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RESUMEN

Muchas sustancias biologicamente activas poseen centros quirales y sus
enantibmeros, aunque tengan las mismas propiedades fisicas, suelen poseer
propiedades biologicas distintas. A pesar de lo anterior, muchos farmacos se
comercializan como mezclas racémicas, sin embargo, es importante
mencionar que los efectos adversos y toxicidad pueden presentarse debido a
la presencia de estas mezclas.

Por lo antes mencionado, es necesario contar con métodos que permitan
obtener compuestos enantioméricamente puros. La biocatalisis, es un medio
para fa produccién de compuestos quimicos, intermediarios farmacéuticos y
agroquimicos. Un ejemplo son los derivados de la piperidina con aplicacion en
la industria farmacéutica, como el 2-piperidinmetano! y el acido pipecdlico
cuya importancia reside en que son materia prima para diversos compuestos
bioactivos.

El objetivo principal de este trabajo es llevar a cabo la resolucion enzimatica
de los derivados de la piperidina: acetato del N-(p-toluensulfonil)-2-
piperidinmetanol, el acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetancl y ios
ésteres metilico y butilico del acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico.
En el presente trabajo se utilizaron como fuente de enzima los polvos
acetonicos de higado de diferentes animales (PAH), asi como polvos
liofilizados y acetdnicos de vegetales. Los biocatalizadores vegetales que
mostraron los mejores resultados fueron extraidos de nopal y mamey.
También se modificaron las condiciones de reaccién como: codisolvente,
tiempo de reaccion, temperatura, pH y relacion enzima sustrato, gue dieron
los mejores resultados.

Ademas, se prepararon, identificaron y caracterizaron los ésteres metilico y
butilico del acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxitico, sin embargo, las
diferentes fuentes de enzima empleadas, no catalizaron la hidrolisis de los
ésteres, utilizando las mejores condiciones de reaccidn que se encontraron

para los derivados del 2-piperidinmetanol.
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1. INTRODUCCION

Muchas sustancias bioldogicamente activas poseen centros quirales y sus
enantidmeros, aunque tengan ias mismas propiedades fisicas, suelen poseer
propiedades bioldgicas distintas. Un ejemplo que cobrd gran importancia es la
talidomida, ya que uno de sus enantidmeros es el responsable de los efectos
teratogénicos, otros ejemplos son: el propanclol en donde el isbmero activo es
el que presenta la configuracidén “S”, la morfina y la codeina que dependiendo
su enantibmero pueden ser narcdticos adictivos o antitusivos, por todo 1o
anterior no es recomendable el uso de mezclas racemicas en la terapia de
enfermedades.’

A pesar de lo anterior, muchos farmacos se comercializan como mezclas
racémicas, por ejemplo: ibuprofeno y fluoxetina, entre otros. Sin embargo, es
importante  mencionar que los efectos adversos y toxicidad pueden
presentarse debido a la presencia de mezclas racémicas.”

Debido a lo antes mencionado es necesario contar con métodos que permitan
obtener compuestos enantioméricamente puros. Entre estos métodos se
encuentra la biocatalisis, la cual ha cobrado gran auge en el mundo debido a
sus grandes ventajas como son: alta regio y enantioselectividad, condiciones
suaves de reaccion y posibilidad de recuperar el biocatalizador; estos atributos
se utilizan en la produccién de compuestos quimicos, intermediarios
farmacéuticos y agroguimicos.*

L.a estructura del anillo de piperidina se encuentra en numerosos metabolitos
secundarios y compuestos dpticamente activos con actividad biolégica, por
ejemplo el (S)-acido pipecédlico un aminoacido no proteinogénico, agentes
inmunosupresores como el Sirolimus, inhibidor de la trombina como el
Argatroban, entre otros.>® El (+/-)-2-piperidinmetanol es un precursor de
compuestos que contienen el anillo de fa piperidina, y ha sido resuelto por
hidrélisis biocatalizada de acetatos N-protegidos.”® La resolucion de alcoholes
racémicos, via hidrélisis enantioselectiva de sus correspondientes ésteres se

ha llevado a cabo utilizando hidrolasas, que incluyen lipasas de origen



microbiano y estearasas de origen animal.® ® Los polvos acetdnicos de higado
(PAH) de diferentes animales, se han utilizados como fuente de estearasas y
en menor grado las obtenidas de vegetales, ambas constituyen fuentes
accesibles de este tipo de enzimas.®®

En esta investigacion se describe y discuten los resultados obtenidos sobre la
resolucion enziméatica de los derivados de la piperidina; el acetato del N-(p-
toluensulfonil}-2-piperidinmetanol y el acetato del N-{t-butoxicarbonil)-2-
piperidinmetanol, en ddonde se emplearon como fuente de biocatalizadores
PAH de diferentes animales como: ratdn, rata, cerdo, pollo, conejo, res, cuyo,
gato, perro y borrego, se evaluaron diferentes condiciones de reaccion como:
codisolvente, pH, temperatura y fuente de enzima; también polvos
deshidratados vy liofilizados de vegetales como: calabaza larga (Cucurbita
pepo), chayote (Sechium edule), chicharo (Pisum sativum), mamey (Pouteria
sapota), nopal (Opuntia ficus-indica) y tomate verde (Physalis ixocarpa). Se
han encontrado reportes que indican la presencia de hidrolasas en
Cucurbita', Sechium'', Pisum sativum™ y Opuntia ficus".

Finalmente, se prepararon los ésteres metilico y butilico del &cido N-(p-
toluensuifonil)-2-piperidincarboxilico, pero no se logrd {a hidrolisis para obtener
el acido N-(p-toluensulfonit)-2-piperidincarboxilico, por medios quimicos ni

enzimaticos.



2. ANTECEDENTES

21 RELACION ESTRUCTURA QUIMICA - ACTIVIDAD BIOLOGICA
Tradicionalmente, y con cierta vigencia, se ha mantenidc |a clasificacion de los
farmacos en: estructuralmente inespecificos y estructuralmente especificos. El
primer grupo es minoritario e incluye aquellos farmacos cuya acciéon no esta
directamente relacionada con su estructura, o esta relacion no se conoce. La
accion se explica, en este caso, por su capacidad para modificar las
propiedades fisicoquimicas de un medio biologico. ™

En el segundo grupo, se incluye la mayoria de farmacos, donde cambios
estructurales minimos pueden dar lugar a un compuesto inactivo o con una
actividad biologica diferente, a veces inesperada. Esto puede interpretarse
aceptando que ejercen su efecto cuando interactian con alguna
macromolécula biolégica (receptor} y que la interaccion, afinidad vy
especificidad de ambas especies quimicas (estructura, estereoguimica,
distancia entre ciertos atomos o grupos funcionales y la distribucion
electronica en el agonista), inicia una serie de procesos que conducen a la
respuesta farmacologica.' "

Hay que hacer notar que muchas sustancias bioldgicamente activas poseen
centros quirales y sus enantibmeros, aunque tengan las mismas propiedades
fisicas, suelen poseer propiedades bioldgicas distintas, lo que condiciona la
interaccion del enantiémero con el receptor quiral. Por lo anterior no es
recomendable el uso de mezclas racémicas en la terapia de enfermedades.™ > %
Es por ello que existe gran interés en tener métodos eficientes para la
produccion de sélo uno de los enantiomeros de los compuestos quirales
bioldgicamente activos en la industria agroquimica, de alimentos y

especialmente la farmaceéutica.’” 8



2.2 PRODUCCION DE COMPUESTOS ENANTIOMERICAMENTE PUROS
La produccién de compuestos enantioméricamente puros representa un gran
desafio en quimica organica, ya que es una forma de proveer una enorme
cantidad y diversidad de posibles materias primas para la preparacion de
nuevos farmacos, 1% 2% 2

Tradicionalmente, el procedimiento para obtener moléculas enantioméricamente
puras se ha basado en el empleo de rutas sintéticas convencionales, seguido
de [a resolucién racémica.™

En la actualidad, existen métodos para la sintesis de enantibmeros

6pticamente puros, como los que se mencionan a continuacién: ' 1

o A partir de productos naturales quirales se aislan moléculas
enantiomeéricamente puras.

o Resolucion clasica de enantidmeros, por separacion de los derivados
diastereoisoméricos, ya sea por cristalizacidn o cromatografia quiral.

o Por fermentacion.

o Resolucion cinética de mezclas racémicas, empleando catalisis quimica
0 biccatalisis.

o Sinesis asimétrica a partir de compuestos proquirales, usando

catalizadores quimicos o biclogicos.

