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Sintesis de p-tiramina a partir de L-tirosina, utilizando N-Bromoftalimida
(NBP) como agente oxidante
Alejandro Mejial, Ruby L. Perez? y Jaime M. Franco®.

12Quimica, Facultad de Ingenieria, Disefio y Ciencias Aplicadas, Universidad Icesi, Cali, Colombia
3Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y de Educacion. Departamento de Quimica. Universidad del Cauca, Colombia.

Resumen: En el presente estudio se desarroll6 una metodologia para la reaccion de amino-reduccion de L-tirosina
(1) a p-tiramina (2) utilizando N-Bromoftalimida (NBP). Para ello, se llevé a cabo la sintesis de Ftalimida (4) y
NBP con rendimientos del 76.9% y 59.2% respectivamente. Ademas, se destaca la sintesis del compuesto O-
benzoil-L-tirosina (6) con un rendimiento moderado del 34.7%, y también de un derivado protegido de 1
utilizando cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo como agente protector (7), con un rendimiento del 9.98%. Finalmente,
se realizo la oxidacion de 6 con NBP, sin embargo, los resultados de esta etapa no fueron concluyentes.

1. introduccion

En los ultimos afios, se ha observado un aumento en
la demanda comercial de aminoacidos,
especialmente para su uso en la sintesis de
farmacos y suplementos dietéticos. La sintesis
enzimatica se presenta como una alternativa
prometedora, permitiendo una produccion més
eficiente. Aunque, enfrenta desafios como elevados
costos y dificultades en el almacenamiento de
enzimas catalizadoras. En un estudio reciente
publicado en el Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, describe un proceso de fermentacion
que utiliza piruvato crudo como sustrato. La enzima
tirosina fenol-liasa cataliza la conversion de este
sustrato en el compuesto 1. Posteriormente, con la
participacion de enzimas inmovilizadas de tirosina
carboxilasa, se completa la reaccion en dos pasos,
alcanzando un rendimiento aproximado de 86%?.
Las desventajas de este proceso se manifiestan en el
elevado costo del piruvato crudo mediante el uso de
células recombinantes y los gastos relacionados con
la técnica de inmovilizacion y el montaje de los
biorreactores, lo que limita su viabilidad en la
investigacion. Otra alternativa explorada es la
fermentacion a partir de microorganismos, como la
metodologia presentada por Gale en 1940. En este
método, se emplea Enterococcus faecalis para la
produccién del compuesto 2, aprovechando la

presencia de la enzima tirosina descarboxilasa
(TDC) en esta bacteria. La especificidad de la TDC
por el compuesto 1 facilita el proceso de
produccion, pero se enfrenta a la limitacion del
proceso de separacion del producto y la biomasa?.

[N _OH

(1) (2)

Figura 1. Descarboxilacion del aminoécido 1 al compuesto 2.

Ademas de los enfoques biolégicos, se han
propuesto estrategias de sintesis quimica para la
obtencion del 2. Una de las mas sencillas parte de
fenol y acrilonitrilo, utilizando una transposicion de
Curtius. Sin embargo, esta metodologia presenta
desafios, como un rendimiento relativamente bajo
del 30.2% y la formacion de subproductos toxicos®.
Otro procedimiento, desarrollado por Barger y
Walpole, parte de fenilacetonitrilo mediante una
secuencia de reacciones que incluyen nitracion,
reduccién e hidrogenacion. Si bien este método
evita los problemas de los subproductos, se enfrenta
al costo de los reactivos de partida. Por ende, se
plantea estudiar las reacciones mediadas por
agentes oxidantes como la N-bromosuccinimida
(NBS) y la NBP que han demostrado favorecer los



