% 55 55 1,22
Acido (R,S)-2-acetamido-4-fenilbutirico 138,01 | R%= 89.51 0.02217
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Continuacién Tabla 2.

Sir is del Acido (R)-2 4-fenilbutirico
Materia Prima Gramos Consumo | Factor
Acido (R, S)-2 nido—-4-feniibutirico 135 42,09 3,068
Metanol as 2,54
(S)-(-)-Metilbencilamina 51,75 0.75 0.05
Sal diastereomérica 60,37 60,37 4,39
Agua 300 300 21,80
Acido dlorhidrico conc. 15 15 1,09
Acido acético 190.7 - 190 0,7 0,05
Acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico 39.65 | R%= 58.74 0.07268
Sis is del Acida (R)-2 ino-4-fenilbutirico
Materia Prima Gramos | Mililivos Rec o | Consumo | Factor
Acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico 39,65 39.65 2,88
Acido clorhidrico 1N 995.6 9956 72,38
Hidréxido de sodio 50% 64 &4 4.65
Acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico 24.88 | R%=77.88 0.07268
Sintesis del Acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico
Materia prima Gramos | Mililivos Recuperado | Consumo | Factor
Acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico 24 24 1,81
Acido sulfurico 3N 402,22 402,22 30,31
Nitrito de sodio 38.53 38,53 2,90
Acetato de etilo 150 | s 0,38
Acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico 13,25 | R%= 54.97 0.07535
Sir is del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo
Materia Prima Gramos | Mililitros Recuperado | Consumo | Factor
Acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico 6 [:] 1,00
Cloruro de tionilo 4,75 475 0,79
Etanol anhidro 60 60 9,98
Acetato de etilo 60 . 88 5 0,83
Sol. Saturada de Bicarbonato de sodio 60 80 9,68
R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo 6.01 | R%= 8272 0,1664
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Tabla 3. Cantidades en Kg de materias primas requeridas para la obtenciéon de
1 Kg de (R)- 2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo.

3-fenilpropionaldehido 3.93 KG
Cianuro de sodio 1.44 KG
Carbonato de amonio 4.02 KG
Agua 83.72 L
Metano! 285 L
Acido clorhidrico conc. 12.99 L
Hidroxido de sodio 3.12 KG
Carbon activado 0.05 KG
Anhidrido acético 2.05 KG
Hidroxido de sodio 50% 5.87 KG
(S)-(-)-Metilbencilamina 0.05 KG
Acido acético 0.05 KG
Acido clorhidrico 1N 72.36 L
Acido sulfdrico 3N 30.31 L
Nitrito de sodio 2.90 KG
Acetatao de etilo 1.21 L
Cloruro de tionilo 0.79 KG
Etanol anhidro 998 L
Sol. Saturada de Bicarbonato de sodio 9.98 L

Tabla 4. Intermedios en la sintesis del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo.

5-feniletil-imidazolin-2,4-diona 4.22 KG
Acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico 2.77 KG
Acido (R, S)-2-acetamido-4-fenilbutirico 3.06 KG
Acido (R)-2-acetamido-4-fenilbutirico 2.88 KG
Acido (R)-2-amino—4-fenilbutirico 1.81 KG
! TEGIC MmN ] a8
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Todos los compuestos obtenidos fueron caracterizados por RMN de 'H y '3C,
ademas de espectroscopia de infrarrojo. Los datos espectroscopicos se presentan
en las Tablas 5 a 14 y los espectros correspondientes se presentan en el anexo
10.1.

Los desplazamientos quimicos de 'H y '>C de los compuestos 2, 3, 4, (R)-6 y (R)-7,
muestran, para el caso de 'H, las sefales caracteristicas de los protones de un anillo

aromatico ‘monosustituido como una sefial mualtiple en la zona comprendida entre
7.10 a2 7.35 ppm. -

protones H yH-6p co| cbmo protones diasterotopicos.
3C para C-2 y C-4 del mismo compuesto se

Los desplazamientos
'7\7 09 ppm respectivamente, debido a la densidad

presentaron en -158.97 pp .
electronica de los grupos funcmnales presentes; por lo cual se observan en campos

mas bajos.