Para evitar los problemas que existen en la elaboracion de farmacos, como
también en su actividad farmacolégica y toxicolodgica en el organismo, surge la
necesidad de preparar productos enantioméricamente puros, ademas de
generar procesos mas eficientes y menos contaminantes por lo que la
resolucion cinética de mezclas racémicas utilizando biocatalisis es una buena

alternativa.* *®



2.3 BIOCATALISIS

Los términos biocatalisis y biotransformaciones son usados para describir la
metodologia basada en el uso de enzimas (también llamadas
biocatalizadores), que se utilizan para la preparacion de compuestos
organicos opticamente activos. * 1% 20

La biocatalisis ha tenido gran aceptacion en la preparacion regioselectiva, o
enantioselectiva, de compuestos que no se pueden preparar por metodos
quimicos convencionales; esta metodologia permite llevar a cabo diferentes
reacciones quimicas sin la necesidad de pasar por etapas de proteccion o
desproteccion reduciendo, con esto, el nimero de pasos en la sintesis de un
compuesto.?

l.as enzimas son proteinas que catalizan reacciones biogquimicas en los seres
vivos. Por esta razén, pueden ser obtenidas de organismos de origen animal,
vegetal o microbiano.*

Como todos los catalizadores, las enzimas, no afectan la constante de
equilibrio de una reaccién, solo actian para abatir la energia de activacion
para una reaccion, por lo que aceleran dicha reaccidn, sin tener que utilizar
condiciones extremas de presion, temperatura y pH.%

Las enzimas se han agrupado de acuerdo al tipo de reaccién que catalizan,
ejemplos de algunas son: las hidrolasas, que catalizan las reacciones de
hidrolisis; las isomerasas, catalizan las isomerizaciones; las ligasas, favorecen
la formacion de un enlace para unir dos moléculas; las fiasas, favorecen la
ruptura de moléculas; las oxidorreductasas, favorecen la oxidacion y
reduccion; y las transferasas, catalizan la transferencia de un grupo de un

sustrato a otro.?*



Las enzimas presentan grandes ventajas en la biocatalisis, como las que se

mencionan a continuacion:2> %6

o Eficientes en pequefias cantidades.

o No se modifican durante la reaccion, ni afectan el equilibrio de la
misma.

o Estan sujetas a regulacion (cantidad y funcion).

o Facilitan la obtencién de compuestos quimicos de alta pureza éptica,
minimizando reacciones laterales.

o Catalizan reacciones dificiles de obtener por técnicas en quimica
orgéanica clasica.

o Extremadamente versatiles y con un amplio espectro de reacciones.

o Hay un catalizador enzimatico para cada tipo de reaccion en quimica
organica.

o Requieren condiciones de reaccibn suaves, frecuentemente a
temperatura ambiente y pH cercano a ta neutralidad, minimizando con
esto problemas de isomerizacion, racemizacion, epimerizacion vy
transposiciones.

o Promueven velocidades de reaccion con factores de 10%.

o Selectivas con respecto a la estructura y estereoquimica del sustrato.

o Gran especificidad estructural, permitiendo reacciones regio-selectivas,
dificiles de realizar a través de quimica tradicionai.

o Poder dirigir la reaccion hacia el producto menos favorecido
termodinamicamente con so6lo cambiar las condiciones de reaccion
como: la remocion del producto menos estable, uso de disolventes
organicos, precipitar el producto, controlar la temperatura y el pH del

medio de reaccion, entre otros.

En la actualidad el empleo de biocatalizadores en sintesis organica ha ido en
aumento, ya que el uso de estos se limitaba a reacciones que tenfan lugar a

temperatura ambiente, en medio acuosc e intervalos de pH muy estrechos,



ademas de la creencia que sdlo actuaban sobre sus sustratos naturales. Hoy
en dia esta situacion ha cambiado, ya que se han aislado enzimas
provenientes de organismos extremafilos que actian en condiciones extremas
de temperatura, presion, pH y satinidad." * También se ha observado que la
mayoria de las enzimas son activas en medio organico, trayendo esto consigo

grandes ventajas como:?3 2% 30

o Buena altemativa cuando los compuestos organicos no son solubles
en agua.

o Aumenta la estabilidad de las enzimas, ya que en medio acuoso
puede existir descomposicion de estas.

o Se pueden llevar a cabo reacciones que son imposibles en agua,
debido a las restricciones cinéticas o termodinamicas.

o Pueden mejorar la facilidad de recuperar los productos de la
reaccion y con esto mejorar rendimientos.

o Mejora la opcion de recuperar las enzimas, porque estas son
insolubles en medio organico, favoreciendo también su reutilizacion
sin necesidad de inmovilizarlas.

o Minimiza la inhibicién de la enzima causada por sustratos lipofilicos.

o Evitan reacciones indeseables promovidas por agua como son:

hidrélisis, racemizacion, polimerizacion y descomposicion.

Es importante mencionar que el agua es necesaria para la funcion catalitica
de las enzimas debido a que esta primera participa, de manera directa o
indirecta, en todas las interacciones no-covalentes que mantienen la
conformacion nativa de la enzima que es cataliticamente activa, la cantidad de
agua necesaria es diferente para que cada enzima retenga su actividad
catalitica. Por lo tanto, la eleccién del disolvente organico es crucial, ya que
este debe mantener intacta la capa esencial de agua alrededor de la molécula

de enzima.?



Las reacciones biocataliticas se pueden llevar a cabo utilizando enzimas en

diferentes condiciones, como son;* 332

o Enzimas contenidas en células completas de microorganismos, esta
alternativa presenta grandes ventajas, ya que de esta forma se tienen
los cofactores necesarios, ademas de su bajo costo en el mercado.
Aunqgue también presenta una desventaja considerable ya que al no
estar purificada puede producir reacciones indeseables asociadas a la
presencia de otras enzimas existentes en las celulas.

o Enzimas purificadas, teniendo como ventaja que se evita la formacién
de productos secundarios, con lo que aumenta su especificidad
quimica. Como principal desventaja, es el alto costo que representa la
purificacion de la enzima.

o Enzimas o células inmovilizadas, donde la mayor estabilidad vy

reutilizacidon son su principal ventaja ante las dos anteriores.

A los avances biotecnologicos que se tienen hoy en dia en el campo de las
biotransformaciones, se unen los avances en la tecnologia del DNA
recombinante, con la cual se pueden modificar las cepas y hacer que
produzcan en mayor proporcion las enzimas deseadas, asi como también el
poder obtener enzimas que no existan en la naturaleza.® **

Por o tanto, la biocatalisis es una excelente estrategia para la preparacion de
compuestos bioldégicamente activos, ademas en este proceso se requieren
condiciones mas suaves de reaccidbn en comparacidén a la metodologia
quimica tradicional, especiaimente en el caso de catélisis quimica. Sin
embargo, en muchos de los casos la combinaciéon de procedimientos quimicos
con métodos biocataliticos ha sido una buena estrategia para la produccion en

quimica fina.?



2.4 ACIDO PIPECOLICO

El (+/-) acido pipecolico (1) es un aminoacido no proteinogénico; que se

encuentra presente en plantas, animales y hongos.** %%

Las propiedades fisico-quimicas de la mezcla racémica del acido pipecdlico
38

son:
Formula estructural (1): Peso molecular: 129.16 g/mol
Punto de fusion: 270°C ¢/ descomp.
(R S) OH Caracteristicas fisicas:
Solido color crema
H 0 Solubilidad : Sol. en alcohol, acetona,
agua y cloroformo

Férmula molecular: CsHi{NO3 Insol. en éter

Nombres afines:
Acido pipecolinico
Acido 2-piperidincarboxilico
Homoprolina
Acido hexahidropicolinico
Composicién: Carbono: 55.80%
Hidrégeno: 8.58%
Nitrogeno: 10.84%
Oxigeno: 24.77%



El acido pipecolico enantioméricamente puro es de gran interés para la industria
farmacéutica, ya que es materia prima para numerosos compuestos bioactivos
tales como: agentes inmunosupresores, coma el Sirolimus (2) utilizado después
del trasplante renal; el Selfotel (3) utilizado como antagonista del receptor
N-methyl D-aspartato (NMDA) y el Argatroban (4) utilizado en la inhibicidn de la

trombina. Estos y otros farmacos con actividad anticonvulsiva, anestésicos

locales, agentes anticancerigenos y en el tratamiento del VIH-1 tienen en alguna
6. 40, 41,42

parte de su estructura al nicleo de &cido pipecdlico.

O on - NH _NH,
“OH NS NH
H O=g N/ —
~ |~
E 4 NH \
N OH ol
H 0\
o} OH
(3) Selfotel {4) Argatroban
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2.5 2-PIPERIDINMETANOL

El (+/-) 2-piperidinmetanol (5) es un amino-alcoho! derivado de la piperidina, que

tiene en su estructura el ciclo piperidinico, las propiedades fisico-quimicas de la

mezcla racémica son:>°

Formula estructural (5):

R
=l
f N

H

Férmula molecular; CeH13NO
Composicion:
Carbono: 62.60%
Hidrogeno: 11.30%
Nitrégeno: 12.17%
Oxigeno: 13.93%

Peso molecular: 115 g/mol
Punto de fusién: 68-70°C
Caracteristicas fisicas:
Sdlido cristalino
color amarillo crema
Solubilidad : Alcohol etilico, alcohol
metilico y agua.

Insol. en éter.

La importancia del 2-piperidinmetanol, en la industria farmacéutica, radica en

que el nlicleo de este se presenta en compuestos con una amplia gama de

actividades biologicas como el

acido pipecolico (1) y derivados de la

desoxoprosofilina (6) con actividad analgésica, antibidtica e hipotensiva.*®

OH

N™
H | o

(1) Acido pipecdlico

=0

|“ N "(CH2)11CH:1
on H

(6) Desoxoprosofilina

La resolucion de derivados de la piperidina como el (+/-) acido pipecdlico, se ha

llevado a cabo mediante la resolucion clasica del racemato por cristalizacion
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fraccionada con sales de tartrato, o la menos conveniente, que consiste en la
destruccion de un enantiomero por fermentacion.> ** Existen  reportes  que
sefialan la resolucion de acido pipecdlico y del 2-piperidinmetanol a partir de la
hidrolisis de ésteres derivados de estos compuestos, utilizande como
catalizadores hidrolasas de origen microbiano o animal ***°

La resolucién cinética catalizada por hidrolasas, es una buena alternativa que se

utiliza para la formacion de aminoacidos enantioméricamente puros aquirales.