procesos de descarboxilacion en aminoéacidos como
la lisina, treonina y serina*®. Sin embargo, se
desconoce su mecanismo de accion. Estudios
previos han caracterizado los alfa-aminoécidos
oxidados mediante NBS y NBP a partir de analisis
cinéticos, evaluando la velocidad de reaccion, asi
como las fracciones positivas y negativas de la
mezcla con respecto al solvente utilizado®. Los N-
halocompuestos, como la NBS y la NBP, son de
gran relevancia en la actualidad, ya que funcionan
en reacciones redox no catalizadas®® y tienen la
capacidad de actuar como base, nucledfilo, agente
halogenante!®!! y como fuente de aniones de
nitrégeno'?. La NBP, en particular, se ha utilizado
en diversas aplicaciones, como la oxidacion de
cetonas'®,  benzhidrilos!*,  determinacion  de
sulfonamidas'®>® y el estudio cinético de la
oxidacion de la aspirinal’. Entre sus propiedades
mas importantes se encuentra su fotosensibilidad,
baja solubilidad en agua y un equilibrio quimico
que, después de la oxidacion, forma ftalimida, un
compuesto con baja toxicidad'®. Un estudio previo
en el grupo de investigacion de la Universidad Icesi
sobre la sintesis de 2 a partir de NBS sugiri6 que la
bromacion ocurrié en el anillo aromatico, en lugar
del grupo amino, posiblemente debido a la
presencia del grupo hidroxilo activador en 1, lo que
generd una disminucion en el rendimiento de la
reaccion. Para solventar este problema, se plante6 la
proteccion del grupo hidroxilo de 1 mediante la
acilacion con cloruros de acilo. Kristensen!® ha
explicado la facilidad de proteger hidroxi-
aminoacidos a partir de cloruros de acilo y
anhidridos carboxilicos en condiciones &cidas. En el
caso de 1, se utilizaron cloruros de etanoilo,
pentanoilo y hexanoilo, obteniendo rendimientos
del 70%, 60% y 65%, respectivamente, en la O-
acilacion?®. Ademas, se disefid un procedimiento
méas sencillo, utilizando &cido trifluoroacético y
cloruro de etanoilo a temperatura ambiente, lo que
resultdé en un rendimiento del 70% y facilitd la
separacion del producto en forma de clorhidrato?.

Los derivados O-acetilados de 1 presentan una
menor polaridad en el grupo funcional fendlico, lo
que inactiva el anillo aromatico y favorece la
reaccion sobre el grupo amino de la cadena
principal, aumentando el rendimiento. Por lo tanto,
se propone la sintesis de los derivados protegidos de
1 a partir de cloruro de benzoilo (Bz) y cloruro de
3,5-dinitrobenzoilo (BZ-NO>) para llevar a cabo la
reaccion de oxidacion a tiramina.

2. Metodologia
2.1 Instrumentacion

Anélisis de espectrometria de masas

Los analisis mediante espectrometria de masas se
realizaron en el equipo MS Waters AQUITY del
laboratorio de instrumentacion quimica (L1Q) de la
Universidad Icesi mediante el método de infusion-
MS.

Anélisis espectroscopico de infrarrojo

El analisis mediante la técnica de espectrometria de
infrarrojo medio (IR) se realizé en el equipo FT-IR
Nicolet 6700 de la casa Thermoscientific
perteneciente al laboratorio de instrumentacion
quimica (LIQ) de la universidad Icesi mediante el
método de transmision ESP utilizando pastilla de
KBr.

Anélisis de propiedades mediante fusiémetro

La determinacion de los puntos de fusion se realizo
mediante un fusiometro marca Electrothermal 1A
9000.

Técnica de cromatografia de capa delgada
(CCD)

El andlisis cromatogréafico se efectud en placas de
aluminio con recubrimiento de silice 60 Fos4  de la
casa comercial Supelco. Los solventes mas
utilizados para la fase movil fueron diferentes
proporciones de hexano, diclorometano, acetato de



etilo y metanol en la mayoria de los casos. Ademas,
se utilizaron la ninhidrina y una lampara de
ultravioleta de 254 nm como reveladores.

Técnica de cromatografia de columna

Se empleo esta técnica como fase de purificacion de
los compuestos obtenidos utilizando silice 60
(0.040-0.063 mm).

Disefio del estudio

Se plantea un estudio de las rutas para la sintesis de
tiramina mediante la descarboxilacion oxidativa de 1
usando como agente oxidante NBP. Para ello y
teniendo en cuenta la problematica abordada de bajos
costos de produccién se realiza la siguiente
metodologia.

