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RESUMEN

Las interacciones biomoleculares que establecen los azlcares son de gran interés para
la ciencia. Actualmente, diversas estrategias han permitido modificar azlcares para
construir glicoconjugados, como lo son los glicopolimeros. De manera general, la
preparacion de glicopolimeros implica diferentes etapas: |) construir glicomondémeros, Il)
polimerizar dichos mondémeros y lll) realizar modificaciones posteriores sobre el
polimero obtenido. Un numero considerable de reportes actuales para sintetizar
glicopolimeros utilizan metodologias puramente quimicas, tanto para derivatizar y unir
al azdcar a un grupo polimerizable, como para llevar a cabo reacciones de
polimerizacion. Estos métodos utilizan reactivos y disolventes toxicos, de ahi que dichos

procesos de sintesis no se consideran amigables con el ambiente.

En este trabajo se desarroll6 una estrategia quimioenzimatica novedosa para la sintesis
dirigida de glicopolimeros, empleando disolventes neotéricos y modulables como son
los disolventes eutécticos profundos naturales (NADES). Particularmente, la mezcla
eutéctica cloruro de colina y acido malénico (ChCI:MA 1:2) se utilizd como medio de
reaccion y como catalizador, permitiendo obtener azlcares con diversos grupos
polimerizables (glicomondmeros). De este modo, usando el NADES ChCI:MA (1:2) se
incorporaron grupos alilo y propargilo, de manera simple y especifica sobre el carbono

anomérico de diferentes monosacaridos, asi como de distintos oligosacaridos.

Adicionalmente, se evaluaron diversas enzimas para la construccion de secuencias
glicosidicas particulares (glicomondmeros funcionalizados), con lo cual se sintetizaron
glicomondmeros funcionalizados con grupos a-Glcp, B-Glcp, B-Galp y B-Fruf. Finalmente,
la versatilidad y funcionalidad de esta plataforma de sintesis se validé polimerizando al
glicomonoémero alil-glucopiranosa 4d, lo que permitié integrar un proceso versatil,

sencillo y metodolégicamente compatible con los principios de la quimica verde.

[xii]



INTRODUCCION

Los carbohidratos son la materia organica mas abundante en la Tierra. Estas moléculas
son derivados polihidroxilados de aldehidos o cetonasl!! y se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza!?l. Los carbohidratos, ademas de ser la principal fuente de
energia, material de construccion y sostén celular en los seres vivos, también
intervienen en numerosos eventos de reconocimiento molecularl3 4, Este
comportamiento se debe en gran parte a su diversidad estructural, asi como a la
complejidad con la que pueden unirse y formar entramados moleculares Unicos en
diferentes sistemas biolégicos. Considerando esta versatilidad estructural y funcional,
asi como el potencial de modificar propiedades de los materiales a los que pueden
unirse, en los Ultimos anos se ha impulsado el desarrollo de materiales y compuestos
quimicos que incorporen carbohidratos a su estructural®-8l, Entre estos materiales
destacan los glicopolimeros. Este tipo de polimeros son materiales con peldanos de
carbohidratos que cumplen diversas funciones importantes dentro y fuera de las células,
ademas de poseer numerosas aplicaciones. En este contexto, existe en la actualidad un
interés particular en la busqueda de metodologias de sintesis que faciliten su obtencién
de manera eficiente. No obstante, cabe senalar que en los métodos actuales de sintesis
de glicopolimeros se enfrenta el reto de construir secuencias definidas de carbohidratos
con una alta quimio-, regio- y estereoselectivad. Dichos procesos enfrentan la inherente
complejidad de los métodos de glicosilacion quimica. Una alternativa que desde hace
algunas décadas resulta viable para enfrentar esta situacion es el uso de enzimas,
particularmente enzimas activas en carbohidratos (CAZymes). A diferencia de los
métodos quimicos tradicionales, estas enzimas tienen la capacidad de construir enlaces
glicosidicos con una alta quimio-, regio- y estereoselectividad. Las CAZymes
naturalmente son responsables de la biosintesis y biotransformacion de los
biomateriales en la naturaleza: los azlcares. Ciertamente, estos biocatalizadores
presentan una notable habilidad para el reconocimiento y transformacion de otros
aceptores estructurales ajenos a la de sus sustratos naturales. En este trabajo, se
aprovecho la alta selectividad y la gran capacidad que tiene las CAZymes para reconocer
y transformar otras moléculas no naturales, de tal manera que se utilizaron como
herramienta para la funcionalizacion de glicomondmeros previamente sintetizados en

medios de reaccion no convencionales.



1 ANTECEDENTES

1.1 GLICOPOLIMEROS: SINTESIS Y APLICACIONES

1.1.1 Carbohidratos

Los carbohidratos o azlcares pueden definirse quimicamente como compuestos
organooxigenados de aldehidos, cetonas o lactoles(® 9. Estas moléculas son la materia
organica mas abundante en la Tierral3l. Los azlcares cumplen importantes funciones
como fuente y almacenamiento de energia, material de construccion y soporte de
estructuras celulares en los seres vivos, ademas intervienen en numerosos eventos de
reconocimiento celular con una alta selectividad (Figura 1). Por ejemplo, entre otras
funciones, actian como mediadores de interacciones célula-célula, participan en el

reconocimiento y diferenciacion celular o en procesos de infecciones por patégenos3 4

10, 11],

Proteccion Reconocimiento celular Sefalizacion

O Infeccion por
o

Q o patégenos

S0 °
o] 8 )“ &
oo~ O 2 f
.. {1 Q c
: PP

1O,
‘-1'!

Glicoproteinas

Glicolipidos

Mucina Proteoglicanos

(Glicoproteina)

Figura 1. Representacion grafica de la complejidad del glicocalix celular y su rol en el
intercambio de informacion entre la célula y sus alrededores. Imagen extraida y

modificada de Purcell & Godula (2019)11]

La eficiencia que tienen estas biomoléculas para cumplir diversas funciones se debe por
un lado, a la polifuncionalidad que les confiere el considerable nimero de hidroxilos que
poseen, y por otro lado, a las diversas conformaciones espaciales que pueden adoptar
dichas moléculas!?. De hecho, los cambios en la orientacion espacial de sus
sustituyentes contribuyen también a la capacidad de los azlcares para formar una gran
cantidad de entramados moleculares al unirse covalentemente con otros azlcares!13l,
Por ejemplo, el caso de la D-glucosa; una aldohexosa de seis carbonos, al combinarse

con otra unidad de D-glucosa a través de un enlace glicosidico, resulta en la formacion
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de cerca de 19 disacaridos con propiedades fisicoquimicas y biologicas muy diferentes
(Figura 2)114. 15], Asi mismo, esta complejidad puede aumentar considerablemente si se
toma en cuenta las configuraciones tipo piranosa y furanosa que pueden adoptar los

azlcares.

Es importante senalar que la amplia diversidad estructural y funcional de los
carbohidratos, les permite ademas, establecer comunicacion quimica con otro tipo de
moléculas a través de distintas interacciones moleculares no covalente, tales como:
enlaces de hidrégeno, coordinacion con metales, interacciones hidrofébicas o
hidrofilicas, interacciones CH-nt y fuerzas de van der Waals!16. 171, La suma de todas estas
interacciones tiene como resultado que los carbohidratos sean capaces de establecer

una intima comunicacion con receptores biologicos(®l.

a-Glc + o-Glc B-Glc + -Glc
HO
HO%OH o-Gle-(1>1)-0-Glc; a,a-trehalosa B-Gle-(1>1)-p-Glc; B,B-trehalosa
HO a-Glc-(1—-2)-0.-Glc; a,0-kojibiosa B-Glc-(1—2)-3-Glc; B,p-soforosa
OH 0-Gle-(1-3)-a-Glc; a,a-nigerosa (sakebiosa)  B-Glc-(1-3)-3-Glc; B,p-laminaribiosa
B-o-Glucosa a-Glc-(1—-4)-0-Glc; maltosa B-Glec-(1—4)-3-Glc; celobiosa
o-Glc-(1—»6)-a-Glc; a-isomaltosa (brachiosa) B-Glc-(1—»6)-B-Glc; B,p-gentiobiosa (amigdalosa)
+ —
HO a-Glc + B-Glc B-Glc + a-Glc
Hﬂo/a\ o-Glc-(1>1)-B-Glc; a,p-trehalosa (neotrehalosa) B-Glc-(1—>2)-a-Glc; B,a-soforosa
HO a-Glec-(1-2)-B-Glc; a,B-kojibiosa B-Gle-(1—3)-a-Glc; B,a-laminaribiosa
OH o-Glc-(1-3)-B-Glc; a,B-nigerosa (sakebiosa) B-Glc-(1—-4)-a-Glc; a-celobiosa
a-p-Glucosa o-Glc-(1->4)-B-Glc; B-maltosa B-Glc-(1—-6)-a-Glc; B,o-gentiobiosa (amigdalosa)
o-Glc-(1—-6)-B-Glc; B-isomaltosa

Figura 2. Disacaridos formados por la unién de dos unidades de D-glucosa

Los azucares no solo se encuentran unidos covalentemente a otros azucares, en la
naturaleza es frecuente encontrarlos conjugados a otras estructuras quimicas no
glicosidicas (agliconas), tales como: aminoacidos, lipidos, nucleétidos, compuestos
fendlicos, alcaloides, terpenos, entre otrosl!18. 191, La glicosilacion de moléculas tipo no-
azlcar modula su caracter hidrofilico, y ademas cambia sus propiedades
farmacocinéticas, nutracelticas y de reconocimiento molecular. De hecho, la
glicosilacion altera propiedades como la solubilidad, estabilidad y volatilidad de las
correspondientes agliconas. Se ha reportado que la unién de carbohidratos a diferentes
metabolitos secundarios, puede modificar propiedades tales como: su actividad
antioxidante, su funcién intracelular o su estabilidad y transportel20l. En resumen, la

variabilidad estructural que presentan los azlcares, asi como su capacidad para
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modificar, conferir y/o potenciar propiedades fisicoquimicas de otras moléculas, ha
hecho que en los Ultimos anos se impulse el desarrollo de materiales que incorporen

carbohidratos a su estructura.
1.1.2 Glicopolimeros: materiales hibridos y polifuncionales

Existen diversos eventos de reconocimiento celular, tales como las infecciones por
patégenos u otros agentes nocivos, mediados por interaccion carbohidrato-proteina o
carbohidrato-carbohidratol® 10. 11 Algunos ejemplos de interacciones carbohidrato-

ligando de interés biolégico son presentados en la Tabla 111,211,

Tabla 1. Ejemplos reconocimiento de carbohidratos por proteinas, células y patégenos

Ligando Carbohidrato

Concanavalina A (ConA) a-Man/a-Glc
Aglutitina de Ricinus
) B-Gal/B-GalNAc
communis (RCA120) y RCAso
Lectina  Aglutinina del mani B-Gal

Lectina de Sambucus nigra o-NeubAc(2-6)-B-Gal/GalNAc

Selectinas (E-, L-, P-) Sialil-LewisX, Sialil-Lewis?
Galectinas (-1 ~ -15) B-Gal

célula Hepatocito (HepG2) B-Gal, B-Gal(1—4)GIcNAc
Macréfago Man
Toxinas Shiga (E. coli 0O-157,

Gb3: a-Gal(1—>4)-B-Gal(1—4)-B-GlcCer
H-7, etc.)