~Carbono sin hidrogenos, totalmente cuaternario que en RMN '’C es el que se encuentra a campos
bajos y con una intensidad pequefa, debido a que su relajacion no es tan rapida como la de un
carbono normal.
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H-6 H-7 H-1 H-5 | HL(9, 10, 11)
5(1.89-212] 273 | 332 | 4.10 7.16 ~7.32
(ddt) (t) (s) j(dd) (m)

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de 'H (ppm) para la 5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona (2).

Cc-7 c-6 C-5 Cc-11 c-9 c-10 c-8 c-2 c4
& 30.87 33.80 58.20 126.24 128.48 128.56 141.02 158.97 177.09

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de '>C (ppm) para la 5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona (2).

Para los compuestos 3, 4, (R)-6 y (R)-7, los desplazamientos en RMN de 'H para H-
2, H-3 y H-4, se mostraron en un rango de 3.80 ppm a 4.40 ppm para H-2, para H-3
en 1.90 ppm a 2.25 ppm y para H-4 en 2.50 ppm a 2.85 respectivamente; las
sefales obtenidas se presentaron como tripletes, doble de dobles y multipletes
debido al acoplamiento de los protones.

En el caso de RMN de '3C, los desplazamientos de los compuestos antes
mencionados para C-2, C-3 y C4 se presentaron en los siguientes rangos; para C-2
en 52.0 ppm a 70.0 ppm, para C-3 en 31.5 ppm a 36.5 ppm y para C-4 de 30.0 ppm
a 32.5 ppm.
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%

Dado que la serie de compuestos sintetizados presentaban la misma base en su
esqueleto estructural, ios desplazamientos en RMN de 'H y 13C se esperaban que

fuesen muy parecidos, lo cual fue confirmado con los datos obtenidos en este

trabajo.

De igual forma los compuestos 2, 3, 4, (R)-6 y (R)-7, presentaron sefiales
caracteristicas para carbonilos y metilos en rangos de 170 ppm a 180 ppm y 14 ppm

respectivamente.

7 2" NH2
8
H3 H{6.7.8)
& 1.93-2.15 2.59 3.89 711 —-7.19

(m) (m) (t) (m)

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de 'H (ppm) para el Acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico
3).

c4 Cc-3 Cc-2 c-8 c-6 Cc-7 Cc-5 Cc-1
&5 _30.58 31.72 52.57 126.90 128.75 129.08 140.26 171.99

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *C (ppm) para el Acido (R, S)-2-amino-4-fenilbutirico
).
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H-3 H-CH, H-4 H-2 H|(6,7,8)
5 191—-220 202 273 435 7.156-7.31
(m) (s) (m) (dd) (m)

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de 'H (ppm) para el Acido (R, S)-2-acetamido-4-
fenilbutirico (4).

CCH; C4 c3 c-2 c-8 c-7 c-6 c-5 c-1 c- A

S5 _21.33 32.11 33.50 52.29 126.14 128.49 128.49 141.23 172.44 174.46

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de C (ppm) para el Acido (R, S)-2-acetamido-4-
fenilbutirico (4).

4
COzH

2“0OH
8 5

H-3 H4 | H-Z (R4 6,7.8)

1 1.99-—2.21 2.81 4.27 |7.23-7.29
(m) (t) (dd _(m)

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de 'H (ppm) para el Acido (R)-2-hidroxi-4-feniibutirico
((R)-6).
c4 Cc-3 c-2 c-8 Cc-6 Cc-7 C-5 Cc-1

& __31.00 35.66 69.49 126.18 128.49 12856 140.71 179.73

Tabila 12. Desplazamientos quimicos de '>C (ppm) para el Acido (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirico
((R)-6).
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1
COLCHLCH3

20OH
8
7
H-CH; H-3 HA4 H-OH H-2 HCH: H{6,7,8)
3 1.29 1.95—-2.14 2.77 2.93 4.19 4.22 7.18 -7.32
(t) (m) (m) (s) (t) (m) (m)

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de 'H (ppm) para el (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de
etilo ((R)-7).