2.2 Desarrollo experimental
2.2.1 Sintesis de Ftalimida (4)

Mezclar 1.00 g (6.75 mmol) de anhidrido ftalico 3y
0.200 g (3.30 mmol) de urea y agitar hasta alcanzar
homogeneidad en la mezcla. Calentar entre 130 °C a
135 °C. Monitorear efervescencia debido a la
produccién de dioxido de carbono, un subproducto
de reaccion. Finalizando la efervescencia agitar
durante diez minutos y enfriar a temperatura
ambiente. Filtrar al vacio realizando lavados con un
volumen minimo de agua y secar a 100°C. La
reaccion se recristalizo en etanol durante 24 h. Esta
reaccién se realizd siguiendo el protocolo de
Volguel’s %2,

2.2.2 Sintesis de N-bromoftalimida (NBP)

Mezclar 0.900 mL de H20 (50.0 mmol), 0.582 mL
de H2SO4al 98% (11.1 mmol) y 490 mg de KBr (4.76
mmol). Posteriormente, adicionar gota a gota 1.10
mL de H>O> (47.0 mmol) para generar Brz in situ. En
otro recipiente agregar 250 mg de 4 (1.70 mmol)

junto a una solucién de 80.0 mg de NaOH en 1 mL
de H20.

2.2.3 Sintesis de la L-tirosina protegida con
cloruros de benzoilo.

Se plantean dos procedimientos para la obtencion de
un derivado protegido de 1.

NH, NH,

HO BzO 6Gp=Bz
7Gp=3,5-di-NO,Bz

Figura 2. Proteccion de 1 con BzCl y 3,5-diNO,-BzCl.

2.2.3.1 Metodologia A: proteccion de 1 con
cloruros de benzoilo en acido trifluoroacético
(TFA)

Mezclar 300 mg (1.65 mmol) de 1, disueltos en 1.50
mL de 4cido trifluoroacético  anhidro.
Posteriormente, agrega 600 pL de cloruro de
benzoilo y se agita a temperatura ambiente durante
treinta minutos. Una vez terminada la reaccion, se
adicionan 150 pL de etanol hasta observar la
generacién de un crudo. Luego la solucion se debe
evaporar a presion reducida. La purificacion del
producto se realizd mediante cromatografia de
columna fase mdvil en diferentes mezclas de
metanol/diclorometano.

2.2.3.2 Metodologia B: Proteccion de 1 con
cloruros de benzoilo en HCIOa.

En un balén de reaccion, se adiciona 100 mg (0.550
mmol) de 1, 1.10 mmol del cloruro de benzoilo
(Gp), 25.0 puL (0.295 mmol) de HC1O4 al 70% en
1.30 mL de acetato de etilo. El cloruro de benzoilo
se debe agregar lentamente por goteo, y una vez
adicionada toda la cantidad, se deja la mezcla de
reaccion en reflujo durante doce horas. Luego, dejar



enfriar la mezcla de reaccion y se lleva a pH neutro
utilizando una solucion de NHs en agua. Por ultimo,
se filtra al vacio y conservar la fase liquida donde
precipita el compuesto de interés. La purificacion
del producto se realizd mediante cromatografia de
columna fase mdvil en diferentes mezclas de
metanol/diclorometano?.

2.2.4 Sintesis de la p-tiramina

Adicionar 400 mg de 1 (2.42 mmol) en una mezcla
de EtOH (40 mL), H20 (2 mL) y 1.50 mL de una
disolucion saturada de NH4Cl. Mientras se realiza
agitacion agregar 1.07g de NBS (6.05 mmol) en 5
mL de dimetilformamida (DMF) a temperatura
ambiente. Después de 20 minutos, disolver 2.30 g
de dicloruro de niquel (I1) hexahidratado (9.68
mmol) en la mezcla de reaccion y afadir
lentamente 915 mg de NaBHs (24.2 mmol) en
porciones con agitacion vigorosa. Finalmente,
después de 30 min a temperatura ambiente, la
reaccion se filtra para eliminar el etanol. Al residuo
liquido, agregar 20 mL de agua y basificar a pH 10
con NaOH 1.0 M acuoso. Extraer la solucion
acuosa con hexano. Lavar los extractos organicos
combinados con una solucién acuosa de NaHCO3
(20 mL) y secar sobre MgSO.%.