GM1: B-Gal(1—3)-B-GalNAc(1—4)(o-
NaubAc-3)-B-GlcCer

Toxina de Vibrio cholera

Hemaglutinina de influenza A
) o-NeubAc(2-6)Gal
Patégeno (humana)

Hemaglutinina de influenza A
a-Neub5Ac(2-3)Gal

(aves)

E. coli tipo 1 a-Man

E. coli P-adhesion o-Gal(1—4)-B-Gal
VIH-gp120-DC-SIGN Man
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Debido a su relevancia biomédica, el estudio de los eventos de reconocimiento
molecular mediados por carbohidratos cobra especial interés. Dichos estudios in vitro o
in vivo, se realizan en su mayoria con modelos de estudio que requieren de glicanos
naturales. Tradicionalmente, dicha estrategia implica el aislamiento, purificacion y
caracterizacion de los glicanos en cuestion, a partir de fuentes naturales, y en algunos

casos requiere de modificaciones posteriores por métodos quimicos [16],

En anos recientes, como alternativa a la recuperacion de glicanos de fuentes naturales,
se ha recurrido a la obtencion de estos compuestos mediante procesos de sintesis de
glicopolimeros. Los glicopolimeros pueden definirse como polimeros sintéticos, que
integran peldanos de azlcares en su estructural’l, estas moléculas se construyen
normalmente a partir de intermediarios conocidos como glicomondmeros (carbohidrato
+ grupo polimerizable), los cuales se polimerizan para obtener los correspondientes

arreglos (Figura 3).

el it

OH
OR + —
Grupo quimico

AN J
v '
*0 Polimerizacién
OR

Figura 3. Definicion grafica y ruta de sintesis para la preparacion de glicopolimeros

Una vez que se sintetizan los glicopolimeros, al igual que los glicanos naturales, estas
macroestructuras hibridas y polifuncionales, son capaces de formar diferentes arreglos,
conocidos como «cluster», de arquitecturas variadas. La intencion de sintetizar
glicopolimeros que sean capaces de formar estos arreglos estructurales, es la de
mimetizar a los biopolimeros, polisacaridos y/o glicanos naturales[11l. Algunos de los
«cluster» sintéticos o naturales mas comunes, son los glicolipidos, glicocalixarenos,
glicodextrinas, glicopéptidos y glicopolimeros!6: 7. 11, 17] '|os cuales se esquematizan en la

Figura 4.
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Figura 4. Estructuras de glicoconjugados sintéticos y/0 semisintéticos, capaces de

mimetizar la arquitectura y comportamiento de glicanos naturales

Estas macroestructuras no solo se emplean en el area de la glicobiologia, su espectro
de aplicaciones es mucho mas amplio (Figura 5). De hecho, se han reportado
aplicaciones en el area de bionanotecnologia para la fabricacion de hidrogeles,
nanoparticulas y acarreadores moleculares de farmacos. Asi mismo, en el area del
reconocimiento biomolecular, estos materiales se utilizan para estudiar el efecto del
reconocimiento biolégico de lectinas o la afinidad a ciertas células especificas.
lgualmente, los glicopolimeros se utilizan para la eliminacion de virus y bacterias, asi
como para el diseno de blogues de construccion para la sintesis de moléculas mas
complejasl® 17. 221, De esta manera, la capacidad que tiene los glicopolimeros para
mimetizar a biopolimeros y/o glicanos naturales, asi como a las atractivas aplicaciones
que conlleva el incorporar carbohidratos a otras estructuras quimicas, dio lugar a que
en los Ultimos anos se profundiz6 en el desarrollo y mejora de procesos de fabricacion
de estos materiales[2ll. De hecho, desde los primeros reportes de glicopolimeros por
Horejsi et al. (1978)[23], hasta la actualidad, se han desarrollado diferentes métodos y
estrategias para su sintesis. De modo que, obtener glicopolimeros de manera sintética

a pequenay gran escala, se vuelve una necesidad académica e industrial.
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Figura 5. Aplicaciones mas importantes que actualmente poseen los glicopolimeros

1.1.3 Principales estrategias para la sintesis de glicopolimeros

Las estrategias generales para la sintesis de glicopolimeros se ilustran en la Figura 6,
donde se observa que es posible obtener estos polimeros como resultado de la
polimerizacion directa del glicomonémero (Figura 6A). Por otro lado, la unién de un
glicomonoémero al esqueleto de un polimero sintetizado, permite también obtener estos
arreglos estructurales, siempre y cuando el polimero (previamente construido) posea
regiones o grupos en donde anclar al carbohidrato funcionalizado (Figura 6B). Una
tercera ruta de sintesis es mediante la polimerizacion secuencial en bloques (Figura 6C),
donde el ensamblaje progresivo de las cadenas de polimeros hace posible construir

glicopolimeros anfipaticos y/o multifuncionales.

Si bien, cada una de las estrategias anteriores tiene sus ventajas particulares, enfrentan
un reto en comun, requieren de un monémero que contiene al carbohidrato especifico
a cada caso (glicomonémero). Actualmente, existe una gran disponibilidad de
carbohidratos comerciales, lo que abriria la posibilidad de construir un amplio espectro
de glicomondmeros. Sin embargo, la realidad es que la construccion de glicomonémeros

0 secuencias especificas de glicomondémeros se ve restringida por la complejidad y la
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alta inespecificidad de los procesos quimicos empleados para la formacion de enlaces

glicosidicos.
A) Polimerizacién aleatoria
m ( Polimerizacion m‘
_

B) Modificacion del copolimero posterior a la polimerizacion

Pcllmerllacmn N
\«AMOR

Gllcomonomero

C) Polimerizacion secuencial por blogues

. Polimerizacion Polimerizacién secuencial
Iniciador ﬁ» -
jonomero
o
AW

Figura 6. Estrategias principales empleadas en la sintesis de glicopolimeros

1.2 DISOLVENTES EUTECTICOS PROFUNDOS NATURALES (NADES)

Las mezclas eutécticas (del griego «eltektos», «que se funde facilmente») son mezclas
de compuestos organicos y/o inorganicos, en proporciones estrictamente definidas, las
cuales presentan un punto de fusion sensiblemente mas bajo que el de sus
componentes!24 23], La formacion de disolventes eutécticos se realiza por diversos
métodos!26l como: el calentamiento directo y agitacionl27. 28] mediante liofilizacion!29],
aplicando calentamiento y vaciol30l, utilizando microondasl[26. 31 a través de
ultrasonidol26] o mediante procesos de extrusiont32l, El término de disolvente eutéctico
profundo (DES, por sus siglas en inglés) es relativamente nuevol33. 341, Abbott et al.
(2003)133! sugieren que en la formacidon de mezclas eutécticas, el aumento de la
conductividad es dependiente de la temperatura y de la depresion del punto de fusion.
Lo cual es consecuencia de la interaccion entre las moléculas del donador de enlaces
de hidrégeno (HBD) y del anion en el aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA; por ejemplo
el anién cloruro [CI], en el caso del cloruro de colina). Lo cual podria sugerir que la
reduccion entre las interacciones electrostaticas del cation y anion en el HBA, provoca
el decremento en el punto de fusion. Los primeros DES se prepararon utilizando sales
cuaternarias de amonio mezcladas con glicerol(3%], ureal36] y/o acidos carboxilicos[37], sin

embargo hoy en dia se utiliza un amplio rango de compuestos, al grado de considerar a
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los DES como disolventes de «diseno» o «<modulables». Estas «librerias moleculares»
permiten ajustar las propiedades fisicas y quimicas de los DES, acorde a las

caracteristicas deseadas.

En este sentido, los disolventes eutécticos naturales profundos (NADES, por sus siglas
en inglés), son aquellos que de manera particular se forman basicamente de productos
naturales y/o compuestos biodegradables[26. 30. 38 E| termino inicialmente se acuno a
aquellas mezclas eutécticas que se encontraban en la naturalezal30! y que eran
producidos por los organismos vivos bajo ciertas circunstancias (como la miel o el jarabe
de maple). No obstante, actualmente el término natural en los NADES, se extiende a
cualquier mezcla eutéctica formada por componentes naturales de fuentes renovables:
urea, azlcares, lipidos, acidos carboxilicos, polioles, aminoacidos, alcaloides, terpenos,

betaina, cloruro de colina (ChCl), etc.

Actualmente, los NADES son capaces de incorporarse en diferentes procesos quimicos
de extraccion y separacion, en reacciones de sintesis quimica e incluso en reacciones
enzimaticas[34 39-43], De esta manera, su caracter biocompatible, sus multiples y
potenciales aplicaciones (vide infra, Seccién 1.2.1), asi como la posibilidad de disenar
estos medios a medida de las necesidades(44], los convierte en potentes y versatiles
herramientas de sintesis que siguen los principios de quimica verdel45l. Como ya se
menciond, las mezclas eutécticas (DES y NADES) se forman mezclando dos o mas
componentes, que generan una nueva fase con un punto de fusion mucho menor que
el de los componentes individuales. En la Tabla 2 se muestra el punto de fusion (Tr) de
varios NADES formados con ChCl como HBA, donde se observa que el Tr es
considerablemente mas bajo que el punto de fusion del donador de enlaces de
hidrogeno (Tm). La dinamica en la formacion/ruptura de enlaces de hidrégeno entre las
moléculas de los NADES se debe a diversos factores fisicoquimicos!#6l. Un diagrama de
la funcion de distribucion espacial del NADES ChCl:Urea (1:2), muestra que la

interaccion de sus componentes no es del todo dominada por enlaces de hidrégeno.
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Tabla 2. Punto de fusion (Tr) de diferentes NADES

e CIL:
Urea 1:2 134 12
Glicerol 1:2 17.8 -40
Acido adipico 1:1 153 85
Acido benzoico 1:1 122 95
Acido citrico 1:1 149 69
Acido malénico 1:1 135 10
Acido oxalico 1:1 190 34
Acido succinico 1:1 185 71
Acido levulinico 1:2 32 25
Acido itacénico 1:1 166 57 +3
Xilitol 1:1 96 25
D-sorbitol 1:1 99 25
Acido L-(+)-tartarico 1:0.5 171 47 +3
Acido cafeico 1:0.5 212 67 +3
Acido p-cumarico 1:0.5 214 67+3
Acido trans-cinamico 1:1 133 93+3
Acido galico 1:0.5 251 77+3

Tm: punto de fusién de donador de enlaces de hidrogeno
Tr. punto de fusién del NADES

Tradicionalmente, se ha sugerido que debido a las propiedades fisicoquimicas de estas
mezclas, el comportamiento de los disolventes eutécticos sigue la teoria de hueco o
agujero (del inglés «hole theory»)l47]. Esta teoria sugiere que el radio medio del hueco, de
la red cristalina formada, disminuye causando que aumente la viscosidad (ver Figura 7).
En otras palabras, la viscosidad en los NADES es afectada por la relacion ion-tamano de
hueco, ya que estos huecos tienen tamanos y ubicaciones aleatorias bajo flujo

constantel4s, 491,
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N
CI
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HO NS o NS
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HO/\/ HO

ChCl

+

o

Urea

Donador de enlaces Enlance de
de hidrégeno (HBD) hidrégeno

Hueco/Agujero

Figura 7. Relacion ion-tamano de hueco/agujero en la estructura del NADES cloruro

de colina (ChCl) y urea

En la Figura 8A, se aprecia como el ChCl tiende a distribuirse radialmente a lo largo del
eje del grupo carbonilo de la urea. Ademas de enlaces de hidrégeno iénicos y
moleculares, se sugiere también la existencia de dobles enlaces de hidrégeno idnicos
(Figura 8B), con lo cual, entre mas fuerte es la interaccion de enlaces de hidrogeno entre
ChCly urea, mayor sera el fino balance de fuerzas entre todas las especies moleculares.
Lo anterior contribuye a la entropia del sistema y previene que la mezcla cristalice a

temperatura ambientel50],

Debido a que los donadores de enlaces de hidrégeno en los NADES usualmente son
polioles, acidos con multiples grupos carboxilo, aminas o amidas, se podria asumir que
los NADES teodricamente pertenecerian a los disolventes proéticos. Sin embargo, la
presencia de regiones ionicas permite a los NADES disolver compuestos ionicos. No
obstante, el cierto grado de heterogeneidad espacial en los NADES, hace que estos
presenten regiones polares y no polaresl®1-531, En consecuencia, debido a la estructura
intrinseca de los NADES, estos disolventes neotéricos pueden tener diferentes
polaridades. Lo que permite que existann medios con polaridades cercanas a 4; lo que
los hace muy similares al cloroformo, hasta aquellos NADES con una polaridad muy
similar a la del agua. Con lo cual se presenta la posibilidad de disolver una gran cantidad

de reactivos y catalizadores organicos y/o inorganicos[51l,
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Figura 8. Estructura del NADES ChCl:U (1:2)