2.6 METODOS EMPLEADOS PARA LA DETERMINACION DE EXCESO
ENANTIOMERICO

Debido a la importancia de la pureza Optica de compuestos bioldgicamente
activos es necesario contar con métodos analiticos adecuados para determinar
con precision dicha pureza Optica tanto de los productos como de sus
intermediarios.

Un método ampliamente utilizado pero poco confiable, es la medicion de la
rotacién dptica.* *® Por lo que se han desarrollado métodos que han permitido
determinar el exceso enantiomérico de manera mas confiable, entre los que se

encuentran:® 47: 4849

o Formacién de ésteres diasterecisoméricos por reaccion con cloruro de
(R)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacetilo y  posterior  analisis  por
cromatografia de gases (CG) o cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR).

o Resoclucion por cromatografia quiral, utiizando columnas quirales.

o Derivatizacién con el cloruro del acido (+)-metoxitrifluoro-metilfenilacético
(MTPA) seguido por analisis de "*F-RMN y "H-RMN.

o Derivatizacidon con agentes quirales y andlisis de los diastereoisémeros
resultantes por CG, CLAR o "H-RMN.



La pureza optica expresada como el exceso enantiomérico del producto o el

remanente (% ee) es calculado por medio de la Ecuacion 1.'* %

Ecuacion 1.

R1-15] . 100

%ee = % de enantiomero R — % de enantiomero S = +——+-—3 X

2.7 HIDROLASAS.

El uso de los diferentes tipos de hidrolasas, como lipasas y estearasas,
predominan en las biotransformaciones. Entre las ventajas de estas enzimas se
encuentran: el no necesitar cofactores e hidrolizar diversos tipos de ésteres para
dar lugar a sus respectivos acidos, pero en medio organico catalizan ta reaccién
inversa, es decir, la esterificacion; presentan una alta selectividad para dar lugar
a compuestos enantioméricamente puros; son estables en medio organico y a
altas temperaturas, por lo cual su uso en sintesis organica es muy atractivo.®" >* %
Las lipasas y las estearasas aunque comparten actividades cataliticas similares,
se han logrado diferenciar. Las lipasas se obtienen principalmente de
microorganismos (bacterias y hongos), y aceptan como sustratos tanto acidos
grasos con cadena larga como derivados de los mismos, mientras que las
estearasas son obtenidas de higados, rifiones e intestino delgado asi como de
plantas, aceptan como sustratos acidos grasos de cadena corta.® %"+ %

Por 1o anterior, los polvos aceténicos de diversos 6rganos de animales se han
utilizado como fuentes crudas de enzimas, con la gran ventaja de la
disponibilidad que esto representa y el bajo costo. * *4

Existen numerosos ejemplos de la aplicacidn de hidrolasas para la preparacion
de saborizantes, feromonas y compuestos con actividad farmacolégica que
incluyen blogqueadores B-adrenérgicos, antidepresivos e inhibidores de la
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA).’

Aun cuando la principal aplicacién de las hidrolasas es la resolucion de mezclas
racénticas, para la preparacion de compuestos opticamente activos, la presencia

de estas enzimas no es garantia de una alta enantioselectividad, se ha
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observado que la variacién de la estructura del sustrato, la modificacién de las
condiciones de reaccion, el uso de enzimas modificadas, son estrategias que se

emplean para que se favorezca la separacion de los dos enantiémeros.®®

2.8 PROTECCION DE AMINAS

Debido a la naturaleza basica y nucleofilica de las aminas, en muchas
ocasiones es recomendable proteger el grupo amino, ya que esto elimina la
probabilidad de que este grupo reaccione con otros, disminuyendo asi la
formacién de compuestos no deseados.®® °

Debido a lo anterior, existen diversos grupos utilizados para la proteccion de
intermediarios nitrogenados de compuestos con actividad biolégica importante.®’
Una de las reacciones mas utilizadas en la proteccion de aminas primarias y
secundarias es fa formacion de sulfonamidas, principalmente con cloruro de p-
toluensulfonilo.>> >

Otra forma de proteger al grupo amino es mediante la formacion de
carbonilamidas, por la adicibn de cloruro de benzoilo ¢ bien de tert-
butoxicarbonilamida (BOC) el cual tiene gran popularidad para la proteccion
tanto de aminas primarias como secundarias. >° Estos grupos protectores

pueden ser removidos mediante tratamiento con HCI acuoso. > %% %
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la actividad bhiologica es diferente para cada uno de los
enantidomeros de un compuesto, se ha hecho indispensable contar con
metodologias que permitan la obtencidon de compuestos biologicamente activos
en forma enantiopura, entre ellos se encuentran los métodos biocataliticos los
cuales presentan amplias ventajas sobre los métodos quimicos tradicionales de
resolucion.

Los métodos biocataliticos implican el uso de enzimas como biocatalizadores,
dichas enzimas pueden ser de origen microbiano, animal o vegetal. Las enzimas
puras tienen la ventaja de catalizar un tipo especifico de reaccion, pero tienen fa
desventaja de ser costosas, y en algunos casos son dificiles de conseguir. Por
lo que el uso de biocatalizadores crudos como los polvos de higados o de
vegetales, represenfan una alternativa atractiva a {as enzimas purificadas, ya
que estos polvos se pueden utilizar como fuentes crudas de enzimas, que ya se
encuentran en un soporte natural, no necesitan de mayor tratamiento, son
baratos y accesibles.

En el presente proyecto se estudiara el uso de hidrolasas crudas de origen
animal o vegetal, para llevar a cabo la hidrélisis enantioselectiva de ésteres

derivados de la piperidina.
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4. HIPOTESIS

La hidrolisis de los acetatos de N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanol y el
acetato del N-({-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol, asi como de los ésteres
metilico y butilico del acido N-{p-toluensulfonil}-2-piperidincarboxilico utilizando

diferentes fuentes de hidrolasas, procedera de manera enantioselectiva.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar un método de resolucidén enzimatica por medio de la hidrdlisis
enantioselectiva de los derivados de la piperidina: acetato del
N-(p-toluensulfonil}-2-piperidinmetanol, acetato del  N-({-butoxicarbonil)-2-
piperidinmetanol asi como los ésteres metilico y butilico del &cido
N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico,  utilizando  fuentes crudas de
hidrolasas.

52 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Desarrollar el método de hidrdlisis enantioselectiva de los acetatos del
N-{(p-toluensulfonil}-2-piperidinmetanol  y  del  N-(t-butoxicarbonil}-2-
piperidinmetanol utilizando hidrolasas.

» Desarrollar el método de hidrélisis enantioselectiva de los ésteres metilico

y butilico del acido N-(p-toluensulfonii)-2-piperidincarboxilico utilizando
hidrolasas.

« Probar diferentes fuentes crudas de hidrolasas, de origen animal y

vegetal, para llevar a cabo las reacciones de hidrélisis mencionadas.

+ Desarrollar los métodos analiticos para determinar el grado de avance de

{a reaccion hidrolitica y el exceso enantiomérico de los productos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Descripcion del equipo.

1.- Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1100 con
detector de UV/visible de arreglo de diodos.

2.- Cromatografo de gases (CG) HP 6890 series, equipado con un detector de
ionizacion de flama.

3.- Polarimetro Perkin Elmer modelo 341.

4.- Espectrofotémetro de infrarrojo {IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT.

5.- Resonancia magnética nuclear (RMN} Varian 400 MHz.

6.- Liofitizadora Labconco:Freezone 6.

6.2 Reactivos.
(x) &cido pipecolico 98 % (Sigma-Aldrich), 2-piperidinmetanol 97 % (Sigma-
Aldrich), disolventes grado CLAR.

6.3 Preparacion de los polvos de higados deshidratados con acetona,
Los higados de cerdo, pollo, res y borrego se adquirieron en los mercados
locales. Los higados de ratdn, rata, conejo y cuyo fueron donados por la Unidad
de Proteccion y Experimentacién de Animales de Laboratorio-Bioterio de la
UAM-Xochimilco. Finalmente, los higados de gato y perro fueron donados por el
Centro de Control Canino de la Delegacion |ztacalco.

Los higados previamente lavados se molieron con acetona, en la licuadora, el
solido se filtrd y se molié de igual manera dos veces mas. El sélido se dejo secar
en la campana de extraccién y se almacend a 4°C. Esta preparacion cruda se

uso sin purificar.

6.4 Preparacion de polvos de vegetales deshidratados con acetona o
liofilizados.
Los vegetales se adquirieron en los mercados locales. Las partes de los

vegetales utilizadas fueron: en la calabaza larga y el chayote se utilizd la
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cascara, el tomate verde y nopal se utilizaron enteros menos las espinas de este
ultimo, finalmente, en el mamey se utilizo la semilla.

La preparacion de los polvos deshidratados con acetona se realizd de la misma
forma que los higados.

Los polvos liofilizados de vegetales previamente lavados, se molieron en una
licuadora y se procedié a liofilizar con 313x10° mbar a -43°C. Los polvos

resultantes se almacenaron a 4°C y se usaron sin purificar.

6.5 Preparacion del material fresco vegetal.

Las partes de los vegetales que fueron utilizados: la calabaza larga y chayote se
utilizé la cascara, el tomate verde y nopal se utilizaron enteros, menos las
espinas de este Ultimo. l.a preparacion de los materiales frescos vegetales fue
previamente lavados, se utilizaron las partes que se mencionan y se muelen en

un mortero, dicho materiat se utilizé en fresco.