3. Resultados y discusion.

3.1 Sintesis de N-Bromoftalimida (NBP),
purificacion y caracterizacion.

La NBP es un agente oxidante y bromante capaz de
realizar procesos de oxidacion-reduccion en
compuestos con baja densidad electronica, en

comparacion con otros halégenos como el bromo.
Los estudios cinéticos en la oxidacion de
aminoacidos han ganado relevancia debido a la baja
peligrosidad de la NBP y su capacidad para no
generar subproductos toxicos. Ademads, su
equilibrio quimico permite su conversion a 4,
aumentando la recuperacion del material de partida
y permitiendo su reutilizacidon en reacciones en
cadena.

Por lo anterior, se plante6 la sintesis del agente
oxidante NBP mediante dos etapas. Primero, la
formacion de 4 a partir de anhidrido 3, y
posteriormente, una reacciéon de bromacion en
medio alcalino.

brca HBr/ H,0,
0 NH
NaOH

3 4 NBP
Anhidrido ftalico Ftalimida

Esquema 1. Reaccion general para la obtencion de NBP a partir de 3.

Para la primera etapa se realizO un tratamiento
térmico de 3 con urea, sin necesidad de disolvente, a
una temperatura de 130 °C. Este incremento de
temperatura favorece el desplazamiento del
equilibrio quimico hacia la formacion de 4 debido a
aumento de la reactividad del ataque nucleofilico de
la amina al grupo carbonilo de 4. Ademas, se
promueve la formacion de didxido de carbono como
subproducto en lugar de agua. El mecanismo de
reaccion que describe la reaccion de mejor manera se
encuentra a continuacion:
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Esquema 1. Mecanismo de reaccién para formar 4 a partir de 3y Urea.

El mecanismo de reacciéon involucra el ataque
nucleofilico (Sn2) del par de electrones libres del
grupo amino de la urea al carbonilo del anhidrido 3,
formando un intermedio tetraédrico (3a). Este
intermedio facilita el rompimiento del ciclo mediante
la deslocalizacion de electrones hacia el oxigeno.
Luego, el oxigeno cargado negativamente ataca al
carbonilo menos impedido, neutralizando la carga
positiva (3b). Se produce un nuevo ataque
nucleofilico del nitrégeno de la amina al carbonilo
mas cercano, lo que genera el cierre del ciclo (3d).
Finalmente, se observa el ataque de uno de los
hidrégenos de la imida, dando lugar a un
intermediario que, por estabilidad, deslocaliza los
electrones del oxigeno, facilitando la liberacion de
dioxido de carbono (CO2) y amoniaco (NHs)
(Esquema 1).

El seguimiento de la reaccion se hizo mediante
cromatografia de capa delgada (CCD), donde se
observo un valor de Rf de 0.80 diferente a 3, lo cual
fue corroborado con el punto de fusion experimental
de 237.1 °C, que se encuentra dentro del rango
reportado para 4 con un grado de pureza >95% (236-
238 °C). La recristalizacion en etanol al 96% durante
24 horas permitio obtener unos cristales blancos
filamentosos con un rendimiento del 76.9%.
Posteriormente se tomo6 un espectro infrarrojo a los
cristales obtenidos.

Del analisis de los espectros de infrarrojo que se
muestran en la Figura 3, se puede concluir que se
obtuvo el compuesto de interés, la ftalimida 4.

00 JCL2023-046/001 RF

80 A)

4000 3500 3000 2500 2000 1500
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B) \/ WWW W

Figura 3. A) Espectro IR de 4 experimental y B) Espectro IR de 4 extraido de
SDBS.
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Todas las bandas observadas en el espectro coinciden
con las esperadas para este producto. Se destaca la
banda en 3202 cm’', caracteristica de imidas ciclicas
y aminas secundarias. Ademds, se observan dos
bandas en 1752 y 1774 em™ que corresponden a los
estiramientos de los dos grupos carbonilo presentes
en la estructura.

Una vez identificado el compuesto 4, se procedi6 con
la segunda etapa para la generacion de NBP. En este
caso, se obtuvo un rendimiento del 59.2% utilizando
un protocolo adaptado de la obtencion de NBS, el
cual requiere acido bromhidrico (HBr)?*. El producto
solido de apariencia beige se obtuvo después de una
filtracion a vacio. El seguimiento de la reaccion por
CCD mostro un valor de Rf de 0.40 similar al
observado para el compuesto 4, indicando la
formacion del producto deseado. El punto de fusion
del producto fue de 214.4 °C mientras que el



experimental reportado segun su grado de pureza
puede oscilar entre 194 — 210 °C, lo que sugiere la
necesidad de mejorar el proceso de purificacion en
proximas sintesis.