C-CH3s c4 Cc-3 c-2 C-CH2 Cc-8 Cc-6 Cc-7 Cc-5 Cc-1

14.22 31.06 36.02 61.75 69.71 126.05_ 128.45 128.60_141.22 175.25

Tabla 14, Desplazamientos quimicos de '>C (ppm) para el (R)-2-hidroxi-d-fenilbutirato de
etilo ((R)-7).

Los datos de IR para la serie de compuestos obtenidos, presentaron bandas caracteristicas
de un anillo monosustituido en una regién de 600 a 900 cm™*, para los acidos carboxilicos en
1600 a 1800 cm™', para los alcoholes en 3100 a 3500 cm’’, para la amida en 3100 a 3400
cm™ y para el ester en 1700 a 1750 y 1100 a 1300 cm™'; siendo estas bandas las mas

representativas para la identificacion de los compuestos obtenidos.
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9. Conclusiones.

Se logré desarrollar un proceso eficiente de sintesis de la 5-feniletil-imidazolin-2,4-
diona (2), mejorando sustancialmente los rendimientos descritos en la literatura. Asi
mismo, se desarrolld un procedimiento para su hidroélisis alcalina y se desarrolld y
optimizd un proceso eficiente para la obtencion y resolucion del N-acetamido.

Se reprodujo e! proceso de obtencion del (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etilo ((R)-7)
a partir del acido (R)-2-amino-4-fenilbutirico ({(R)-3).

Con el fin de establecer una sintesis enantioconvergente se logrd racemizar el acido
(S)-2-amino-4-fenilbutirico ((S)-3) para su reciclo en el proceso de resolucidn.

La polarimetria, fue la técnica que permiti® demostrar la pureza optica del

compuesto obtenido.

Se presenta la relacidn de insumos para la preparacion de 1Kg de producto final,
considerando la‘reg:uperacic':n y rehdso de algunos materiales.

Se queda como propuesta evaluar el proceso de transformacion del enantiomero
acido (S)-2-ammo-4—femlbutfnco por inversion de configuracion, en el (R)-2-hidroxi-4-
fenilbutirato. de etllo. Asi mismo, - queda pendiente la optimizacién de la resolucion
enzimatica, que eventualmente podria presentar ventajas econdmicas y

ambientales.
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10. Anexo.

'H, °C e infrarrojo.
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Espectros de resonancia magnética nuclear e infrarrojo.
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Espectro 2. RMN '3C para el compuesto (2). 5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona.
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Espectro 3. IR para el compuesto (2). 5-Feniletil-imidazolin-2,4-diona.
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Espectro 4. RMN 'H para el compuesto (3). Acido 2-Amino-4-fenilbutirico.
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Espectro 5. RMN "°C para el compuesto (3). Acido 2-Amino-4-fenilbutirico.

S e

L
P
NP .
\ .
) L ¢
3
t
13
ELRR et |
ey e 1wn

Espectro 6. IR para el compuesto (3). Acido 2-Amino-4-fenilbutirico.
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Espectro 7. RMN 'H para el compuesto (4). Acido 2-Acetamido-4-fenitbutirico.
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Espectro 8. RMN '°C para el compuesto (4). Acido 2-Acetamido-4-fenilbutirico.
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Espectro 9. IR para el compuesto (4). Acido-2-Acetamido~4-fenilbutirico.
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Espectro 10. RMN 'H para el compuesto ((R)-6). Acido 2-Hidroxi-4-fenilbutirico.
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Espectro 12. IR para el compuesto ((R)-6). Acido (R)-2-Hidroxi-4-fenilbutirico.
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Espectro 13. RMN 'H para el compuesto ((R)-7). (R)-2-Hidroxi-4-fenilbutirato de etilo.
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Espectro 14. RMN '°C para el compuesto ((R)-7). (R)-2-Hidroxi-4-fenilbutirato de etilo.
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