6.6 Preparacion del N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanol (7):

El 2-piperidinmetancl (500 mg, 4.34 mmol} y trietilamina (439 mg, 4.34 mmol) se
disolvieron en 20 mL de diclorometano, esta mezcla se enfrié en bafo de hielo y
POCO a poco, para evitar gue suba la temperatura, con agitacién magnética
constante, se le adiciond una solucidon de cloruro de p-toluensulfonilo (993 mg,
1.2 eq.) en 20 mL de diclorometano, la mezcla se agité por 30 min en un bafio
de hielo, posteriormente, se dejé en agitacion a temperatura ambiente toda la
noche. La suspension resultante se filtrd y el disolvente se evapord a sequedad,
el producto se purificé por cromatografia en columna de silica gel. Se emplearon
mezclas hexano:cloroformo (empezando con una proporcion 90:10, aumentando
gradualmente de 10 en 10 partes la cantidad cloroformo hasta llegar a 100% del
mismo) como eluyentes, posteriormente se usé una mezcla cloroformo:metanol
90:10. Se obtuvo un sélido incoloro, (pf= 63-65°C), rend= 70%, {pf reportado= 62-65°C").
El compuesto se identificd por IR, "H-RMN, C-RMN.”

R (cm™) v: 3506, 2938, 1595, 1492, 1323; 'H-RMN (CDCl) 8: 7.59 (m, 2H),
7.31 (m, 2H), 4.05 (m, 1H), 3.81 (m, 2H), 3.5 (m, 1H), 3.11 (m, 1H), 2.4 (s, 3H),
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1.65 (m, 1H),1.30 (m, 5H); "*C-RMN (CDCly) 5: 142.91, 137.72, 129.46, 126.67,
60.51, 54.56, 41.29, 24.73, 24.12, 21.49, 19.14.

6.7 Preparacion del acetato del N-(p-toluensuifonii)-2-piperidinmetanol (8):
Al N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanol {250 mg, 1.85 mmol) en diclorometano
(2 mL) se le adiciond con agitacidén magnética anhidrido acético {1.25 mL) y
trietilamina (0.15 mL}), la mezcla se agitd toda la noche a temperatura ambiente,
posteriormente se le adiciond diclorometano (5 mL), la solucién resultante se
tavé con una solucidn saturada de carbonato de sodio, después con agua, la
capa organica se secd con sulfato de sodio anhidro, se filird y se evapord a
sequedad. Se obtuvo un solido amarillo, (pf=45°C), rend=75%, (pf reportado= 45°C’).
El compuesto se identificd por IR, "H-RMN, *C-RMN.’

IR (cm™) v:2938, 1736, 1595, 1334; '"H-RMN (CDCls) 8: 7.73 (m, 2H), 7.29 (m,
2H), 4.3 (m, 2H), 4.08 (m, 1H), 3.75 (m, 2H), 3.08 (m, 1H), 2.41 (s, 3H), 2.03 (s,
3H),1.46 (m, 5H); *C-RMN (CDCl,) &: 170.52, 142.67, 138.15, 129.34, 126.61,
61.06, 50.79, 41.00, 25.03, 24.27, 21.45, 20.85, 18.82.

6.8 Preparacion del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol (10):

El 2-piperidinmetanol (3 g, 26 mmol) se disolvié en 35 mL de una mezcla
dioxanofagua, con agitacion magnética, posteriormente, se le adiciond el
di-t-butildicarbonato (8.52 g, 39 mmol) y NaOH (1.5 g, 39 mmol), la mezcla se
agité toda la noche a temperatura ambiente. La solucion resultante se concentrd
y se diluyd con 20 mL de agua, se extrajo con 3x10 mL de acetato de etilo. La
capa organica se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evapord a
sequedad. El producto se recristalizd con hexano y se obtuvo un sélido amarillo,
(pf= 66°C) rend= 63%, (pf reportado= 66°C°). EI compuesto se identifico por IR,
'H-RMN, "*C-RMN.®

IR (em™) v: 3428, 2965, 1739, 1246; "H-RMN (CDCl3) &: 4.46 (m, 1H), 3.8 (m,
2H), 3.6 (m, 1H), 2.86 {t, 1H), 2.32 (m, 2H), 1.60 ( m, 4H),1.46 (s, 9H); *C-RMN
(CDCl3) 5:158.01, 79.64, 61.50, 52.30, 39.89, 28.36, 25.17, 19.55.
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6.9 Preparacion del acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol (11):

Al N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol (1 g, 4.6 mmol) se le adiciond
anhidrido acético (5 mL) y trietilamina (0.6 mL), la mezcla se agitd toda la noche
a temperatura ambiente, posteriormente, se le adicion¢ diclorometanao (5 mL), la
solucion resultante se lavd con una solucion saturada de carbonato de sodio,
después con agua, la capa organica se secd con sulfato de sodio anhidro, se
filtré y se evapord a sequedad. Se obtuvo un liquido viscoso color ambar, rend=
70%. El compuesto se identifico por IR, "H-RMN, *C-RMN.’

IR (cm™) v: 2931, 1739, 1684, 1311, 1223; "H-RMN (CDCl3) &: 4.49 (s, 1H), 4.24
{t, 1H), 410 (m, 2H), 2.80 (t, 1H), 2.05 (s, 3H), 1.65 ( m, 6H),1.45 (s, 9H);
C-RMN (CDCly) 6: 170.55, 154.73, 79.30, 61.67, 28.34, 25.31, 25.17, 20.93,
19.27.

6.10 Intento de preparacion del acido N-(p-toluensuifonii)-2-
piperidincarboxilico (13):
El acido pipecolico (200 mg, 1.55 mmol respectivamente} se disolvid en
diclorometano {8 mL) y se le adicioné frietilamina {(0.12 mL} la mezcla se enfrid
en bafo de hielo. Bajo agitacion magnética, se agregé lentamente una solucién
de cloruro de p-fotuensulfonilo (398 mg, 2.08 mmol) en diclorometano (8 mL), la
mezcla se mantuvo en frio 30 minutos; posteriormente, se agitdé 24 horas a
temperatura ambiente. Después de ese tiempo la mezcla se filtré y el disolvente
se evapord a sequedad. El producto semisdlido color ambar resultante
corresponde a la materia prima, es decir, no hubo reaccidn en estas

condiciones.

6.11 Preparacion de los eésteres metilico y butilico del acido
pipecodlico (14a, 14h):

El acido pipecolico (2 g, 15.50 mmol} se suspende en metanol o butanol (20

mL), las suspensiones se enfriaron en bafo de hielo y a cada reaccidén se le

adiciond bajo agitacién magnética, gota a gota cloruro de tionilo (2.6 mt). La

mezcla se dejé en agitacién durante 168 horas a temperatura ambiente.
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Después se adiciong trietilamina (1.8 mL} y se dejé en agitacion 20 minutos, se
agregan 30 mL de cloroformo y se lava con 5x10 mL de agua. La fase orgéanica
se seco con Nap;SOj4 anhidro, luego se concentrd a sequedad.

El éster metilico se recristalizd con metanol-éter etilico. Se obtuve un sdlido
blanco, pf= 190-193°C. Et compuesto se identifico por IR, 'H-RMN, "*C-RMN.

Ester metilico del 4cido pipecélico (14a).

IR (cm™) v :3500, 2904, 1743; "H-RMN (CDCly) &: 4.05 (m, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.4
(m, 1H), 3.05 (m, 1H), 2.25 (m, 1H), 1.9 (m, 2H), 1.68 (m, 3H); *C-RMN (CDCly)
0: 169.9, 57.7,53.6, 45.0, 27.1,22.8, 22.7.

El éster butilico obtenido fue un sélido blanco, pf= 138-140°C. El compuesto se
identificé por IR, "H-RMN, *C-RMN.

Ester butilico del acido pipecélico (14b).

IR (cm™) v :3411, 2929, 1746; 'H-RMN (CDCl3) 5: 4.2 {(m, 2H), 3.90 (m, 1H), 3.6
(m, 1H), 3.1 (m, 1H), 2.3 (m, 1H), 2.0 (m, 4H), 1.6 (M, 3H), 1.4 (m, 2H), 0.90 (m,
3H); PC-RMN (CDCls) &: 168.2, 66.2, 56.4, 46.0, 30.6, 25.9, 219, 21.8, 19.3, 13.9.

6.12 Preparacion de los ésteres metilico y butilico del acido
N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico (15a, 15b):
El éster metilico (500 mg, 3.49 mmol) ¢ butilico del 4cido pipecdlico (500mg, 2.7
mmol) se disolvid en diclorometano {20 mL) y se le adiciond trietilamina (0.30
mL) la mezcla se enfrid en bafio de hielo. Bajo agitacion magnética, se agregé
lentamente una solucion de cloruro de p-toluensulfonilo (993 mg, 5.20 mmol) en
diclorometano (20 mL), la mezcla se mantuvo en frio 30 minutos;
posteriormente, se agitd 24 horas a temperatura ambiente. Después de ese

tiempo fa mezcla se filtrd y el disolvente se evaporo a sequedad para ambos
sustratos.
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El producto obtenido, éster metilico del acido N-{p-toluensulfonil)-2-
piperidincarboxilico, es un sélido blanco, rend=60%, pf=62-64°C. El compuesto
se identificd por IR, "H-RMN, *C-RMN.