La optimizacion de este paso metodologico dependio
del montaje de reaccion ya que se utilizd una
destilacion simple con la finalidad de generar Br in
situ a partir de HBr. Lo anterior es posible por el uso
de peroxido de hidrogeno (H202) que posee un
mecanismo de reaccion radicalario.

Paso 1: Iniciacion

Paso 2: Generacion de Br,

Y

20H 2H—Br —» H,0+Br,
Esquema 2. Mecanismo de reaccion radicalario para la obtencion de Br,

En el apartado 2.2.2 de la metodologia, se detalla el
procedimiento para obtener NBP a partir de KBr,
H20 y H2S04, generando HBr in situ mediante un
balon de reaccion conectado por destilacion simple a
la mezcla de ftalimida en medio bésico. Esto asegura
que el Bry, formado por condensacion al iniciar la
reaccion con peroxido, se adicione lentamente, gota
a gota sobre la mezcla de reaccion.

3.2 Proteccion de 1 utilizando cloruros de
benzoilo

Una vez sintetizado el agente oxidante, es necesario
proteger el compuesto de partida. Esto se debe a que
la metodologia de oxidacién propuesta para
promover la descarboxilacion en la molécula 1 se
basa en obtener feniletilamina a partir del
aminoéacido fenilalanina, utilizando NBS y posterior
reduccion con NaBH4?3. Sin embargo, la diferencia
estructural entre la fenilalanina 'y 1 es que la Gltima
posee un grupo fendlico en su estructura, lo cual
activa el anillo aromético y lo hace susceptible a
halogenacién por parte de agentes oxidantes como

NBS o NBP, esto puede conllevar a la generacion de
productos mono y disustituidos. Por lo anterior que
se planted la proteccion de 1 con cloruros de
benzoilo.

Los cloruros de acilo son ampliamente utilizados
para la proteccion de hidroxiaminoacidos reportando
altos rendimientos y bajo costo de produccion.
Especificamente, se utilizaron cloruro de benzoilo
(BzCl) y cloruro de 3,5-di-NO2-Bz (Bzno2Cl)
empleando catalisis &cida con 4&cido perclorico
(HCIO4) y acido trifluoroacético (TFA). Estos
protocolos han mostrado buenos rendimientos en 1
con cloruro de etanoilo en TFA (70%) y HCIO4
(91%)%>24, El uso en medio 4cido se debe a que los
aminoacidos presentan un equilibrio acido-base. Al
disminuir el pH, el grupo amino se protona formando
la especie (-NHs*), disminuyendo su reactividad y
favoreciendo el ataque nucleofilico del oxigeno
fenolico al carbonilo del cloruro de acilo. EI mayor
rendimiento observado en HCIO4 se debe a que este
es un acido mas fuerte (pKa alrededor de -7) en
comparacion con el TFA (pKa de 0.3), lo que reduce
aun mas la reactividad del grupo amino.

A continuacién, se presenta el mecanismo de
reaccion general para la proteccién de 1 mediante
sustitucion nucleofilica con cloruros de acilo.

Se llevo a cabo un diseflo experimental para evaluar
los rendimientos obtenidos al variar el acido y el
grupo protector. Los resultados se encuentran
registrados en la siguiente tabla.

Tabla 1. Resultados obtenidos para la sintesis de los compuestos protegidos.

Ensayo GP Producto Rf Ninhidrina (Eg) %
BzCl 6 0.45 + 209.3 349
A
BZNozcl NRx (I e
BzCl NRx 0 - e -
B
Bzno2Cl 7 0.41 + 769 9.98




Como se puede observar en la Tabla 1, los
resultados que arrojaron un posible derivado
protegido de 1 fue el producto 6 mediante el ensayo
con TFA y BzCl tal como se reporta en la
metodologia del numeral 2.2.3.1. En el ensayo con
TFA y BzCl, se observaron dos bandas por CCD,
una con Rf de 0.45 y otra con Rf de 0.80. El
compuesto de interés fue la banda con Rf de 0.45,
ya que esta revelo positivamente con ninhidrina,
indicando la presencia de aminoacidos, aminas
primarias o secundarias. Al comparar el punto de

fusion experimental del compuesto aislado con los
datos reportados en la literatura, se encontro que el
producto 6 no estad descrito. Especificamente, al
contrastar con el punto de fusion del compuesto
protegido en el grupo amino (163 °C a 167 °C), se
observa una diferencia.