A: Funcién de densidad espacial 3D del NADES ChCl:Urea (1:2). Isosuperficies del
7.5% de las configuraciones mas probables de los centros moleculares. En amarillo
cationes de colina, en azul moléculas de urea y en verde aniones cloruro. B:

estructuras espaciales y energias (kJ/mol) del par idbnico en ChCl.
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1.2.1 Los NADES en sintesis organica

En una reaccion quimica el disolvente organico desempena varios roles. Ademas de
facilitar la transferencia de masa y energia en una reaccion, el disolvente estabiliza los
estados de transicion y modifica parametros como la reactividad y la selectividad del
proceso. El disolvente también puede influir en la acidez y basicidad de los solutos. De
este modo, la eleccion adecuada de un disolvente se vuelve crucial, ya que puede
afectar también la velocidad y el éxito de la reaccion. Encontrar el disolvente apropiado
a menudo implica un proceso de ensayo y error. Adicionalmente, a nivel industrial la
eleccion de un disolvente determina el método de purificacion, la posibilidad de
recuperarlo y las medidas de eliminacion adecuadas, lo que implica considerar aspectos

como el costo y la toxicidad que este pueda generarl54-59],

Los disolventes organicos convencionales son productos manufacturados a partir de
petroleo y sus derivados!®0l. La mayoria exhibe alta presion de vapor y no son miscibles
en agua. Constituyen un grupo heterogéneo de compuestos volatiles, ampliamente
utilizados como medios de reaccion tanto en laboratorio como a nivel industriallél,
Presentan un gran riesgo en su manipulacion, almacenamiento y empleol62l; no son
intrinsicamente seguros debido a que su inflamabilidad es un riesgo de explosion. A
demas de los danos a la salud que pueden provocarl®3]; desde un punto de vista
ambiental, los disolventes organicos son volatiles, lo que quiere decir que al ser emitidos
a la atmoésfera pueden contribuir a la contaminacion ambiental y participar activamente
en diversos procesos fotoquimicos, acelerando el deterioro de la capa de ozonol64l, En
este contexto, encontrar medios de reaccion baratos y seguros para aplicarlos en
sintesis organica, se vuelve una necesidad y un reto a enfrentar por los quimicos

modernos(é5, 6],

En los dltimos anos, los NADES han comenzado a tener un mayor numero de
aplicaciones. Se ha demostrado que los NADES tienen una gran capacidad para actuar
como disolventes y catalizadores reutilizables y ecolégicamente compatibles[30. 38,39, 67],
Durante el diseno de metodologias verdes y eficientes, se busca prescindir de esquemas
de proteccion/desproteccion, derivatizacion y/o activacion. No obstante, tanto las rutas
de proteccion como desproteccion son estrategias comunes en procesos sintéticos. En
este sentido, recientemente Rokade & Bhate (2017)41 desarrollaron un método

eficiente y rapido para la derivatizacion de azlcares libres a los correspondientes di-O-
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isopropilidenglicosidos, utilizando un NADES compuesto por cloruro de colina y acido
malénico en una relacion molar 1:2 (ChCE:MA 1:2, Figura 9A). Esta metodologia es
atractiva en términos de tiempo de reaccion, rendimiento y pureza de los compuestos
obtenidos. Un protocolo similar es el presentando en la Figura 9B, donde se utilizd una
mezcla eutéctica de ChCl y ZnCls para la per-O-acetilaciéon de azlcares, obteniendo
rendimientos moderados (80-88%) y con la posibilidad de reciclar y reutilizar al
disolvente. Por otra parte, se ha reportado también que una mezcla de ChCI:MA (1:2)
permite el ataque nucleofilico de un alcohol sobre glicésidos 2,3-insaturados (Figura
9C). Lo cual quiere decir que los procesos de proteccion y derivatizacion de
carbohidratos podrian ser un método barato, no toxico y con la posibilidad de reutilizar

el medio de reaccion.

A o1y ChCIMA (1:2), o
V/:\\ acetona - ‘/“\\
HO  OH 55°C, 30 min (Oxo)
2
Azlcares Azuicares derivatizados
B

HO o AcO o
HO OH - ACO%OH
H%‘ ChCIZnCly Ac0  AR05

90-100°C, 5.5h

D-Glucosa D-Glucosa
tetra-O-acetilada

AcO o AcO o
AcO AcO
Ac(&’) R1-OH > %"’OM

NADES (ChCI:MA 1:2),

D-Glucal 80°C, 15 min Glicosil-D-Glucal
tri-O-acetilado tri-O-acetilado

Figura 9. Transformaciones quimicas de azucares utilizando mezclas eutécticas
A: Sintesis de di-O-isopropiliden azucares en NADESI41l, B: Preparacion de per-O-acetil

hemiacetall®8l. C: Sintesis de glicosidos 2,3-insaturados; donde R1= azlcares!®9l.

Muchas otras reacciones se han beneficiado de las propiedades y versatilidad de los
NADES, empleandolos como medio de reaccion y/o como catalizador. Ejemplo de ello
se ilustra en la Figura 10, que muestra diferentes transformaciones quimicas donde los

NADES desempenan un rol como catalizador y/o como medio de reaccion. De esta
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manera, en la Figura 10A se ilustra la oxidacion quimioselectiva de alcoholes
secundarios en NADES ChCl:Urea y NBS en condiciones suaves de reaccionl’9, La
reaccion anterior permite una oxidacion selectiva y sin productos secundarios, como lo
es la sobreoxidacion a los correspondientes acidos carboxilicos. En este sentido, las
reacciones de oxidacion tienen un importante papel a nivel industrial. Recientemente,
se report6 el uso de diversos NADES que en conjunto con sales, catalizan la oxidacion
de tolueno a benzaldehido utilizando H20> como agente oxidantel’!! (Figura 10B). En
este caso el NADES, activa de manera efectiva al H202 mediante la polarizacion del
enlace peroxido, lo que resulta en promover la reaccion de oxidacion. Adicionalmente,
la baja viscosidad del NADES permitid6 un mejor intercambio de masa en el sistema
bifasico NADES/tolueno.

Por otro lado, se han explorado reacciones de reduccion en NADES con una diversidad
de sustratos y reactivos. Azizi et al. (2012)[72] reportaron un método quimio- y
regioselectivo para la reduccion de epdxidos y compuestos carbonilicos, empleando
NaBH4 en el medio ChCl:Urea (Figura 10C). Condiciones similares a las anteriores, son
las ilustradas en la Figura 10D, donde la sintesis de aminas secundarias transcurre a
través de la aminacion reductiva de aldehidos o cetonas en presencia de NaBH4 como
agente reductor y ChCl:Urea (1:2) como catalizador en metanoll’3l. Los diversos
sustratos estudiados en este trabajo muestran la versatilidad que tiene los NADES para
catalizar reacciones, proporcionando sistemas cataliticos eficientes, libres de metales

y/0 catalizadores toxicos.
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A) Oxidacion de alcohol bencilico con NBS en un NADES ChCl:Urea

RO

1 eq. NBS
ChCl:Urea o
40 min, t.a

©/\OH — > @)LH

No formado

B) Oxidacién de toluene en presencia de H,0, en NADES

©/COOH ©/CHO

12.9% 61.2%
CH, H,0 FeCly
ChCl:glicerol (1:2) CH; CHj
60°C, 6 h @\ i
OH
24.9% 1%

C) Sintesis de alcoholes mediante reduccion de epoéxidos y compuestos carbonilicos en NADES

o OH
NaBH,, 60°C, 30-180 min
> o)\/o
ChCl:Urea
68-95%
o NaBHy, t.a, 5-40 min
4y LA,y
>
OJLH ChCl:Urea O/\OH
82-99%
0 NaBH,, t.a, 5-80 min OH
>
OJLO ChCl:Urea O)\O
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D) Aminacién reductiva de carbonilos aromaticos y alifaticos, utilizando un NADES ChCl:Urea

HN !
2NR1, NaBH4 Z
ChCI Urea O_ |
O_ CH;OH S

25°C .
= Ph, nBu 89-98%
O= H, Cl, NO2, COMe, OH
OQ=H, Me

Figura 10 Ejemplos de diferentes reacciones quimicas donde se utilizaron NADES

como medio reaccion y/o catalizador
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Debido a las propiedades y aplicaciones de los NADES (vide supra), estos medios de
reaccion han impactado también en la biocatalisis. La estabilizacion de enzimas!’4 en
este tipo de disolventes ha hecho que su aplicacion en la biocatalisis aumente. Por
ejemplo, Gorke at al., (2008)[75], fueron de los primeros autores en reportar que ciertas
hidrolasas exhiben actividad catalitica en NADES, a pesar de que estos contienen urea
(ChCI:U); que normalmente desnaturaliza a las proteinas, o alcoholes (ChCl:Glicerol); los
cuales interfieren en las reacciones catalizadas por este tipo de enzimas.
Recientemente, Craveiro et al. (2019)7€ utilizaron la especificidad que poseen la lipasa
de Candida rugosa (CRL), para disenar la resolucion racémica de rac-mentol (Figura 11).
En este caso el NADES compuesto por acido laurico y rac-mentol actué de manera
ambivalente, es decir como disolvente y como sustrato en la esterificacion catalizada
por CRL. En este sentido, el uso combinado de enzimas y NADES permite obtener

procesos eficientes, selectivos y biocompatibles.

o
',,OJM
10

/_\ (-)-laureato de mentilo

Lipasa de Candida rugosa
+)-mentol (=)-mentol > +
rac-mentol 3 h, 37°C
(0]
10 Y OH
Acido laurico /:\
(+)-mentol

Figura 11 Resolucién racémica de rac-mentol a través su esterificacion con acido
laurico catalizada por la lipasa de Candida rugosa, donde los sustratos forman parte
del NADES

1.3 ENZIMAS ACTIVAS EN CARBOHIDRATOS: SINTESIS DE GLICOSIDOS Y
POLISACARIDOS

Las reacciones de glicosilacion quimica podrian considerarse una de las reacciones mas
importantes en el campo de la glicoquimica. Sin embargo, involucra uno de los
mecanismos mas complejos y discutidos empiricamente en quimica organical’” 78], En

si misma, la glicosilacion quimica es uno de los mayores retos en sintesis organical?l.
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Uno de los aspectos principales, y sobre todo el mas dificil de controlar, es la variabilidad
estructural de los sustituyentes hidroxilo en el azlcar, particularmente la estereoquimica
del carbono anomérico en el subsecuente producto glicosilado (891, Una alternativa que
ha resultado eficaz para enfrentar la complejidad de los procesos de glicosilacion
quimica, es el uso y aprovechamiento de las condiciones de reaccion y la alta
especificidad asociadas al uso de enzimas y/o biocatalizadores. Ciertamente, el
constante desarrollo de la biotecnologia ha hecho que cada vez se cuente con un mayor

namero de biocatalizadores eficientes y versatiles.