Ester metilico del acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico{15a).

IR (cm™) v :2946, 1739, 1596, 1335; "H-RMN (CDCly) &: 7.67 (d, 2H), 7.29 (d,
2H), 4.74 (d, 1H), 3.81 (m, 1H), 3.54 (s, 3H), 3.19 (m, 3H),1.60 (m, 7H);
BC-RMN (CDCly) & 170.85, 142,78, 136.58, 129.10, 126.87, 54.86, 51.86,
42.48, 27.70, 24.57, 21.50, 19.98.

El producto obtenido, éster butilico del acido N-(p-toluensulfonii}-2-
piperidincarboxilico, se purificd por cromatografia en columna de silica gel. Se
emplearon hexano y mezclas de hexano:acetato de etilo {empezando con una
proporcion de 90:10, aumentando gradualmente de 10 en 10 partes fa cantidad
de acetato de etilo hasta llegar al 100% del mismo). Se obtuvoe un liquido
viscoso color ambar, rend=62%. El compuesto se identificd por IR, "H-RMN,
BC-RMN.

Ester butilico del acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico (15b).

IR (cm™) v :2941, 1735, 1596, 1335; 'H-RMN (CDCl3) 5: 7.67 (d, 2H), 7.26 (d,
2H), 4.74 (d, 1H), 4.00 (m, 1H), 3.90 (m, 1H), 3.75 (m, 1H), 3.20 {m, 1H), 2.41
( m, 3H), 2.10 {(m, 1}, 1.70 (m, 3H), 1.50 (m, 3H), 1.30 (m, 3H), 0.90 (m, 3H),
BC-RMN (CDCHl) &: 170.85, 142.78, 136.58, 129.10, 126.87, 54.86, 51.86,
42.48, 27.70, 24.57, 21.50, 19.98.

6.13 Procedimiento general para la hidrélisis enzimatica de derivados de
la piperidina: (8, 11, 15a y 15b)

Los acetatos o ésteres derivados de la piperidina (8, 11, 15a y 15b) (5 mg) se

disolvieron en un codisolvente (0.05 mL) se les adiciond (0.45 mlL) de una

solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M, a pH 6.0, 7.0 y 8.0); posteriormente,

se adiciond el polvo aceténico o liofilizado correspondiente, en una relacion
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polva:sustrato de 2:1, la mezcla se agitd a 24°C durante 24 horas. La mezcla se
extrajo 2 veces con diclorometano (0.5 mL), la fase organica se fiitré sobre celita
y se secO con Na,SO, anhidro, el disclvente se evapord a sequedad. El % de
conversion se determind por CG y el % de exceso enantiomérico (ee), se

determind por CLAR usando una columna Chiracel OJ-H.

6.14 Determinacion del porcentaje de conversion.

El porcentaje de conversidn se determiné por cromatografia de gases (CG),
utilizando una columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X 1D).
LLas condiciones cromatograficas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas empleadas para determinar el % de

conversion por CG.

Veloc. Temp. Tiempo de
Compuesto flujo horno Retencion
(mL/min) (°C) {min)
N-(p-toluensulfonii)-2-pipendinmetanol 1.2 220 7.3
Acetato del N-{p-toluensuifonif}-2-piperidinmetanol 1.2 220 9.2
N-{t-butoxicarbonil }-2-piperidinmetanol 0.8 200 22
Acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol 0.8 200 2.7
Ester metilico del acido
_ o 1.2 210 9.4
N-{p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico.
Ester butitico def acido
1.2 210 18.3
N-{p-toluensulfonil}-2-piperidincarboxilico.

*Temperatura del inyector y detector 250°C; Gas acarreador Nz,

24



6.15 Determinacion del porcentaje de relacion enantiomérica.

La separacion de los enantiomeros de los derivados N-protegidos de! 2-

piperidinmetanol y derivados del acido N-{p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico

se llevd a cabo en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (CLAR)

equipado con una columna Chiracel OJ-H o una OD. Las condiciones

cromatograficas se muesiran enla Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones cromatograficas empleadas para el % de ee por CLAR.

Tiempo de
Veloc. .
Columna . retencion | A Deteccion
Compuesto flujo Fase mévil .
Chiracel ) {min) {nm)
{mL/min)
RIS
e
N-(p-toluensulfonit)-2- ) 250,220,
o OJ-H 0.65 isopropanol 14,15
piperidinmetanol 210
80:20
Acetato del N-(p- Hexano/
250,220,
ioluensulfonil)-2- OJH 0.65 isopropanol 22,32 210
piperidinmetanol 80:20
- Hexano/
N-(t-butoxicarbonil)-2- 220,210,
S 0OJ-H 0.65 isopropanol | 12.5,13.2
piperidinmetanol 205,200
99:1
Acetato del N-(t- Hexano/
220,210,
butoxicarbonil)-2- OJ-H 0.65 isopropanol 8.8,9.5
205,200
piperidinmetancl 94:1
. o hexano/
Ester metilico del acido .
isopropanol
N-{p-toluensulfonil)-2- oD 0.8 97:3 15, 16 220,230
piperidincarboxilico. '
Ester butilico del acido hexano/
N-{p-toluensulfonil )-2- CD 1.0 isopropanol 9, 11 220, 230
piperidincarboxilico. 93:7

*Temperatura de 25°C.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacién de la influencia de los polvos aceténicos de higado y las

condiciones de reaccién sobre la hidrélisis de 8.

PN 7 PN

. - -~
( ! Hidrolisis [ + [ j
. L —_— OH ~ - OAcC
N, ~OAC I‘T ~ ‘fl\l" A
|
Ts Ts Ts
8 9

A} Evaluacion del PAH y cantidad de codisolvente.

Se evalud la actividad hidrolitica de los PAH de raton, rata, cerdo, pollo, conejo,
res, cuyo, gato, perro y borrego a pH de 7.0 a 35°C por 24 horas. Debido a que
el compuesto 8 es insoluble en agua, fuge necesario utilizar un codisolvente
miscible al agua en el cual se disolviera, por lo gue se selecciond al acetonitrilo.
Se conoce que ta actividad biocatalitica de las enzimas se ve afectada por los
disolventes organicos, por lo que también se evalud el efecto de la cantidad de
codisolvente en la capacidad hidrolitica de los PAHs seleccionados, por lo que
se usaron concentraciones de 10 y 20% (v/v) codisolvente.

En la Grafica 1 se muestra el % de conversioén de la hidrélisis de 8, con diversos
PAHs vy diferentes cantidades de codisolvente {La configuracion absoluta de 9

se analiza en el capitulo 7.7).
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Grafica 1. % de conversion de |a hidrélisis biocatalizada de 8 utilizando PAHSs.
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En la Grafica 1 se observa que el tipo de enzima es muy importante en la
hidrolisis del acetato (8). Con los PAHs de ratén, rata, cerdo y pollo se
obtuvieron porcentajes de conversidn por arriba del 50% de su correspondiente
alcohol (9).

Con conejo, res y cuyo, las conversiones fueron moderadas (30-40%), con los
PAHs de gato y perro las conversiones disminuyeron (12-5%), El tGnico PAH
que practicamente no mostrd actividad biocatalitica en estas condiciones para
la hidrélisis del acetato (8) fue el de borrego.

Es interesante observar el efecto que provoco la proporcion del codisolvente en
el medio de reaccion, ya que se vio disminuida de forma dramatica la
conversion a su correspondiente alcohol (9) al incrementar la proporcidn del
codisolvente (Grafica 1). Como se observa, los mejores resultados obtenidos
de hididlisis del acetato (8) se mostraron al utilizar 10% (vfv) de acetonitrilo
como codisolvente, sin embargo al aumentar al 20% (v/v) de acetonitrilo
disminuyé la hidrélisis con todos los PAHSs, incluso se suprimid practicamente la
actividad catalitica en los PAHs de de cerdo, pollo, res, cuyo, gato, perro. En los
casos de los PAHs de ratén y rata aunque no se suprimié la actividad catalitica,
si se observd que disminuyd hasta un 70% con respecto a los experimentos

usando el 10% de codisolvente.
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Grafica 2. % de exceso enantiomérico del compuesto 9 obtenido por la

hidrolisis biocatalizada de 8 utilizando PAHs.
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Conociendo que el exceso enantiomérico de 9 también depende del tipo de
PAH utilizado, se procedié a analizar la enantioselectividad de la reaccion de
hidrélisis con 10% (v/v) de acetonitrilo. Usando los PAHs de ratén, rata y puerco
donde las conversiones fueron muy buenas (68, 64 y 60%, respectivamente,
Grafica 1), resultd que la enantioselectividad con estos polvos fue muy baja
(menor al 7 % ee, Grafica 2). Los PAHs que mostraron los mas altos excesos
enantioméricos de 9 son el de res, gato y perro (41, 38, 33%, respectivamente,
Grafica 2).

B} Evaluacion de la disminucidn de la temperatura con diversos PAHSs.

Debido a que los % de ee del producto 9 fueron bajos en todos los casos se
probd el efecto de disminuir 1a temperatura de reaccion de 35 a 24°C, como
estrategia para incrementar la enantioselectividad, manteniendo las mismas
condiciones de reaccion con los PAHs de res, gato, polio, rata, ratdn y cerdo; y
el 10% viv de acetonitrilo, ya que con esta proporcién de codisolvente se
observaron mejores conversiones (Grafica 1). Los resultados se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 3. % de ee del compuesto 9y % de conversion de ta hidrolisis
biocatalizada de 8 utilizando PAHSs.