Finalmente, se llevaron a cabo anélisis
espectroscopicos de IR y Masas para confirmar y
caracterizar el compuesto aislado, cuyos resultados
se presentan a continuacion.

R w
5

Cl Sb

I, O — | X
|
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Esquema 3. Mecanismo de reaccion general mediante acilacion al grupo fenolico de un hidroxiaminoécido. 5) ataque nucleofilico al carbonillo del

cloruro de acilo da como resultado un intermedio cuaternario que deslocaliza la carga negativa para estabilizar la estructura dando como resultado la

salida del cloro (5a). Posteriormente el cloruro ataca al hidrogeno del oxigeno neutralizando la carga positiva (Sb) para dar lugar a (S5¢) y HCL.
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Figura 4. 6) Espectro IR del compuesto protegido y 1) Espectro IR del
compuesto de partida.

Segun se muestra en la Figura 4, las sefales
presentes en el espectro de infrarrojo corresponden
compuesto 6. Entre estas se destaca la presencia de

10

sefiales en 3450 cm™ pertenecientes a la tension O-
H y también a la tensién del grupo amino.
Adicionalmente, se observan sefiales en 3070 cm™
caracteristicas de las tensiones de anillos
aromaticos, junto con los sobretonos en el rango de
2100-2400 cm™. Asimismo, se aprecia una sefial
alrededor de 1560 cm™, que pertenece a la tension
del grupo carbonilo del acido carboxilico. En el
caso particular del compuesto 6, se identifica una
banda de gran intensidad en 1737 cm¥,
caracteristica de la tension C=0O de grupos
carbonilos de éster. Esto confirma que en el
compuesto 1 la proteccion se llevd a cabo a través
del grupo fendlico, y no el grupo amino, ya que de



lo contrario se habria observado una sefial de
carbonilo perteneciente amida en el rango de 1650-
1680 cm™. Finalmente, se realizo el anélisis
mediante espectro de masas utilizando la técnica de

ionizacion por electrospray (ES/MS). Las posibles
fragmentaciones se muestran a continuacion en la
Figura 6.
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Figura 5. Espectro de masas del compuesto 6 mediante la técnica de ionizacion por electrospray (ES/MS).

En Figura 5, se evidencia la presencia del ion
molecular, el cual es muy cerca del valor de la masa
molar del compuesto 6. Ademas, se identifican dos
fragmentaciones: una que resulta de la pérdida de un
grupo carboximetilio con una relacién m/z de 59.37,
y otra que corresponde a la fragmentacion del anillo
aromatico, prodcuto de una posible retro Diels Alder,

En conclusion, los andlisis de espectroscopia de
infrarrojo y espectrometria de masas permitieron
confirmar la estructura del compuesto 6 obtenido en
el proceso de sintesis.

Adicionalmente, se identifico el compuesto aislado
mediante columna de cromatografia con un Rf de
0.80 en la CCD. Este compuesto solo reveld en
ultravioleta, sin dar resultado positivo con
ninhidrina. Conocer la estructura de este subproducto
podria facilitar la optimizacion del proceso de
sintesis. Por lo tanto, se realizaron anélisis
espectroscopicos adicionales para su caracterizacion.
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con una sefial en 172.46 m/z. Es importante destacar
que esta Gltima fragmentacion es probable ya que el
fragmento restante de la molécula tendria una masa
de 113.19 g/mol, lo cual es caracteristico de los
rearreglos  estructurales  pertenecientes  en
compuestos derivados de aminoacidos, como es el
caso de la propargilglicina

En este caso, se comparo el espectro IR y el espectro
de masas del compuesto aislado con el del acido
benzoico. El punto de fusion del compuesto (115°C)
y su aspecto cristalino eran acordes con las
propiedades fisicas del &cido benzoico. Ademas,
todas las bandas en el espectro de IR y masas son las
mismas, lo que permitio deducir que posiblemente el
BzCl estaba siendo hidrolizado a acido benzoico por
las condiciones en las que se llevd a cabo la reaccion
0 se hidrolizo durante el proceso de extraccion.