Actualmente se ha identificado un nidmero considerable de enzimas que hidrolizan y
forman enlaces glicosidos entre un donador glicosilo y un aceptor glicosilo adecuadot81l,
Estas enzimas activas en carbohidratos (CAZymes) son capaces de realizar reacciones
de glicosilacion con una alta selectividad por la posicion y naturaleza del carbono
anomeérico. En la Figura 12 se representan algunas clases de CAZymes asi como la
reaccion que catalizan(82l, Este tipo de reacciones, a diferencia de las glicosilaciones
guimicas, no requieren de una exhaustiva manipulacion del aceptor glicosilo o de la

necesidad de esquemas de proteccion/desproteccion(18],

H
rRoS=2 _orR Glicosilhidrolasas { /“\:&,}O\R
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Figura 12 Reacciones de glicosilacion catalizadas por enzimas activas en
carbohidratos (CAZymes) hacia una molécula aceptora (R)
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Actualmente, y gracias al desarrollo de las herramientas biotecnolégicas, estas enzimas
son cada vez mas disponibles y versatiles. Aunque de manera natural las CAZymes
catalizan la biosintesis y biotransformacion de carbohidratos, biopolimeros y glicanos en
la naturaleza, la biotecnologia moderna ha permitido obtener variantes de enzimas
mejoradas en su estabilidad y capacidad catalitica. Una ventaja adicional de las
CAZymes es que pueden actuar sobre otro tipo de sustratos no naturales, de diferente

tamano, conformacion y estereoquimica [82-84],

Las CAZymes pueden clasificarse en: A) glicosilhidrolasas (GHs), las cuales catalizan la
hidrolisis del enlace glicosidico entre dos o mas carbohidratos, o entre un carbohidrato
y otra molécula no glicosidica. Adicionalmente, las GHs son capaces de hacer uso de la
reaccion inversa de hidroélisis (proceso termodinamico) o la transglicosilacion (proceso
cinético) para formar enlaces glicosidicos 821, B) las glicosido fosforilasas, que utilizan
azucares 1-fosfato; compuestos relativamente estables como donadores glicosilo,
forman enlaces glicosidicos con una alta estereo- y regioselectividad. A pesar de que no
han sido empleadas tanto como otras CAZymes, las glicésido fosforilasas son
biocatalizadores versatiles que poseen un gran potencial para la sintesis de diversos
carbohidratos y glicosidos [85!. C) las sacarasas, son enzimas que utilizan sacarosa como
sustrato. Por una parte, las fructosiltransferasas (FTF) emplean sacarosa como donador
glicosilo, transfiriendo residuos fructosilo a otra molécula aceptora, por otra parte las
glucosiltransferasas (GTF) emplean sacarosa como donador glicosilo, transfiriendo
residuos glucosilo a otra molécula aceptora. Estas enzimas se han aplicado para la
sintesis de una gran variedad de fructooligosacaridos, glucopolimeros, fructosidos,
glucosidos y biopolimeros [82. 86,871 Qtro tipo de CAZymes son las D) glicosiltransferasas
(GTs) tipo Leloir, estas enzimas utilizan azlcares activados como donadores,
usualmente azlcares nucleotidicos como sustrato. En términos de su selectividad hacia
el sustrato, las GTs Leloir son enzimas que presentan «promiscuidad» del sustrato que
catalizan, es decir son capaces de reconocer y transferir una gran variedad de
donadores y aceptores. Estas enzimas pueden ser desde muy especificas y presentar
una estricta discriminacion de sus sustratos, hasta ser capaces de mostrar una amplia
tolerancia en las variaciones estructurales del aceptor y del donador glicosilo, incluso
son capaces de transferir mas de un residuo glicosilo en diferentes posiciones del

aceptor o de elongar una cadena de glicanos en crecimiento [88],
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Adicionalmente, las CAZymes pueden clasificarse también de acuerdo con su
mecanismo de reaccion en enzimas que invierten o conservan la configuracion del
carbono anomeérico en el residuo glicosilo que transfieren. En un sentido amplio, toda
esta diversidad y atributos en el contexto de la versatilidad y selectividad que presentan
las CAZymes para formar enlaces glicosidicos, da lugar al hecho de que actualmente
son una potente maquinaria catalitica para la sintesis e hidrélisis de enlaces

glicosidicos.

Las especificidad y versatilidad catalitica de las CAZymes son superiores a las de la
glicosilacion quimica. De esta manera, en un primer escenario mecanistico, podemos
ubicar la capacidad que tienen las CAZymes para el reconocimiento de la conformacion
de su aceptor glicosilo. Por ejemplo, una enzima que reconoce residuos en conformacion
de piranosa 4C1 de a-D-glucopiranosilo (a-D-Glcp, Figura 13l), es capaz de discernir entre
las 38 conformaciones canoénicas que puede adoptar una piranosal8l, de tal manera
qgque la enzima Unicamente reconocera a una conformacion en especifico.
Adicionalmente, las CAZymes también discriminan a su sustrato donador por la
orientacion del hidroxilo en el carbono anomérico (anémeros a-D-Glcp y B-dD-Glcp, Figura
13lI) (001,

En un segundo nivel de especificidad se encuentra la capacidad de estos
biocatalizadores para seleccionar al donador por la orientacion de los hidroxilos en el
resto de los carbonos continuos en anillo de piranosa (diferenciacion de epimeros,
Figura 13lll). Esta especificidad no solo comprende el contexto del reconocimiento y
discriminacion del aceptor glicosilo sino también implica la estereoespecificidad que
poseen estas enzimas en la formacion del enlace glicosidico (Figura 13IV). Como se
menciond anteriormente, las enzimas tipo CAZymes pueden clasificarse en aquellas que
invierten o conservan la configuracion del carbono anomérico del donador glicosilo. De
manera que, independientemente de la naturaleza de la molécula aceptora, una enzima
que transfiere a-D-Glcp hacia el hidroxilo de una aglicona, siempre formara enlaces D-
glucopiranosil-a-1—0-aglicona de manera enantioespecifica. En definitiva, todo lo
mencionado anteriormente ha permitido la aplicacion de CAZymes para la sintesis de

diversos glicésidos y sacaridos(9l.
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Figura 13. Especificidad de las enzimas activas en carbohidratos (CAZymes) para
reconocer a sus sustratos donadores
Reconocimiento de la conformacion (l) de un azucar, diferenciacion de sus anomeros

(I1), discriminacion de sus epimeros (lll), y transferencia regio- y estereoselectiva (IV)

1.4 POLIMERIZACION POR RADICALES LIBRES (FRP)

La polimerizacion por radicales libres (FRP, por sus siglas en inglés) es uno de los
métodos mas utilizados y versatiles para la sintesis de glicopolimeros [92-951, En esencia,
esta metodologia consiste en reacciones en cadena, donde la adicion de una molécula
de monomero al extremo de una cadena activa, regenera el sitio activo en el extremo de
la nueva cadena. Como se observa en la Figura 14, el proceso consiste en tres etapas
principales: 1) iniciacion; se genera el radical a partir de una especie neutra que actla
como iniciador, 2) propagacion; la adicion del radical a un alqueno sustituido y (3) la

terminacion(®6l,

La terminacién de la polimerizacion puede ocurrir en dos escenarios diferentes: A) por
la combinacién de dos cadenas poliméricas en propagacion o por B) desproporcion;
donde un atomo de hidrégeno en una cadena de polimero es transferido a otra,
produciendo una cadena saturada y otra con un extremo insaturado. Por otro lado, los
polimeros en propagacion también pueden terminar el proceso de polimerizacion por
transferencia de cadena a otra especie en el medio (disolvente, mondmero, iniciador o
polimero), continuando asi la propagacion, en este evento ocurre la formacion de una

zona de ramificacion.
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Figura 14 Mecanismo general del proceso de polimerizacion por radicales libres
Izquierda: etapas del proceso de polimerizacion por radicales libre; derecha: tipos de

transferencia de cadena

Una de las principales ventajas de este tipo de polimerizacion es el uso de iniciadores
térmicos. Los iniciadores térmicos de FRP son compuestos comerciales flexibles y
estables a temperatura ambiente, son principalmente peroxidos como el (BzO)2 y
compuestos azoderivados como el AIBN y el acido 4,4’-azobis(4-cianovalerico), los
cuales producen radicales libres a una temperatura de 50-100°C. La FRP se puede
considerar como un método versatil para la polimerizacion adecuada de monémeros
con diferentes funcionalidades [93. 97-99], Esto debido a la tolerancia a impurezas y el
amplio rango de condiciones en las que se puede realizar esta reaccion, ya que es
posible utilizar medios no polares, polares y préticos, asi como un considerable espectro

de temperaturas [95 961,

1.5 SINTESIS DE GLICOPOLIMEROS UTILIZANDO GLICOMONOMEROS

En la actualidad, existen multiples estrategias para obtener glicopolimeros, entre las
cuales destaca la sintesis y posterior polimerizacion de glicomondémeros. Sin embargo,
no se ha desarrollado una ruta sintética universal que permita la produccion de
glicomonomeros, puesto que la eleccion de una estrategia particular depende de varios
parametros, tales como los grupos funcionales presentes en el sustrato, las etapas de
proteccion/desproteccion requeridas, la solubilidad de las materias primas y las

condiciones de reaccion, entre otros. A pesar de ello, se han reportado varios métodos
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quimicos y enzimaticos para sintetizar glicopolimeros, lo que brinda una diversidad de

opciones para su preparacion.
1.5.1 Sintesis quimica de glicomonémeros

La reaccion de Konings-Knorr se utiliza para lograr la union de azlcares y grupos
polimerizables. Como se muestra en la Figura 15, en esta metodologia se hace
reaccionar azlcares protegidos y halogenados en el carbono anomérico, con
metacrilatos de 2-hidroxietilo (grupo polimerizable)i100. 101l |3 reaccion procede
mediante la sustitucion del haluro en el carbono anomérico por el alcohol del grupo
polimerizable, dando lugar a la formacion de un enlace glicosidico. No obstante, en
muchos casos los promotores del grupo saliente suelen ser sales de mercurio, las cuales

tienen efectos adversos tanto para la salud como para el medio ambientel102],

OPG o OPG
HO 0
PGO o \/\OJ\"/ PGO o &
PGO _  PGo ~o
s AgOTf, DCM, 48 h, -40°C Rel

Figura 15 Formacion de glicomonoémeros via reaccion de Kénings-Knorr catalizada

por triflatos de platal103]

Como alternativa a los catalizadores toxicos utilizados en la reaccion de Kdonings-Knorr,
se ha empleado la reaccion de Williamson(104], |a cual involucra la formacion de éteres
como estrategia para la sintesis de glicomondmeros!(105l, En este método, el grupo
polimerizable se introduce al azlicar mediante la formacién de un enlace tipo C—0—C,
donde, por accion de una base el alcohol se transforma en el correspondiente alcoxido,
el cual desplaza via Sn2 al haluro en el grupo polimerizable. Un ejemplo de ello se ilustra
en la Figura 16, donde la reaccion entre el 3-(clorometil)estireno y la di-O-
isopropilidengalactosa en presencia de NaH, produce glicomonémeros para- y meta-

sustituidos.
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NaH, DMF, 6 h, 50°C éﬁ

Figura 16. Sintesis de vinilglicomonémeros mediante la reaccion de Williamson para
la formacion de enlaces éter

Por otro lado, los azlcares completamente protegidos con grupos acetilo se han
utilizado para formar glicomonémeros!1%€l, En este caso, la condensacion del azucary el
grupo polimerizable (acrilato, Figura 17) se realiza en presencia de BF3Et2O en
CH2CI,[107. 108] Sin embargo, se requiere un grupo saliente adecuado que facilite la
formacion del enlace éter entre el grupo polimerizable y el azdcar. No obstante, la
introduccion de buenos grupos funcionales; como los grupos OTfl109]
tricloroacetamidal110! o 4-nitrofenol(111l, requiere el uso de reactivos toxicos y un mayor

numero de pasos de sintesis[112],

OAc OAc
HO (o)
AcO 0 on \/\O)l\"/ AcO O o
AcO c - AcO ~ o
AcO BF;+Et,0, DCM, 1 h, 0°C AcO