PAHs % conv (8)° % ee (9)°
Res 41.0 37.1
Gato 12.3 20.2
Pollo 74.4 8.1
Rata 79.7 1.5

Ratén 85.2 7.2

Cerdo 81.0 5.2

*Determinada por CG; "determinada por CLAR quiral.
Condiciones de reaccidn: solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.0,
10% viv de acetonitrilo como codisolvente, 24 h, 24°C.

En la Tabla 3 se observa que con el cambio de temperatura de reaccion (35 a
24°C) mejoré la conversion de 8 en un 20 a 25% con todos los PAHs utilizados,
pero los % de ee del alcohol continuaron bajos en todos los experimentos pero
con PAH de res se obtiene la mayor enantioselectividad, por lo tanto los

siguientes experimentos se realizaron con el PAH de res.

C) Influencia del codisolvente con el PAH de res.

Se analizd la influencia del codisclvente sobre la hidrélisis biocatalizada del
acetato 8, por lo que se trabajo con el 10 % v/v de los siguientes codisolventes:
DMSOQO, dioxano, DMF, acetonitrilo vy éter etilico para determinar como afecta la
conversion y la enantioselectividad de la reaccién hidrolitica utilizando como
biocatalizador el PAH de res, por ser el que mejor resultado de % ee mostro en

las Gréficas 1y 2 y en la Tabla 3. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. % de ee del compuesto 9 y % de conversién de la hidrolisis

biocatalizada de 8 con PAH de res con diferentes codisolventes.

Codisolvente | % conv (8)° % ee (9)°
DMSO 72.3 11.2
dioxano 71.0 16.3
DMF 38.6 30.2
eter etilico 38.6 34.3
acetonitrilo 38.7 36.2

*Determinada por CG; "determinada por CLAR quiral.
Condiciones de reaccion: solucién amortiguadora de fosfatos de
pH 7.0, 10 % viv de codisolvente, 24 h, 25°C.

Se observd que al utilizar DMSQ y dioxano se tienen los porcentajes de
conversion mas altos, pero con ambos codisolventes se observaron los mas
bajos ee del alcohol (Tabla 4). La actividad hidrolitica del PAH es similar en
presencia del DMF, éter etilico y acetonitrilo (39% de conversidn, Tabla 4), pero
el porcentaje de ee de 9 con estos codisolventes es bajo (30-36%, Tabla 4).

De acuerdo a los resultados en la Tabla 4, se escoge al acetonitriio para
determinar el efecto de el pH en la hidrdlisis biocatalitica de 8, usando

nuevamente el PAH de res como biocatalizador.

D) Influencia del pH con el PAH de res.

Se ha observado que el pH tiene un efecto importante en la conversién y |a
enantioselectividad, por lo que se estudid el efecto de este, utilizando lag

mejores condiciones de reaccién obtenidas en los experimentos anteriores. Los

resultados se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. % de ee del compuesto 9y % de conversion de 1a hidrolisis

biocatalizada de 8 utilizando PAH de res a diferentes pHs.

pH t (h) % conv {8)° % ee (9)°

6 3:30 22.7 36.9
3:30 | 38.5 340

8 7:00 541 19.2

*Determinada por CG; ®determinada por CLAR guiral.

Condiciones de reaccion: 10 % v/v de codisolvente, 25°C.

En la Tabla 5 se observa que a pH 8.0 se tiene la mayor conversion, pero
tambien mostrd la mas baja enantioselectividad de 9 (54 y 19%
respectivamente), a pH 7.0 mosiré una conversidbn menor en comparacion al
anterior, pero en cuanto a la enantioselectivad a este pH superd casi al doble a
los resultados a pH 8.0, en tanto que a pH 6.0 la conversion fue la mas baja que
se encontro en los pH estudiados, pero su enantioselectividad es mejor.

Con base en los resultados anteriores, se observé que a pH de 7.0 se obtienen
los mejores resultados con el PAH de res.

Después de analizar los resultados obtenidos de la hidrolisis del acetato del N-
(p-toluensulfonil}-2-piperidinmetanol y observar que la enantioselectividad fue
baja con los diferentes PAHs, y bajo las diferentes condiciones de reaccion
probadas, se decidié evaluar el efecto del grupo N-protector por lo que se
prepard el acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetano! (11), el cual se
sometid a la hidrdlisis biocatalitica utilizando las mejores condiciones de

reaccion encontradas en los experimentos anteriores.
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7.2 Hidrdlisis enzimatica del acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-

piperidinmetanol (11).

Hidrélisis +
T b, OAc — l/ OH ,lq «, ~OAc

Boc Boc Boc

11 12

La hidrdlisis del acetato 11 se llevd a cabo utilizando el 10% (v/v) de acetonitrilo
como codisolvente, en una solucién amortiguadora de fosfatos (0.1M, pH 7.0)
con fos PAHs de res, ratén y cuyo, con diferentes relaciones polvo:sustrato a
25°C por 24 horas. Los resultados se muestran en la Tabla 6 (La configuracién
absoluta de 12 se analiza en el capitulo 7.7).

Tabla 6. % de ee del compuesto 12 y % de conversidbn de la hidrélisis
biocatalizada de 11 utilizando PAHs.

Relacion Tiempo % conv (11)* | % ee (12)°

PAHS | polvo:sustrato|  (h) | an) (12)

2:1 24 106 22.0
reS =

6:1 24 21.8 24.3

2:1 24 81.8 33.7
raton

6:1 24 96.2 Nd

2:1 24 37.8 52.3
Cuyo

6:1 72 66.6 134

“Determinada por CG; "determinada por CLAR quiral.

Condicicnes de reaccion: solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.0,
10% viv de acetonitrilo como codisolvente, 25°C.

Nd: No determinado
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En la Tabla 6 se observa que los PAHSs de res, raton y cuyo incrementan casi al
doble la conversion del compuesto 11, cuando se incrementa la proporcion
polvo: sustrato (2:1 a 6:1, respectivamente), el PAH de res mostré los resultados
mas bajos en cuanto a la enantioselectividad del afcohol 12 (24%), seguido por
el PAH de raton que mostro los mejores % de conversién de 11, pero en cuanto
a enantioselectividad, se vio superada por el PAH de cuyo que obtuvo un 52%
de exceso enantiomérico de 12 aunque con un 38 % de conversion con la
proporcion 2:1, polvo:sustrato. No se determiné la enantioselectivad con el polvo
de raton ya que el 96% de conversién obtenido disminuiria considerablemente la
enantioselectividad de 12.

Debido a que los excesos enantioméricos de los alcoholes 9 y 12 fueron bajos,
se probaron fuentes vegetales de hidrolasas para biccatalizar la hidrélisis de los
acetatos 8 y 11. Las plantas se trabajaron en tres diferentes preparaciones,
frescas molidas, polvos liofilizados y polvos acetonicos. La ventaja de estos
uitimos radica en que pueden ser almacenados por periodos largos de tiempo a
temperaturas bajas, contrarioc a las plantas frescas las cuales pueden ser
almacenadas por un periodo corto de tiempo.

7.3  Evaluacién de la influencia de material fresco de origen vegetal en la
hidrélisis de 8.
La hidrolisis del compuesto 8 se llevdo a cabo utilizando el 10% (v/v) de
acetonitriilo como codisoclvente, en una solucidbn amortiguadora de fosfatos
(0.1M, pH 7.0} con vegetales frescos molides: nopal, calabaza, chayote y tomate
a 25°C por 24 horas. Los porcentajes de conversion de la hidrélisis del acetato 8
son muy bajos, y ninguno de ellos supera el 3% de conversion, por lo que a
ninguno de ellos se les determind la enantioselectividad. La causa de resultados
tan bajos es por que las enzimas se encuentran diluidas, ya que mas del 90%
del material biolégico es agua, por lo que la relacién enzima: sustrato es muy

baja.
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7.4 Evaluacién de la influencia de los polvos liofilizados de origen

vegetal en la hidrdlisis de 8 y 11.

A) Influencia de los polvos liofilizados de vegetales.

Debido a los bajos resultados que mostraron los vegetales frescos molidos, se
procedid a evaluar los polvos liofilizados en la hidrélisis biocatalitica del
compuesto 8, la cual se llevd a cabo utilizando el 10% (v/v) de acetonitrilo como
codisolvente, en una solucién amortiguadora de fosfatos (0.1M, pH 7.0), con los
polvos liofilizados de vegetales de calabaza, nopal, tomate y chicharo, con
diferentes relaciones polvo:sustrato, a 25°C por 24 horas. Los resultados se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. % de ee del compuesto 9 y % de conversidon de la hidrolisis

biocatalizada de 8 utilizando polvos liofilizados de vegetales.

Polvo Relacic Tiempo a b
Liofilizado elacton empo | o, conv (8) % ee (9)
Vv Polvo:Sustrato (h)
egetal
calabaza 6:1 24 60.9 243
21 24 15 Nd
nopal 31 72 9.1 62.0
6.1 24 5.8 Nd
31 72 52 46.5
tomate
6:1 24 19.3 36.6
2:1 24 14.2 44 .0,
chicharo
6:1 72 16.5 38.1 |

Determinada por CG; °determinada por CLAR quiral.

Condiciones de reaccidn: solucion amertiguadora de fosfatos a pH 7.0,
10% viv de acetonitrilo como codisolvente, 25°C.