La Tabla 3 muestra la obtencién de un compuesto
derivado del ensayo B utilizando Bzno2Cl. Una de las



principales dificultades que se presentd en esta
reaccion y a la que se atribuye el bajo rendimiento
fue la baja solubilidad del del cloruro de 3,5-
dinitrobenzoilo en acetato de etilo, el disolvente
utilizado. Este reactivo se encuentra en estado solido,
lo que dificultaba su interaccion con los demas
componentes de la matriz de reaccion. Para mejorar
la solubilidad, se realizaron pruebas de solubilidad
con diferentes solventes, siendo la NN -
Dimetilformamida (DMF) el unico que solubilizo
completamente el compuesto. Sin embargo, el uso de
DMF puede no ser muy Util, ya que es un disolvente
de alto punto de ebullicion, lo cual puede complicar
su posterior separacion.

El compuesto 7 fue sintetizado siguiendo la
metodologia 2.2.3.2 en catélisis acida con HCIOa.
Esta reaccion requeria de reflujo a la temperatura de
ebullicion del disolvente. Se adapté el procedimiento
de Kimura, et al?°, modificando el tiempo de reaccion
de 5 a 24 horas. Ademas, se omitidé el paso de
neutralizacion con NHs en solucion debido a que se
presentaron problemas en la fase de separacién del
compuesto.

El proceso de extraccion se realizO de manera
andloga para los cuatro ensayos del disefio
experimental, utilizando acetato de etilo y agua como
método de separacioén liquido-liquido. EI compuesto
de interés 7 present6 un factor de retencion (Rf) de
0.41 en CCD vy revel6 positivamente con ninhidrina.
Los resultados espectroscopicos de este compuesto
se muestran a continuacién en la Figura 9 y 10.

Aparece una sefial en 1738 cm™ caracteristica del
carbonilo de éster. Adicionalmente, se identificé una
sefial en 1295 cm™ que no se observaba en el reactivo
de partida, la cual se atribuye a sefiales de tension N-
O en anillos arométicos. En el caso de este
compuesto, se observa de manera mas pronunciada
la sefial correspondiente a la tension N-H del grupo
amino en 3350 cm™.
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Posteriormente, se realizd la caracterizacion del
compuesto mediante espectrometria de masas por
ionizacion por electrospray. Sin embargo, este
andlisis no fue concluyente, ya que aparentemente no
se obtuvo el ion molecular deseado. EI compuesto
presentd una relacion masa/carga experimental de
363.35 m/z, mientras que el ion molecular esperado
tenia una masa de 375.35 m/z.

Los resultados espectroscépicos obtenidos son
consistentes con la estructura esperada del producto
de interés, brindando evidencia sobre su identidad y

grado de pureza. Estos datos analiticos
complementan la informacién cromatogréafica
previamente reportada, permitiendo una

caracterizacion mas completa de este compuesto.

Por otro lado, se identificd un subproducto de la
reaccion que presento un Rf de 0.95. Al evaporar la
fase orgéanica se obtuvo una mezcla oleosa, que
posteriormente se dejo recristalizando en metanol a -
20°C durante 48 horas, lo que permitié obtener un
compuesto solido de color amarillo opaco. Ademés
de la recristalizacion, también se realizd
cromatografia de columna para la purificacion del
subproducto, lo que resultdé en un rendimiento del
9.98%. Aunque se obtuvieron los espectros de IR y
masas de este subproducto os resultados
espectroscopicos de este compuesto se muestran a
continuacion.
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Figura 6. 7) Espectro IR del compuesto protegido y 1) Espectro IR del
compuesto de partida.



Nuevamente, se compardé el espectro experimental
del compuesto analizado con el del reactivo inicial,
destacando las areas similares en color rosado. Se
observé nuevamente una sefial en 1738 cm”-1,
caracteristica del grupo carbonilo de éster, y se
identifico una sefial en 1295 cm”-1, ausente en el
compuesto 1, atribuida a la tensién N-O en anillos
aromaticos. En este compuesto, la sefal
correspondiente a la amina en 3350 cm”-1 es mas
facil de identificar, probablemente debido a que la
muestra fue sometida a un proceso de
recristalizacion en metanol.