Figura 17 Formacion de glicomonomeros de acrilato catalizada por BF3Et20

Asimismo, la sintesis de olefinas de glicidilo se puede lograr mediante la adicién de
aminoazucares “libres” (sin grupos protectores, como la glucosamina) al cloruro de 5-
norboreno-2-carbonilol113] (Figura 18). En este método, la formacion del nuevo enlace
amida se realiza aprovechando la reactividad de aminas primarias. Esta estrategia
también permite hacer uso de otros sustratos como azucares protegidos!t14] con al
menos un grupo hidroxilo libre, que sea capaz de atacar nucleofilicamente al carbonilo

del cloruro de acilol115, 116],
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Figura 18. Formacién de glicomonémeros via adicion de aminas a carbonilos de

cloruros de acido

De manera alterna, la esterificacion de Steglichl117] sintetiza glicomondémeros
organosolubles mediante la condensacion entre el grupo carbonilo de un acido vinilico
y el grupo hidroxilo de un azucar!118-1201 (Figura 19). Sin embargo, en esta reaccion
muchas veces se requieren manipulaciones complejas del sustrato; es decir hacer uso
de grupos protectores para limitar el nimero y posicion del hidroxilo a reaccionar121],

asi como introducir un grupo saliente con el fin de aumentar la eficiencia de la reaccion.

e m pe

oﬁ\ DMAP, Py, DCM, 48 h, 0|C

Figura 19. Reaccion de esterificacion de Steglich entre un alcohol y un cloruro de

acido

Por otra parte, los haluros de alquilmagnesio se emplean para sintetizar
glicomondmeros mediante la reaccion de Grignard(122.123], Por ejemplo, se ha reportado
que el cloruro de 4-vinilfenilmagnesio en presencia de un aldehido de azlcar protegido
permite la formacion de glicomondmeros(122] (Figura 20). No obstante, para este
método, el uso de disolventes anhidros y las bajas temperaturas son factores

importantes a considerar.
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THF, 2 h, 10°C
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Figura 20. Uso del a reaccion de Grignard como estrategia para la formacion de

glicomonoémeros de vinilo

En el contexto de la quimica “clic”, la cicloadiciébn azida-alquino [3+2] catalizada por
cobre de Huigensen para formar triazoles, representa un método rapido y selectivo para
unir azucares y grupos polimerizables o a polimeros ya construidos. Una de las
principales ventajas de este método es que se puede realizar en condiciones suaves de
reaccion, con alta eficiencia y selectividad [124]. En la Figura 21 se ilustra como la union
entre un residuo de propargilmanosa y el grupo polimerizable 3-azidopropilmetacrilato,
transcurre de manera eficiente en una mezcla de metanol/agua a temperatura

ambiente en presencia de CuSQO4 y L-(+)-ascorbato de sodiol125],

(o)
HO OH _ Ns/\/\o)k”/ HO OH N=N J\\ 0
Ha&ﬂo\// » HO oMy e
CuS0O,, NaAsc
CH,OH/H,0, 24 h @ t.a.

Figura 21. Reaccion de cicloadicion azida-alquino [3+2] de Huisgen

El acoplamiento de lactonas y aminas como ruta para la sintesis de glicopolimeros, fue
inicialmente descrito por Kobayashi et al.(1985)126], En dicho estudio, los autores
demostraron factibilidad en la sintesis de glicopolimeros de vinil-lactosa, -maltosa y -
maltotriosa mediante la reaccion entre las correspondientes lactonas con p-
vinilbencilamina. Un ejemplo de ellos es ilustrado en la Figura 22, donde la reaccion
entre la D-gluconolactona y el clorhidrato de 2-aminoetilmetacrilato en presencia de

trietilamina en metanol, permite obtener glicopolimeros!127],
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Figura 22. Sintesis de glicomonomeros via acoplamiento lactona-amina para la
formacion de glicomonoémeros.

En resumen, existen multiples estrategias que aprovechan la reactividad de ciertos
grupos funcionales para obtener glicoménomeros. Cada uno de uno de los métodos
anteriores presenta ventajas y desventajas en términos de toxicidad, eficiencia y
condiciones de reaccion, necesarias para llevar a cabo la catalisis. De modo que, la
eleccion de la estrategia mas adecuada dependera de los requisitos especificos de cada
caso, los grupos funcionales en las materias primas, asi como el uso final que tendra el

polimero.

1.5.2 Sintesis enzimatica de glicomonomeros

Recientemente, se ha buscado obtener glicomonémeros por métodos biocompatibles y
menos agresivos con el medio ambiente, por ejemplo, haciendo uso de biocatalizadores
como las enzimas. Adharis & Loos (2019)[128], realizaron una exhaustiva revision de los
principales métodos de sintesis de glicomondémeros que emplean CAZymes para la
construccion de glicomonomeros. Como ya se menciond en la seccion anterior (vide
supra, Pagina 17), las CAZyme presentan una excelente especificidad comparada con
los catalizadores quimicos tradicionales. Por lo tanto, en la sintesis enzimatica de
glicopolimeros, el grupo polimerizable, entre las multiples posiciones posibles, podria

ser introducido de manera selectiva en una posicion en particular del azucar.

En este sentido, si bien las glicosido fosforilasas son enzimas eficientes y altamente
selectivas, pocos autores reportan su uso en metodologias de sintesis de polimeros [85l,
Kaneko et al.(2007) [129 sintetizaron polimeros heterogéneos artificiales de quitosanoy
quitina injertados con cadenas de amilosa, las cuales fueron construidas con o-D-
glucosa-1-fosforilasa, a través de la formacion de enlaces a-glucosidicos en condiciones
suaves de reaccion. Estos polimeros presentaron interesantes propiedades, como la
posibilidad de obtener peliculas resistentes a disolventes organicos, asi como para

producir hidrogeles. A pesar de que la metodologia anterior es atractiva para la
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produccion de polimeros heterogéneos y biodegradables, no permite conjugar los
polimeros obtenidos a otras moléculas como dendrimeros, calixarenos y lipidos, para

poder construir asi glicodendrimeros [130, glicocalixarenos 2311y glicoliposomas [132],

Por otro lado, en el caso de las sacarasas, Wang et al. (2009)[133] reportaron la sintesis
de glicopolimeros ramificados para el diseno de glicocalix artificiales para estudios de
reconocimiento molecular. Los autores emplearon como sustrato aceptor maltosa unida
de manera covalente sobre una superficie de oro, para transferir residuos glicosilo,
elongando y ramificando las cadenas en crecimiento mediante el uso una
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides como catalizador(134], y usando como
sustrato donador sacarosa. En este caso los polimeros formados contenian alrededor
de 95% enlaces a(1—6) y 5% a(1—3) glucosilo. Este y otros reportes, han hecho que
se comience a ampliar el uso de CAZymes para la sintesis de glicopolimeros!128. 1351, Por
ejemplo Hoffman et al. (2020)[136] reportaron la sintesis a gran escala de 2-(B-galactosil)-
etilmetacrilato (glicomonomero) utilizando una p-glicosidasa hipertermoestable de
Pyrococcus woesei y una relacion p-nitrofenil-B-D-galactopiranosido/metacrilato de
1:140, alcanzando hasta un 88% de rendimiento. Sin embargo, este tipo de
metodologias aun recurren al uso de reactivos y disolventes toxicos. Como resultado, en
los ultimos anos, el creciente interés por desarrollar metodologias sustentables y
eficientes con un menor impacto ambiental en la sintesis de glicopolimeros, incremento
la busqueda de esquemas de sintesis de glicopolimeros por métodos alternativos como

las reacciones tipo «one-pot» y procesos de polimerizacion en medios acuosos [137. 138],

En este sentido, Kloosterman et al. (2014)971 sintetizaron glicomondmeros de 2-(p-
maltooligooxi)-etil acrilatos con 1-15 residuos glucopiranosil, utilizando una
ciclodextringlucanotransferasa de Bacillus macerans como catalizador, 2-(B-glucosiloxi)-
etil acrilato como aceptor y a-ciclodextrina como donador glucopiranosilo. Los productos
resultantes se polimerizaron en medios acuosos utilizando FRP para producir los
correspondientes glicopolimeros. Recientemente Tanaka et al. (2020)98] reportaron la
sintesis one-pot de glicopolimeros con base de N-(2-hidroxietil)acrilamida y N-(2-
hidroxietil)metaacrilamida, los cuales contenian residuos [-galactosil y lactosil,
construidos empleando azucares libres activados como 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il-p-

galactosido y 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il-lactosido, y como catalizadores a una j-
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galactosidasa de Aspergillus oryzae para la transferencia de residuos -
galactopiranosilo, y una endo-1,4-B-glucanasa de Trichoderma reesei para transferir -

lactopiranosilo!139],

Estos dos Ultimos trabajos tienen la ventaja de que inician a partir de azlcares libres y
proceden en medios acuosos sin la necesidad de aislar el glicomonémero sintetizado.
Pese a esto, si bien permiten obtener glicopolimeros heterogéneos ramificados sin aislar
intermediarios, no son esquemas versatiles aplicables para la obtencion de
glicopolimeros. Por otra parte, la necesidad de preparar azlcares activados agrega
pasos extra al proceso de sintesis. En resumen, las estrategias anteriores no permiten
variar tan facilmente el grupo polimerizable en el glicomonémero, lo que limita la
posibilidad de obtener «cllsteres» de diversas arquitecturas en funcion de necesidades

especificas.
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2 JUSTIFICACION

La gran diversidad estructural y funcionalidad quimica que presentan los carbohidratos
para desarrollar sus funciones biolégicas, asi como su capacidad para otorgar o
modificar ciertas propiedades fisicoquimicas de las moléculas organicas a las que se
unen, ha hecho que se recurra al uso de estos para producir materiales hibridos y
polifuncionales, como los glicopolimeros. Estos materiales poseen diferentes
propiedades y desempenan funciones muy importantes en areas como la
nanotecnologia, la biomedicina, el reconocimiento celular y en sintesis organica. No
obstante, en la actualidad la construccion de estos arreglos generalmente requiere el
uso de métodos de glicosilacion quimica. Aunque estos métodos quimicos tienen
ventajas por sus altos rendimientos de sintesis. Dichos proceso procesos sintéticos son
mecanisticamente complicados y poseen una baja especificidad para la formacion de
enlaces glicosidicos. Actualmente, gracias a los avances de la biotecnologia, existe un
ndamero considerable de enzimas que naturalmente forman enlaces glicosidicos con una
alta regio- quimio- y estereoselectividad. Particularmente, en los Ultimos anos se han
tratado de integrar a las enzimas activas en carbohidratos (CAZymes) a la sintesis de
glicopolimeros. De este modo, a partir de la alta selectividad caracteristica de las
CAZymes, y haciendo uso de metodologias quimicas para la funcionalizacion de
carbohidratos, es viable la integracion de las ventajas de ambos métodos sintéticos
puede dar lugar a una estrategia combinada de alta eficiencia para la sintesis de

glicopolimeros.
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3 HIPOTESIS

La integracion de glicosilacion enzimatica a procesos de sintesis y polimerizacion
quimica (verde), resultara en un proceso simple, eficiente y novedoso para la sintesis de

glicopolimeros.