Nd: No determinado.

En la Tabla 7 se observa que los porcentajes de conversién fueron bajos, pero

al aumentar la proporcién polvo: sustrato la conversidn se incrementa pero no
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de manera significativa. Solo el polvo de calabaza, en la proporcion 6:1 mostrd
un 60% de conversiéon, pero en cuanto a la enantioselectividad fue menor que
con los polvos liofilizados de chicharo, tomate y nopal. El mayor exceso
enantiomérico del alcohol 9 (62%) se obtuvo con el polvo de nopal aunque el
porcentaje de conversion fue de 9.1%. No se realizaron determinaciones de

enantioselectividad a los polvos que mostraron baja conversion (Tabla 7).

B) Influencia del codisclvente con el Polvo liofilizado de nopal.

Se analizé la influencia del codisolvente sobre ia hidrélisis biocatalizada de 8,
por lo que se trabajoé con el 10% viv de los siguientes codisolventes: DMSO,
DMF, dioxano, acetonitrilo, THF y AcCOEtL, para determinar como afecta la
conversion y la enantioselectividad de la reaccion hidrolitica utilizando como
biocatalizador el polvo liofilizado de nopal, por ser el que mejor resultado de ee
mostrd en la Tabla 7, solo que se aumentd la proporcion polvo: sustrato (3:1 a
6:1) y el tiempo de reaccion (24 a 48 horas) manteniendo la temperatura de
25°C. Estos cambios con el fin de mejorar la hidrélisis biocatalitica. L.os

resuitados se muestran en ta Tabla 8.

Tabla 8. % de ee del compuesto 9@ y % de conversion de la hidrdlisis
biocatalizada de 8 utilizando polvo liofilizado de nopal con diferentes

codisolventes.

Codisolvente | % conv (8)° % ee (9)°
DMSO ' 16.4 55.4
DMF 8.7 57.6
Dioxano 7.7 57.0
Acetonitrilo 6.7 62.6
THF 4.8 55.0
AcOEt 1.5 Nd

*Determinada por CG; “determinada por CLAR quiral.
Condiciones de reaccidn: solucién amortiguadora de fosfatos de
pH 7.0, 10% v/v de codisolvente, durante 48 horas a 25°C.

Nd: No determinado
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Se observo que af utilizar DMSO el porcentaje de conversion de 8 es el mas alto
(16.4%) en la Tabla 8. La actividad hidrolitica y enantioselectividad del polvo
liofilizado de nopal es similar en presencia del DMF y dioxano. Con acetonitrilo
la enantioselectividad es mayor, aunque su conversion fue baja. No se
determind el % de enantioselectividad con AcOEt ya que su conversidn fue baja.
De acuerdo a los resultados en la Tabla 8, se observd que la reaccidon de
hidrélisis con acetonitrilo mostré la mejor enantioselectividad con respecto al

alcohol (9) por lo gué se continud trabajando con este codisolvente.
C) Hidrdlisis de 11 con polvos liofilizados de vegetales.

Debido a que todos los polvos liofilizados utilizados mostraron actividad
hidrolitica sobre el compuesto 8 se procedid a evaluar el efecto del grupo
N-protector, por lo que se sometid a hidrdlisis el derivado N-boc (11). Los
resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. % de ee del compuesto 12 y % de conversion de la hidrélisis

biocatalizada de 11 utilizando polvos liofilizados de vegetales.

Polvo Relacié Tiem \ .
Liofilizado | o e_gc"’t“ , hp" % conv (11)* | % ee (12)
Vegetal olvo:Sustrato (h)
2:1 24 31.0 61.5
calabaza
6:1 24 56.7 504
2:1 24 1.6 Nd
nopal 31 72 7.1 447
6:1 24 9.0 27.0
31 72 25 Nd
tomate
6:1 24 25 Nd
chicharo 2:1 72 12.3 33.1

*Determinada por CG; "determinada por CLAR quiraiﬂ.

Condiciones de reaccion: solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.0, 10% viv
de acetonitrito como codisolvente, 25°C.

Nd:'No determinado.
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En la Tabla 9 se observd que al cambiar el grupo N-protector, con el polvo
tiofilizado de tomate se obtiene la mas baja conversion en las dos diferentes
proporciones polvo:sustrato 3.1, 6:1 ya que ninguna de las dos super6 el 2.5%
de conversion, por este motivo no se midié la enantioselectividad. En cuanto al
polvo liofilizado de nopal las conversiones obtenidas no superaron el 9%, con la
relacion polvo:sustrato (3:1) se obtuvo el 44.7% del compuesto 12. Con el polvo
de chicharo se obtuvo el 12% de conversion, el exceso enantiomérico fue bajo
(33%). Con el polvo liofilizado de calabaza se obtuvieron los mejores resultados,
con la proporcion polvo sustrato 6:1 la conversion fue del 56.7% pero el ee fue
de 50.4%, mientras que con la relacién 2:1, bajo la conversién (31%) pero la
enantioselectividad fue mayor (61.5% ee).

7.5 Evaluacién de la influencia de los polvos acetonicos de origen
vegetal en la hidrélisis de 8 y 11.

Se procedid a evaluar la actividad hidrolitica de polvos deshidratados con

acetona de calabaza, chicharo, nopal y mamey con los sustratos 8 y 11, la cual

se llevd a cabo utilizando el 10% (v/v) de acetonitrilo como codisolvente, en una

solucién amortiguadora de fosfatos (0.1M, pH 7.0} a 25°C. Los resultados se

muestran en las Tablas 10 y 11,
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Tabla 10. % de ee del compuesto 9 y % de conversién de la hidrolisis

biocatalizada de 8 utilizando polvas acetdnicos de vegetales.

Polvo Relacion Tiempo | ¢ a 0 b
Acetonico | o o o irat h PO | % conv (8) % ee (9)
Vegetal olvo:Sustrato (h}
calabaza 21 24 47.2 6.9
chicharo 2:1 72 6.7 55.0
2:1 24 13.2 54.9
mamey
2:1 48 17.2 50.7
21 24 23.2 67.4
nopal
2:1 48 29.1 55.8

*Determinada por CG; "determinada por CLAR quiral.
Condiciones de reaccién: solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.0,

10% v/v de acetonitriio como codisolvente, 25°C.

En la Tabla 10, se observa que la conversion de 8 fue baja, sin embargoe, el ee
de 9 mostrd resultados superiores al 50%. Con el polvo aceténico de calabaza
se obtuvo la mejor conversién de 8 (47%), pero su enantioselectividad resultd
ser [a ‘menor (6.9% ee). El polvo del chicharo mostré la mas baja actividad
hidrolitica ya que, en 72 horas, su conversion de 8 fue solamente de 6.7%, pero
el ee de 9 fue de un 55%. Con el polvo de mamey ta conversion fue del 17% en
48 h pero el % de ee fue mayor a las 24 h (54.9%). Estos resultados fueron
superados por el polvo acetdnico de nopal ya que mostrd mayor actividad
hidrolitica en cuanto al % de conversion de 8 (29.1%), en cuanto a la
enantioselectividad los resultados obtenidos en 24 y 48 horas fueron de 67 y
56% respectivamente (Tabla 10).
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Tabla 11. % de ee del compuesto 12 y % de conversion de la hidrélisis

biocatalizada de 11 utilizando polvos acetdnicos de vegetales.

Polvo | . . b
Aceténico Relacién Tiempo | o, conv {11)° | % ee (12)
Vv Polvo:Sustrato {h)
| Vegetal
calabaza 2:1 24 29.0 46.2
chicharo 2:1 72 8.0 0.1
nopat 2:1 24 14.2 66.4
2:1 24 12.0 80.1
mamey
2:1 48 16.4 77.6

“Determinada por CG; "determinada por CLAR quiral.
Condiciones de reaccion: solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.0,

10% viv de acetonitrilo como codisclvente, 25°C.

La Tabla 11, muestra de manera general % de conversion bajos, solamente con
el polvo acetdnico de calabaza se obtuvo el 29% de conversion de 11 y un 46%
de ee de 12. Destaca la poca actividad catalitica por parte del polvo aceténico
de chicharo con 8 % de conversion y una nula enantioselectividad en 72 h, el
polvo acetdnico de nopal también muestra baja conversion (14.2%) pero mejor
enantioselectividad de (66% ee). Con el polvo de mamey, aunque su conversion
fue baja a 24 y 48 horas (12 y 16%, respectivamente), la enantioselectividad de
la reaccion mejor¢ considerablemente con respecto a la obtenida para el
compuesto 9 que fue de 55 (Tabla 10), mientras que para 11 fue de 80% en 24

horas.

7.6 Comparacion de los resultados de la hidrolisis de 8 y 11, polvos
liofilizados o polvos acetdnicos de vegetales.

Los polvos liofilizados de vegetales no mostraron afinidad por el compuesto 8

(Tabla 7}, la conversion fue baja con los polvos de nopal, tomate y chicharo (no

mayor al 20%), pero con el polvo liofilizado de calabaza se obtuvo el 61% de

conversion; sin embargo, la enantioselectividad fue la mas baja (24%). En

cuanto a la enantioselectividad con tomate y chicharo (Tabla 7) se obtuvieron
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bajos excesos enantioméricos (36-46%), sdlo con el polvo liofilizado de nopal se
obtuvo el 62%.