Para la caracterizacion por otros metodos del
compuesto 7, se empleo la técnica de infusion por
masas mediante electrospray. Sin embargo, esta
técnica no proporciond resultados concluyentes, ya
que no se detectd el ion molecular esperado, que
tendria una relacion masa-carga de 375.35 m/z. En
cambio, se obtuvo un ion con una relacion masa-
carga de 363.35 m/z. A pesar de esto, se
identificaron fragmentaciones que pueden ser
directamente atribuidas al compuesto de interés.
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Figura 7. Espectro de masas del compuesto 7 a partir de la metodologia B utilizando como grupo protector cloruro de 3,5-dinitrobenzoilo.

Las estructuras observadas en la Figura 7 son
resultado de la fragmentacion del carbono adyacente
al grupo amino y del carbono adyacente al carbonilo
del éster. Estas fragmentaciones son menos
probables en comparacién con la fragmentacion del
enlace éster. Ademas, no se detectaron
fragmentaciones correspondientes a 106.49 m/z y
118.41 m/z, las cuales son utiles para identificar la
molécula debido a la estabilidad tan alta que poseen.
Es relevante sefialar que el compuesto analizado no
se encuentra reportado en la literatura, dificultando
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conocer su solubilidad. Lo cual es un factor
importante para analizar las muestras por
electrospray ya que solo se cuenta con solventes de
grado Masas como el Acetonitrilo, agua y metanol.
Por ello, no se descarta una baja solubilidad; lo que
conlleva a fragmentaciones no deseadas. También es
necesario descartar la presencia del compuesto en su
forma clorhidratada, lo que afiadiria un paso

adicional en la reaccién para su proceso de
purificacion y resultaria en wuna pérdida de
rendimiento.



Aunque se obtuvo una cantidad relativamente baja
del compuesto 7, se requieren mas pruebas de
caracterizacion para confirmar su estructura. Los
subproductos de la reaccion, asociados con un Rf de
0.95, no se identificaron, pero el seguimiento de la
reaccion permitird establecer un protocolo de
purificacion y recristalizacion para mejorar el
proceso. La estrategia de desproteccion requiere
futuras investigaciones. Sin embargo, se pueden
seguir protocolos establecidos para compuestos
estructuralmente similares, como el cloruro de
bencilo, que se desprotege mediante una reaccion
con hidroxilamina en medio bésico o utilizando luz
ultravioleta.

Finalmente, una vez obtenido el compuesto 7, se
realiz6 la reaccion de oxidacion para establecer las
condiciones generales de reaccion a 2. Se sugiere un
seguimiento de la reaccién mediante CCD antes y
después de la adicion de NBP, asi como una
estrategia para cuantificar indirectamente la
produccién de dioxido de carbono resultante de la
descarboxilacion. Dicha reaccidn solo se ejecutd con
el compuesto protegido 6, debido a que las
cantidades obtenidas de 7 eran muy bajas.

4. Conclusiones

Se sintetizd con éxito los compuestos ftalimida y
NBP con rendimientos del 76.9% y 59.2%
respectivamente, demostrando la efectividad de los
procedimientos desarrollados. Adicionalmente, se
logré proteger el aminoacido 1 con BzCl, aunque con
un rendimiento moderado de 34.7%. Por otro lado, se
logro la proteccion de 1 con el grupo protector di-
nitrado, aunque el analisis del EM para este no fue
concluyente y puede ser un derivado protegido
diferente. A pesar de no haber logrado la sintesis de
2, se ha realizado un avance significativo en el
desarrollo de la metodologia propuesta.

En cuédnto a la metodologia de proteccion de 1 es
posible aumentar el rendimiento de reaccioén
utilizando atmosfera inerte como estrategia para
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evitar la hidrolisis del cloruro de benzoilo. Ademas,
estudiar a fondo la desproteccion basandose en
protocolos de cloruros de acilo que ya hayan sido
utilizados para aminoacidos estructuralmente
parecidos a la tirosina.
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