4 OBIJETIVOS
4.1 OBIJETIVO GENERAL

Desarrollar una nueva metodologia sintética que integre procesos quimicos Yy
enzimaticos, para la obtencion de glicomondmeros capaces de ser transformados en

glicopolimeros.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Disenar condiciones de reaccion adecuadas para la sintesis de glicomondémeros,
utilizando métodos enzimaticos y/o quimioenzimaticos amigables con el medio
ambiente:

e Establecer condiciones de proteccion/desproteccion simples de azlcares
como fructosa y galactosa.

e Establecer condiciones de reaccion para la vinilacion, alilacion o
propargilacion de azucares protegidos

e Introducir variabilidad en los glicomonémeros formados.

e Explorar diferentes tipos de enzimas activas en carbohidratos, es decir:
glicosiltransferasas y glicosidasas, capaces de formar di-, tri-, y/u
oligosacaridos de azlcares y glicomondmeros.

= Determinar las condiciones de reaccion para la sintesis de glicopolimeros

utilizando los glicomonémeros obtenidos
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 REACTIVOS, MATERIAL BIOLOGICO Y GENERALIDADES

Los reactivos quimicos y disolventes fueron adquiridos de fuentes comerciales. Los
disolventes: CH2Cl2 HPLC (VWR Chemicals BDH®, No. Cat. BDH6012-4), CHCl3 >99.8%
(J.T.Baker®, No. Cat. 9180-03), Me2CO (J.T.Baker®, No. Cat. 9006-03), MeOH >99.9%
(HiPerSolv CHROMANORM®, VWR Chemicals BDH®, No. cat. BDH6619-4L), AcOEt (JT
Baker®, No. Cat. 9280-03), Hexanos (Meyer®, No. Cat. 1480-4000), 'PrOH (Honeywell
®, No. Cat. AH323-4), MeCN HPLC (J.T.Baker®, No. Cat. JT9017-3), DMF (J.T.Baker®,
No. Cat. 921312) y DMSO (Sigma-Aldrich, No. Cat. D5879-1L) se almacenaron en
presencia de un tamiz molecular y se utilizaron sin purificacion complementaria. Los
azUcares: D-fructosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. F0127-5KG), p-galactosa (Sigma-Aldrich,
No. Cat. GO625-100G), D-glucosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. G5767-500G), b-manosa
(Sigma-Aldrich, No. Cat. M8574-100G), b-maltosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. M5885-
500G), D-celobiosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. C7252-100G), D-lactosa (Sigma-Aldrich, No.
Cat. L254-25G), D-sacarosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. 84100-5KG), L-arabinosa (Sigma-
Aldrich, No. Cat. A3256-100G), D-xilosa (Sigma-Aldrich, No. Cat. X1500-500G) y j-
ciclodextrina, se utilizaron sin purificacion. El HoSO4 se adquirié de J.T.Baker® (No. Cat.
9681-05). Las sales Na2S04 (99%, J.T.Baker®, No. Cat. JT3891-1), Na2CO3 (99.5%, VWR
Chemicals BDH®, No. Cat. BDH9284-500G) y KF (Meyer, No. Cat. 2045), asi como los
reactivos CaCo (Meyer, No. Cat. 2045), KOH (Sigma-Aldrich, No. Cat. 484016-1KG ), AIBN
(Sigma-Aldrich, No. Cat. 755745), se utilizaron sin purificacion adicional, a menos que
se indique lo contrario. La enzima comercial Toruzyme® 3.0 L (CGTasa,
ciclodextringlucanotransferasa de Thermoanaerobacter sp.) fue proporcionada por
Novozymes®, México. La B-glucosidasa de almendras (EC 3.2.1.21, liofilizado con 12.4
U-mg?l) se adquiri6 de Sigma-Aldrich (No. Cat. G4511). El agua utilizada en las
reacciones y para la elaboracién de soluciones fue grado ultrapura tipo |; purificada en
un equipo Milli-Q con una resistividad de 18.2 MQcm @ 25°C. Las reacciones de
vinilacion se realizaron en atmosfera de nitrogeno utilizando un vial de 18 mL capaz de
soportar 150 psig de presion interna @ 120°C (Ace Glass, Incorporared). Las reacciones
enzimaticas se realizaron en un equipo Eppendorf ThermoMixer® C. Los rendimientos
globales de cada producto se expresan después de realizar los procesos

correspondientes de purificacion.
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5.2 Cromatografia en capa fina y en columna flash

El analisis cualitativo de cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) se
realiz6 usando cromatoplacas Merck silica gel 60 F254 (MERCK Supelco, No. Cat.
60778), en camaras TLC presaturadas 15 min con el disolvente de elucion. Los
compuestos organicos se visualizaron con luz UVasa nm y Sse revelaron mediante la
aspersion de una solucion de a-naftol al 2.4% disuelto en una mezcla compuesta por
EtOH/H20/H2S04 (83:7:11 v/v/v). La cromatografia en columna flash (FCC, por sus
siglas en inglés) se realiz6 empleando gel de silice 60 (Macherey-Nagel™, No. Cat.
A2MNAO0O0019), bajo presion de aire.

5.3 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

Los espectros de masas se obtuvieron en un equipo Thermo Scientific™ MSQ Plus™
Single Quadrupole Mass Detector (resolucion 17-2000 m/z), la técnica utilizada fue
ionizacion por electrospray en modo positivo (ESI+), las unidades empleadas para

expresar los iones en la espectrometria de masas fue m/z.

5.4 Determinacion de la rotacion optica

Para la determinacion de la rotacion oOptica de los productos puros, se utilizd un
polarimetro Perkin-Elmer 341, con celdas de 100 mm de longitud y de 1 mL de volumen.
La longitud de onda empleada fue 589 nm utilizando una lampara de Na/Hal, las

lecturas se realizaron a temperatura ambiente.

5.5 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros obtenidos mediante espectroscopia de infrarrojo (IR, por sus siglas en
inglés) se determinaron en un equipo Agilent Cary 630 FTIR con accesorio ATR, los
espectros se procesaron en el software SpectraGryph 1.2 (© 2016: Dr. Friedrich Menges

Software-Entwicklung) y se expresaron en numeros de onda v (cm-1).
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5.6 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés) {*H, 13C}
se adquirieron en espectrometros Varian Mercury 200 MHz, Bruker AVANCE™ ||| HD
@500 (11.7 T; frecuencia de resonancia de 500 MHz de 1H) y JEOL JNM-ECZ 600R
equipado con un magneto de 14.09 T; que corresponde a la frecuencia de resonancia
de 1H de 600 MHz. Se empled como referencia interna TMS o la traza remanente del
disolvente deuterado. Como disolventes deuterados se utilizé CDClz (99.8%, Cambridge
Isotope Lab., Inc., No. Cat. DLM-7-100), CD30D (Sigma-Aldrich, No. Cat. 151947-10G-
AMP) y D20 (99%, No. Cat. DLM-7005). Los desplazamientos quimicos (d) se expresaron

en ppm.

El procesamiento de los espectros se realizé con el programa MestreNova version 12.0
y la notacion empleada para las senales fue: s=singulete, d=doblete, t=triplete,
m=multiplete, dd=doble de dobles, ddd= doble de dobles de dobles, etc. Las constantes
de acoplamiento se reportaron en Hertz (Hz) utilizando la notacion "Jxy, donde x,y indican
los nucleos involucrados y n el nimero de enlaces entre ellos. Los experimentos de
correlacion homonucleares 1H-1H (COSY, TOCSY y NOESY) y experimentos de correlacion
heteronuclear 1H-13C (HSQC y HMBC) se adquirieron utilizando secuencias de pulso

estandar.

5.7 SINTESIS DEL DISOLVENTE EUTECTICO PROFUNDO NATURAL

Se mezclaron 50 g (358.11 mmol) de cloruro de colina (ChCl, Sigma-Aldrich, No. Cat.
W450001-1KG); previamente secado 24 h @ 60°C con vacio, con 75 g de acido
maloénico (720.73 mmol, MA, Sigma-Aldrich, Cat. No. M1296-100G). Posteriormente se
calent6 la mezcla a una temperatura de 70-80°C en rotavapor (200 mbar, 6 h) hasta
obtener un fluido transparente, con valor de Er (30)=62.38 + 0.10 y densidad (p)=2 +
0.004 g mL1.
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5.8 SINTESIS DE AZUCARES PROTEGIDOS
5.8.1 Sintesis de azlcares protegidos utilizando H2S04/acetona

5.8.1.1 Sintesis de 2,3:4,5-di-O-isopropiliden-f-p-fructopiranosa (2a)

OH 071/0H
o OH Me,CO, H,S0, ’&i\ %
OH > o
OH ta., 90 min o%\

2a

HO

Figura 23. Esquema general de sintesis del aztcar protegido de D-fructosa 2a

Modificando la metodologia reportada por Brady Jr (1970)[140] (Figura 23), a una
solucion de Me2CO (97.2 mL, 58.08 mmol) y H2S04 al 98% (4.86 mL, 98.07 mmol) fria
y en bano de hielo, se adicionaron 5 g de p-fructosa. La mezcla se agitd vigorosamente
hasta completa disolucion del azlcar (aproximadamente 8 min). Posteriormente, se dejo
agitando por 82 min mas, después se llevo a un bano de hielo y se neutralizé lentamente
con NaOHaq hasta pH 7. Una vez neutralizada la mezcla, se removi6é la acetona en
rotavapor. El jarabe resultante se extrajo con CH2Cl2 (3x69.4 mL). Se reunieron las fases
organicas de CH2Cl> y se lavaron con 2x34.7 mL de agua Milli-Q. La fase organica se
secd con NaxSOsann ¥y el disolvente se evapord en rotavapor. El crudo resultante se
recristalizd en Hexanos:CH2Cl2 4:1 v/v a temperatura ambiente con evaporacion lenta
hasta obtener un soélido cristalino blanco. Los cristales se filtraron y lavaron con hexanos

a 2°C, posteriormente se secaron por 24 h @ 50°C.

Rr= 0.47 (Hex:AcOEt 1:1)

Sélido cristalino; 4.6 g, 63.65% rendimiento global

[0]3°=-23.67° (c 1.1, CHCl3)

LRMS (ESI+) (m/z): calculado 283.1158 [M+Na]*, encontrado 283.25 [M+Na]*.

Los datos espectroscopicos de NMR (Tabla 3) corresponden con lo reportado en la
literatural®3. 1411,
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Tabla 3. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectros de 1H NMR, 13C NMR (600 MHz, 293 K, CDCI3) del aztcar

protegido de D-Fru 2a
1H 1@ Mp Je 13C dca
Cst 109.18
CH# 108.64
Cot 103.18
Ha 4.60 dd 3Ju-an5=7.9,%)n413=2.6 Ca 70.15
Hs 4.33 d 3Jh3H4=2.6 Cs 71.06
3ms,H4=7.9, 3Jns Heax=2.0,
Hs 4.23 ddd Cs 70.90
3J45,H-6eq=0.8
Heax 3.90 dd 3Jh-ax,H-6eq=13.0, 3Jh-6axH5=2.0
Ce 61.36
Heeq 3.76 dd 3Jn-6eq,H-6ax=13.0, 3Jh-6eq,4-5=0.8
Hia 3.68 dd 3JH-1aH16=11.7, 3Jiy.1a H-0H=8.6
C1 65.59
H1p 3.65 dd 3Ju-1o1a=11.7, 3Jn-1b Hon=4.8
Hon 2.23 dd 3JH.0H,H-1a=8.6, 3JH.0n,H1b=4.8
Ho 1.53 Co 26.56
Hi1 1.47 C11 25.86
S
H1o 1.39 C1o 25.44
H1o 1.34 C12 24.06

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia interna TMS (81 y 6¢c= 0.00 ppm), °
Multiplicidad reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢

Constantes de acoplamiento reportadas en Hz, ¥ Carbono cuaternario de cetal
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5.8.1.2 Sintesis de 1,2:4,5-di-O-isopropiliden-f-p-fructopiranosa (2b)

OH O)(

OH o O
o Me,CO, HySO, o

OH = o9

HO t.a., 90 min O\}\
1a

2b

Figura 24. Esquema general de sintesis del azticar protegido de p-fructosa 2b

Cambiando el método de cristalizacion reportado por Brady Jr (1970)[140] (Figura 24), en
70 mL de Me2CO; enfriada previamente a 3°C, se anadié en bano de hielo, 350 mL de
H2S04 98%. Posteriormente la mezcla se llevo a t.a. y se adicionaron 20.0 mmol de 1a.
La mezcla se mantuvo en agitacion constante hasta que se disolvié completamente el
azlcar (1.5 h). Una vez disuelto 1a, la mezcla se enfrid en un bano de hielo y se
neutralizd6 con NaOHaq hasta pH 7. El disolvente organico se elimind en rotavapor y la
fase acusa remanente se extrajo con 3x10 mL de CH2Cl2. Los extractos de CH2Cl2 se
juntaron y se lavaron con 2x5 mL de agua Milli-Q. La fase organica se sec6 con NazSO4
anh Y S€ removio el disolvente hasta obtener un polvo blanco; el cual se recristalizd en

Hexanos:CH2Cl2 4:1 v/v a t.a.