Con respecto a la hidrélisis de 8 usando los polvos acetdnicos de vegetales
(Tabla 10}, nuevamente la conversién fue baja con los polvos acetonicos de
chicharo, nopal y mamey que obtuvieron menos del 23% de conversion, solo
con el polvo de calabaza se obtuvo el 47% de conversion, sélo que su
enantiosetectividad fue de 7%. La enantioselectividad con los demas polvos
acetonicos fue mayor a las obtenidas con los liofilizados, ya gue los valores
fueron superiores al 50%, el polvo acetoénico de nopal fue el mejor, ya que
obtuvo el 67% de ee (Tabla 10).

Los polvos liofilizados de vegetales presentaron una baja aceptacion por el
compuesto 11 (Tabla 9), ya que los porcentajes de conversidn con los polvos de
nopal, tomate y chicharo fueron muy bajos, donde sélo con el polvo liofilizado de
calabaza se obtuvo un 31%, y el mejor resultado de ee (61%).

Se observa que el compuesto 11 (Tabla 11), también muestra una baja
conversion con los polvos acetonicos chicharo, nopal y mamey, sélo con el
polvo de calabaza se obtuvo un 29%. Sin embargo, el polvo de mamey aunque
obtuvo:una baja conversion (12 y 16% en 24 y 48 horas respectivamente), en
cuanto a la enantioselectividad mostro 80 y 77% de ee (Tabla 11), datos que
superan significativamente todos los resultados obtenidos con los diferentes

hiocatalizadores.

7.7  Purificacién y medicion de la rotacién 6pticade 8,9, 11y 12.

Se procedio a separar por cromatografia en columna los productos obtenidos de
la hidrélisis biocatalitica, utilizando los polvos acetonicos de nopal y mamey
como biocatalizadores, debido a que con esos polvos se obtuvo la mayor
enantioselectividad de 8 y 12 (Tablas 10 y 11).

La configuraciéon de los enantibmeros mayoritarios de los compuestos @ y 12,
obtenidos por la hidrolisis biocatalitica de 8 y 11, se asigné como “S” por la
comparacion de la rotacidén optica de los compuestos aislados con respecto a

las rotaciones épticas reportadas en la literatura, también acorde a los tiempos
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de retencion de (R)-2 y {S)-2 usando la columna quiral OJ-H.°® Los resultados se
muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Medicion de la rotacion optica de los derivados piperidinicos
N-protegidos obtenidos.

Polvo 20
_ Compuesto [a]
Acetdnico
: N-(p-toluensulfonif}-2-piperidinmetanol (9) -15.53
nopa
Acetato del N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanol (8) 262
N-{f-butoxicarbonit)-2-piperidinmetanot (12) 2.78
mamey
Acetato del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol {11) | -1.14

Los resultados de la Tabla 12 indican que la hidrélisis del acetato del
N-(p-toluensulifonil)-2-piperidinmetanol utilizado polvo acetdénico de nopal
favorece la formacion del enantiomero (-)-9, mientras que la hidrolisis del
acetato det N-{t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol utilizando polvo acetdnico de

mamey favorece al enantiomero (+)-12.

7.8  Evaluacion de los PAHs y vegetales en la hidrélisis de 15a y 15bh.

Con la finalidad de tener ias materias primas para lograr los objetivos de esta
investigacion, se intentd la preparacion de 13, de la misma manera que la
preparacion de N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanol (7}, pero no se

observaron cambios en la materia prima.
, OH OH
N N
L |
H
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Por lo que primero se prepararcon los correspondientes ésteres 14a y 14b;
posteriormente, se procedid a la tosilacidon del nitrdgenc obteniéndose los
productos deseados.

,/\"\ /‘\'
g R OH TsCl
- W orR
O kN ~ .OR
N -~ N N L
H o H 0 Ts O
p R: Me 14a R: Me 15a
Bu 14b Bu 15b

Finalmente, se intentd hidrolizar de manera enzimatica a 15a y 15b, utilizando la
misma metodologia propuesta con lipasas de Aspergillus Niger, ya que existen
reportes de hidrélisis de ésteres de derivados del acido pipecdlico con esta
fuente.* También se utilizé polvo liofilizado y aceténico de nopal, y los PAHs de
pollo, cerdo y rata. Pero no se logré detectar el producto 16 de la hidrolisis. de
15a 0 15b, ya que no hubo hidrélisis en las condiciones de reaccién empleadas

con ninguno de los biocatalizadores.

Hidrolisis +
N OR T Ny OH N~ %, ~OR
] o ]
Ts O Ts O Ts O
R: Me 15a 16
Bu 15b
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8. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo del presente trabajo, se logré implementar un método de
resolucion por medio de la hidrélisis enantioselectiva de los acetatos del N-{p-
toluensulfonil)-2-piperidinmetanol (8) vy el acetato del N-{t-butoxicarbonil)-2-
piperidinmetanol (11) utilizando hidrolasas.

Donde todos los PAHSs catalizaron la hidrolisis de 8, excepto el PAH de borrego
que no cataliza la reaccion. Sin embargo, el exceso enantiomérico observado
fue de moderado a bajo en todos ios casos, los valores mas altos fueron
obtenidos con PAH de res. La propofcién del codisolvente en el medio de
reaccion tuvo un gran impacto en la reaccién de biocatélisis; se trabajé con el
10% v/v ya que un incremento al 20% v/v practicamente suprimid la reaccion. El
tipo de codisolvente también tuvo gran influencia en la reaccion, el acetonitrifo
mostrd los mejores resultados. El pH en el medio de reaccién afectd la reaccion
biocatalitica; a pH 7.0 se tuvo mayor conversidon y enantioselectividad. Por otro
lado, la naturaleza del grupo N-protector cambié el comportamiento del PAH de
res, usando como sustrato al N-ts (8) la enantioselectividad de la reaccidn es
moderada; sin embargo, utilizando como sustrato el N-boc {11) la
enantioselectividad es baja.

También se usaron como biocatalizadores vegetales frescos molidos, polvos
liofilizados vegetales y polvos acetdnicos de vegetales, con estos ultimos mejord
la enantioselectividad de la reaccion de hidrélisis de 8 y 11. Con el polvo
acetdnico de la semilla de mamey se obtuvo 80% de ee de 12, mientras que en
la hidrélisis de 8 usando polvo acetonico de nopal se obtuvo un 67% de ee de 9.
Es importante resaltar el uso de hidrolasas de origen vegetal, ya que son fuente
de enzimas que han sido poco estudiadas y las que se seleccionaron no se han
utilizado previamente en la resolucion de alcoholes.

Finalmente se prepararon, identificaron y caracterizaron los ésteres metilico y
butilico del acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico (15a y 15b), pero no
se logrd la hidrélisis correspondiente con las diferentes fuentes de enzima
estudiadas, después de aplicar las mejores condiciones de biotransformacion

encontradas.
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10. ANEXOS

Figura 1.Espectro de Infrarrojo del N-(p-toluensulfonil)-2-piperidinmetanot (7).
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Figura 2. Espectro de '"H-RMN de! N-{p-toluensuifonil)-2-piperidinmetanol (7).
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Figura 3. Espectro de "*C-RMN del N-(p-toluensulfonil}-2-piperidinmetanol (7).
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Figura 4.

Espectro de Infrarrojo del acetato del N-(p-toluensulfonil)-2-

piperidinmetanol (8).
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Figura 5. Espectro de 'H-RMN del acetato del N-(p-toluensulfonif)-2
piperidinmetanol (8).
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Figura 6. Espectro de “*C-RMN del acetato del N-(p-toluensulfonil)-2
piperidinmetanol (8).
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Figura 7. Espectro de Infrarrojo del N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol {10).
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Figura 8. Espectro de "H-RMN del N-{t-butoxicarbonil}-2-piperidinmetanol (10).
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Figura 10. Espectro de Infrarrojo del acetato del

N-(t-butoxicarbenil)-2-piperidinmetanol (11).
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Figura 11. Espectro de 'H-RMN del acetato del

N-(t-butoxicarbonil)-2-piperidinmetanol (11).
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Figura 13. Espectro de Infrarrojo del éster metilico del acido pipecdlico (14a).
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Figura 14. Espectro de 'H-RMN del éster metilico del

acido pipecdélico (14a).
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Figura 15. Espectro de >C-RMN del éster metilico del

acido pipecdlico (14a).
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Figura 16. Espectro de Infrarrojo de! éster butilico del acido pipecolico (14b).
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Figura 17. Espectro de "H-RMN del éster butilico del

acido pipecolico (14h).
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Figura 18. Espectro de C-RMN del éster butilico del

acido pipecolico (14b).
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Figura 19. Espectro de infrarrojo del éster metilico del

acido N-(p-toluensulfonil}-2-piperidincarboxilico (15a).
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Figura 20. Espectro de 'H-RMN del éster metilico de!
acido N-(p-toluensulfonil}-2-piperidincarboxilico (15a).
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Figura 21. Espectro de ">C-RMN del éster metilico del

acido N-(p-toluensulfonil}-2-piperidincarboxilico (15a).
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Figura 22. Espectro de Infrarrojo del éster butilico del
acido N-(p-toluensuifonil)-2-piperidincarboxilico (15b}).
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Figura 23. Espectro de "H-RMN del éster butilico del
acido N-(p-toluensulfonil)-2-piperidincarboxilico {15h).
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Figura 24. Espectro de *C-RMN de! éster butilico del
acido N-{p-toluensulfonii)-2-piperidincarboxilico (15b).
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