Rf=0.43 (Hex:AcOEt 1:1)

Sélido cristalino; 2.2 g, 64.3% rendimiento global

[a]3°=-144.54° (c 1.4, CHCI3)

LRMS (ESI+) (m/z): calculado 283.1158 [M+Na]*, encontrado 283.21 [M+Na]*.

Los datos espectroscopicos de NMR (Tabla 4) corresponde con lo reportado en la

literatura.[®3l
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Tabla 4. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectros de 1H NMR, 13C NMR (600 MHz, 293 K, CDCI3) del producto

2b
1H OH MPb Je 13C Sca
Cs# 111.98
Cst 109.54
Cot 104.66
3Jn-5,1-4=5.8, 3JH.5,H-6ax=2.6,
H 4.20 ddd ' ' C 73.46
° 3J1-5,H5eq=0.8 °
H1a 4.17 dd 3JH-1a,H-16=8.8, 3Jh-1a,1-3=0.9 C1 72.42
Ha 413 dd 3JH-413=6.9, 3J44H5=5.8 Cs 77.43
3—x-=1.4,3_x_
Heax 4.10 gg eeseed134 Hnoan
5=2.6
Ce 68.84
3Jn-6eq,H-6ax=13.4, 3JH.eq -
H6eq 4.00 dd H-6eq,H-6ax H-eq,H
5=0.8
Hio 3.97 dd 3JH-1b,H-1a=8.8, 3JH-1b,H3=0.9 C1 72.42
3Jh-3H-0r="7.9, 3JH.3H-4=6.9,
H 3.68 ddd ' ' C 70.51
° 3J43,H-1a=0.9, 3Ju.311p=0.9 3
Hon 2.16-2.05 m
H1o 1.52 28.07 Ci0
Hi2 1.50, 26.54 Co
S
Ho 1.43 26.39 Ci2
H11 1.36 26.07 Cu1

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia interna TMS (8n y 6¢c= 0.00 ppm), b
Multiplicidad reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, °©
Constantes de acoplamiento reportadas en Hz, ¥ Carbono cuaternario de cetal
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5.8.1.3 Sintesis de 1,2:3,4-di-O-isopropiliden-a-b-galactopiranosa (2¢)

HO OH AYO
éo Me,CO, H,SO
HO OH 2 29V - 0

OH
O
o
HO ta., 18 h /f,o

2c

Figura 25. Esquema general de sintesis del aztcar protegido de p-galactosa 2¢

El producto 2¢ (Figura 25) se sintetizé modificando el procedimiento reportado por Serra
et al. (2011)142], De esta manera, en 400 mL de Me2CO enfriada previamente a 3°C,
se adicion6 lentamente 4 mL de H2S04 98%. Después la mezcla se mantuvo en agitacion
constante a t.a. por 10 min. Entonces, se agregaron 5 g de 1c¢. La mezcla de reaccion se
mantuvo a t.a. por 18 h, posteriormente se neutralizd con Na2COs3y se filtrd. A las aguas
madre resultantes se les adiciond 1.5 g de carbon activado y 20 g de Na2COs, se calento
hasta alcanzar el reflujo de Me2CO y se filtrdé por segunda vez. El filtrado resultante se
concentré removiendo el disolvente en rotavapor hasta obtener un jarabe viscoso de
color amarillo. El producto crudo se purifico por FCC (Hexanos:AcOEt 100:0—-50:50)

hasta obtener la pureza deseada.

Rf=0.40 (Hex:AcOEt 1:1)

Aceite viscoso y transparente, 1.4 g, 60% rendimiento global

[a]3°=-56.49° (c 1.5, CHCl3)

LRMS (ESI+) (m/z): calculado 283.1158 [M+Na]*, encontrado 283.21 [M+Na]*.

Los datos espectroscopicos de NMR (Tabla 5) corresponden con lo reportado en la
literatural®3. 141, 142],
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Tabla 5. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectros de 1H NMR, 13C NMR (600 MHz, 293 K, CDCI3) del producto
2c

1H SHa Mb Je 13C Sca
Cst 109.58
Crt 108.81
Hi 5.5 d 3Jh-1,H2=5.1 C1 96.41
Hs 4.54 dd 3J43H4=8.0, 343 H2=2.4 Cs 70.87
Ho 4.26 dd 3Jh2h1=5.1, 3o n3=2.4 Co 70.68
Ha 4.20 dd 3JH-4h-3=8.0, 3JH.4n5=1.5 Ca 71.70
Hs 6a 3.85- m --- Cs,Cs 68.23,
3.75 62.42

Heb 3.67 ddd 3Jh-6b,H-6a=11.08, 3JH-6b,H- Ce 62.42

on=9.8, 3Ju.eb,n5=3.51

Hon 2.23 dd 3Jh-0H,H-60=9.8, 3JH.0H,H-6a=6.2 .- -

H11 1.46 S --- C11 26.14
H1io 1.39 S --- C12 26.04
Ho,10 1.27 S --- Co, Cs10 25.05,

24.42

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia interna TMS (81 y 6u= 0.00 ppm),
Multiplicidad reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, °©
Constantes de acoplamiento reportadas en Hz, ¥ Carbono cuaternario de cetal

Pagina | 40



5.8.2 Sintesis de azlcares protegidos utilizando un sistema NADES ChCl:MA

(1:2)/acetona

OH
w0 ChCI:MA (1:2),Me,CO /—0
HO )\ +OH > ‘/—\\
1 reflujo (OXO)
2
2

s i\j
e NG

HO
HO

1c 2c

Figura 26. Sintesis de aztcares protegidos utilizando como disolvente y catalizador al

NADES ChCI:MA (1:2) y MeoCO como grupo protector (‘Prd)

Para sintetizar los productos 2a y 2b (Figura 26), se anadio el azicar (1a, 1¢; 500 mg,
2.8 mmol)y 3.0 mL de acetona a 3 g de NADES ChCI:MA (1:2). La mezcla se llevo a 50°C

hasta que el analisis por TLC (Hex:AcOEt 1:1) indicé el término de la reacciéon. Una vez

completada la reaccion, se enfrid la mezcla a t.a. y se realizé6 una extraccion con AcOEt

(3x5 mL). La mezcla de reaccion se analizo por LC-MS para determinar la sintesis de los

productos.
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5.9 METODOLOGIA GENERAL PARA LA VINILACION DE AZUCARES PROTEGIDOS

\{Ff\’\ CaC,, H,0 \{F_%
o0\ ————_—> (o0
DMSO
( X )2 130°C, 5 h ( X )2
2 10

Figura 27. Sintesis de éteres vinilicos utilizando azucares protegidos y carburo de

calcio (CaCy)

Para la sintesis de los éteres vinilicos 10 (Figura 27), se utiliz6 el protocolo reportado
por Rodygin et al. (2018)°31 con modificaciones, principalmente en el tiempo de
reaccion. Se pesd 1 mmol del azucar (2a-¢), 1.10 mmol de KOH, 4.0 mmol de KF, y 6.0
mmol de CaCx recién triturado en mortero. Los cuales se adicionaron a un vial de 15 mL
(max 150 psig @ 120°C) y se disolvieron con 5 mL de DMSO. Posteriormente se
agregaron 24.0 mmol de agua Milli-Q y se sell6 el vial. La mezcla de reaccion se mantuvo
con agitacion constante 5 h @ 130°C. Una vez completada la reaccion, la mezcla se
llevo a t.a. y se extrajo con hexanos (6x5 mL), los extractos de hexanos se filtraron en
una cama de celita. Las aguas madre se evaporaron en vacio para remover el disolvente
hasta obtener el producto correspondiente. Cuando fue necesaria una purificacion

adicional, esta se realizo por FCC (silica gel, Hexanos:AcOEt 4:1).
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5.9.1 2,3:4,5-di-O-isopropiliden-1-O-vinil--D-fructopiranosa (10a)

El producto di-O-Prd-1-O-vinil-B-d-Frup 10a, se preparo utilizando la metodologia general

(seccidn 5.9) para la vinilacion de azlcares protegidos.

Rr= 0.62 (Hex:AcOEt 1:1)

Aceite viscoso y transparente, 84 % rendimiento global.

Los datos espectroscopicos de NMR de la Tabla 6 corresponden con lo reportado en la

literatural®3l,

Tabla 6. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectro de 1H NMR (200 MHz, 296.2 K, CDCI3) del producto 10a

1H On2 Mp J
Ho: 6.39 dd 3h2 H1a=14.2, 32 H1b=6.7
Ha 4.55 dd 3Juans=7.9, 3J44a13=2.6
Hs 4.32 d 3JH-3,H4=2.6
H1a 4.17 dd 3n1aH2=14.2, 3Jy1aH10=2.2
Hs 4.17 ddd 3Jh-5,H5=7.9, 3Ju.5 H-6ax=1.8, 3JH-5 H-6eq=0.82
Huo 3.96 dd 3Jh-10,4-2=6.7, 3Jn1bH12=2.2
Heax 3.87 dd 3Jh-6ax H-6eq=13, 3JH-6ax,H5=1.8
H1a 3.79 dd 3Jh-1a,H16=10.8
Hib 3.74 d 3Ji-1b,H1a=10.8
Heeg 3.69 dd 3 seq6a=13, o0 15=0.82
Ho 1.48 -
H11 1.41 R
S
Ha1o 1.35 R
H12 1.28 R

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia interna TMS (1= 0.00 ppm), ® Multiplicidad
reportada utilizando un andlisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢ Constantes de
acoplamiento reportadas en Hz
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5.9.2 1,2:4,5-di-O-isopropiliden-3-0O-vinil--D-fructopiranosa (10b)

El producto isomérico 2b se vinil6 en el hidroxilo de Cs siguiendo la metodologia general
para la vinilacion de azlcares protegidos (seccién 5.9), para sintetizar asi al di-O-Prd-3-

O-vinil-B-p-Frup 10b.

Rr= 0.62 (Hex:AcOEt 1:1)
Aceite viscoso y transparente, 77.46% rendimiento global
Los datos espectroscopicos de NMR de la Tabla 7 corresponden con lo reportado en la

literatural®3l,

Tabla 7. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectro de 1H NMR (200 MHz, 296.2 K, CDCI3) del producto 10b

1H SHa Mb Je

Ho 6.39 dd 3Ju-2H-12=13.9, 3Jh2 H1p=6.4
Hia 4.39 dd 3Jh1an2=13.9, 3u1an1b=1.85
Ha 4.24 dd 3JHan3=7.2,3)hans=5.5

Hs 4.16 ddd 3Jh-5,H4=5.5, 3Jn5,H6ax=2.5, 3.2 H6eq=0.73
Heax 4.02 dd 3 h-ax,H5=2.5, 3JHeaxH6eq=13.15,
H1p 4.01 d 3Jh-1b,H2=6.4, 3Jh-1b,H-1a=1.85
H1a 4.01 d 3JH-1a,H-16=8.65
Heeq 3.95 dd 3Jn-6eq,H5=0.73, 3JH-6eq,H6ax=13.15
Haib 3.89 d 3JH-1b,H-1a=8.65

Hs 3.71 d 3Jh3Ha=T7.2

Ho 1.49 S

H11 1.44 S

S
Hio 1.35 -
Hi2 1.30 -

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia interna TMS (61= 0.00 ppm), P Multiplicidad
reportada utilizando un andlisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢ Constantes de
acoplamiento se reportadas en Hz
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5.9.3 1,2:3,4-di-O-isopropiliden-6-0O-vinil-c-D-galactopiranosa (10c)

El di-O-Prd-6-0O-vinil-a-db-Galp 10c; con un grupo vinilo en el hidroxilo del Cs, se obtuvo

siguiendo la metodologia general para la vinilacion de azlcares protegidos (seccion 5.9).

Rr= 0.76 (Hex:AcOEt 1:1)
Aceite viscoso y transparente, 62 % rendimiento global
Los datos espectroscopicos de NMR (Tabla 8) corresponden con lo reportado en la

literatural371,

Tabla 8. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectro de 1H NMR (200 MHz, 296.2 K, CDCI3) del producto 10c

1H 52 Mp Jo

Hz:a 6.43 dd 8Jn2 n1a=14.3, 3Jn2 H1p=6.8
H1 5.48 d 3Jh-1,h2=5.0

Ha 4.56 dd nana=T.9, nana=2.45
Ha 4.26 dd 32,n1=5.0, 32n3=2.45
Ha 4.20 dd 3n-an3=7.9, 3Jnans5=1.9
Hia 4.16 dd 3Jn1aH2=14.3, 3Jy1an1p=2.2
Hs 4.04-3.90 m ---

Hi 3.96 dd 3Ju-1b,H2=6.8, 3Jy1pH1a=2.2

Heax 6eq 3.90-3.71 m o

H11 1.47 o

H12 1.39 s -

Ho,10 1.28, 1.27 -

aDesplazamientos quimicos se reportan en ppm. Referencia interna TMS (1= 0.00 ppm), ® Multiplicidad
reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢ Constantes de
acoplamiento reportadas en Hz
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5.10 SINTESIS DE GLICOMONOMEROS EN NADES
5.10.1 Sintesis de alil-glicoésidos

ChCIMA (1:2), HO Xy
80°C, 24 h

-0,
HO—‘ Y Oy
4

HOL\’O; OH
1

OH

OH
HO HO
" 0 HO 0 HoPo " 0 HO e oo
HO OH Ho OH HOS &L;,pOH Ho Oux 'HoO ~ HOS %L; O
HO HO . HO HO
1e : 4e
1c 1d : 4 4d
HO HO
HO (¢} g HO ] g AN
mOH HO Q7 "oH Q Oy HO Q7o
HO HO

1h 4h
Figura 28. Esquema general de sintesis de alil glicésidos en ChCI:MA, utilizando

azlicares sin grupos protectores

Para obtener los alil glicosidos se siguio la metodologia de la Figura 28, se utiliz6 3 g de
ChCI:MA (1:2) como medio de reaccion, se adicioné 2.8 mmol de azlcar (Gal; 1¢, Glc;
1d, Man; 1e, Xyl; 1f, Ara; 1g, Mal; 1h) y 14.23 equiv. de alcohol alilico. Posteriormente,
la mezcla se mantuvo en agitacion constante por 24 h @ 80 °C, monitoreando el avance
de la reaccion por TLC (DCM:MeOH 85:15) y LC-MS [MeOH:H20 Milli-Q 80:20 al 0.1% de
acido formico; C-18: 250 x 4.6 mm x 4 um; 300 mL min't; 3kV, 75V, 350°C, 100-1000

m/z].
5.10.2 Sintesis de alil-glucopiranosido 4d en NADES ChCI:MA (1:2)

El compuesto alil-glucosido 4d se sintetiz6 utilizando la metodologia general para
introducir grupos alilo (seccion 5.10.1), para ello se emplearon 30 g de ChCI:MA (1:2)
como medio de reaccion, se adicion6 27.8 mmol de glucosa (1d) y 14.23 equiv. de
alcohol alilico. Posteriormente, la mezcla se mantuvo en agitacion constante por 24 h @
80 °C. En seguida, la reaccion se llevo a t.a. y se extrajo con AcOEt (5%x3 mL). Los
extractos de AcOEt se juntaron y se secaron con Na>S04 anhidro. El disolvente organico
se elimino a presion reducida hasta obtener un aceite, el cual se purificé por FCC (silica
gel, AcOEt:’PrOH:H20 20:3:1). Rr= 0.24 (DCM:MeOH 85:15). Relacion 64:33 o/f, aceite
amarillo, 800 mg, 13.1% rendimiento global.
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Tabla 9. Desplazamiento quimico, multiplicidad y valores de constantes de
acoplamiento en espectro de 1H NMR (600 MHz, 296 K, D-20) del producto 4d

1H Ona Mb Je 13C oc@
anémero o
Ho 5.95 dddd 3Jn2 n3a=17.4,3)h2 n3b=10.5, ,
3Jh-2H16=6.5, 3Jn-2 H-12=5.5 C2 133.56
Hsa 5.35 dddd 3Jn3aH2=17.4, 3J433aH3b=1.6,
3h-zaHra=1.4, 3Jhzan10=1.3
Cz 118.77
Hap 5.23 dddd 3Jh-30,H2=10.5, 3JH.3bH-3a=1.6,
3Jy3o,n-1a=1.3, 3uzbH1o=1.2
Hy 4.93 d 3JH.1,02=3.8 C1 97.34
H1a 4.21 dddd 3Juran1b=13.1, 3y1an2=5.5,
3JH-1’a,H—3’a=1-47 3JH-:L’a,H—3’a=:I--3
Crv 68.48
H1p 4.04 dddd 3Ju1bH1a=13.1, 3JH1pH2=6.5,
3J4-1p,0-3a=1.3, 3H-1aH3p=1.2
Hea 3.82 dd 3Jh-6aH6b=12.2, 3Jy.6aH5=2.3
Cs 60.54
Heb 3.72 dd 3JnebH6a=12.2, 3JhebH5=D.4
Hs 3.68 dd 3Ju3H2=9.7, 3Jh3H4=9.1 Cs 73.14
Hs 3.65 ddd 3Jh5,14=9.8, 3Ju5 H60=D.4,
s ren=2.3 Cs 71.86
Hz 3.53 dd 3Jn2,1-3=9.7, 3JH211=3.8 Co 71.25
Ha 3.42 dd 3JH-4h-5=9.8, 3JH.4h-3=9.1 Cs 75.82

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia: HOD (64=4.79 ppm), ® Multiplicidad
reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢ Constantes de
acoplamiento reportadas en Hz

Pagina | 47



Tabla 10 (Continuacion)

1H 512 Mb Je 130 5ca
anomero 3
Ho: 5.95 dddd 3Jh2 H-3a=17.1, 342 -
3p=10.5, Co 133.33
342 H-1b=6.5, 3.2 H-1a=D.7
Hsza 5.34 dddd 3Jh3an2=17.1, 3JH3aH-
3=1.6,
3uzan1a=1.5, HzaH1p=1.1
Cs 118.22
Hsb 5.25 dddd 3Jh3b,H-2=210.5, 3J4-3p b-
3’a=1-6;
3 n1a=1.5, 3n H1p=1.1
Hq 4.47 dd 3JH-1,02=8.0 C1 101.20
Hia 4.36 d 3JH-1aH10=12.4, 3JH.1'a -
2»=5.7,
3JH-1’b,H—3’a=1-5v 3JH-:L’a,H—3’b=j--5
Cv 70.64
H1b 4.19 dddd 3JH1bH1a=12.4, 3JH1'b -
2=06.5,
3JH-1’b,H—3’a=1-Ov 3./H-:L’b,H—3’b=j--O
Hesa 3.88 dd 3Ju-6an-6b=12.4, 3Jh-6a,n5=2.2
Cs 60.79
Heb 3.68 dd 3Jn-6,H-6a=12.4, 3Jn.6pn5=6.1
Hs 3.45 t 3JH3,H4=9.3 Cs 75.93
Hs 3.43-3.39 m Cs 69.61
Ha 3.37 dd 3JH-4h-5=9.8, 3JH.4,1-3=9.3 Csa 69.68
Ho 3.24 dd 3Jn2,13=9.3, 3n2H1=8.0 Co 73.07

a Desplazamientos quimicos reportados en ppm. Referencia: HOD (6v=4.79 ppm), ® Multiplicidad
reportada utilizando un analisis de patrones de acoplamiento de primer orden, ¢ Constantes de
acoplamiento reportadas en Hz
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5.10.3 Sintesis de propargil-glicosidos

Z
Ho===0, oH ChCIMA (1:2), HO_Z Ho==—0 o\///

1 80°C, 24 h 4

OH

: OH
HO HO . HO HO
Ho—HO : > // Ho—HO
o Ho’gol OH /g;o : o Z  HOQ O o\/ % =
HO&H’OH Ho o OH ; HO o Mo » HBS o Z
: HO

HO HO
1e . 4e
1c 1d . 4c 4d
"o o HO : o o P HO
BoXR\wOH Ho\ﬁ&(”w : B0 P HoMG\
o OH : " OH
19 . 4g

Figura 29. Sintesis de propargil glicosidos (4¢-g) en ChCI:MA (1:2), utilizando aztcares
libres (1c-g) y alcohol propargilico

Utilizando 3 g de ChCI:MA (1:2) como medio de reaccion, se adicion6 2.8 mmol del
azlcar (1c-g) y 14.23 equiv. de alcohol propargilico. Posteriormente la mezcla se
mantuvo en agitacion constante por 24 h a 80 °C, monitoreando el avance de la
reaccion por TLC (DCM:MeOH 85:15). Al término de la reaccion se realizd un analisis por
LC-MS [A:MeCN 5% en H20 Milli-Q, B:10 mM acido formico en MeCN 90%; C-18:
250x4.6mmx4 mm; 5% B por 5 min—40%B en 55 min; 400 mL min'; 4.5 kV, 120V,
350°C, 100-1000 m/z].
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5.11 REACCIONES DE GLICOSILACION ENZIMATICA

5.11.1 a-Glucosilacion  del alil-glucésido 4d utilizando wuna CGTasa de

Thermoanaerobacter sp.

/;/ZO\H HOMHo) o Ho% o o

HO Ho

HO oHo HO, HO\?Q ont
OH 0 HO

HO’&&NO\/\ 2 6d-l

HO D HOO CGTasa Torzyme 3.0 L

OH HO | OH
ad HO O, PBS 50 mM pH 6.0
HO 70°C, 850 rpm HO
0 H o) o) O
PN F&«O\A
OH \eO%OH HO OH

HO
o
B-CD H,:{,HO 6d-Il

Figura 30. Reaccion de transglicosilacion catalizada por la enzima CGTasa, para la
transferencia especifica de residuos a-glucopiranosilo al aceptor 4d, utilizando f-CD

como donador a-glucopiranosilo

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se anadieron 25 mg de 4d y 28.35 mg de B-CD, los
cuales se disolvieron con 900 uL de buffer de fosfatos salino de potasio (PBS, por sus
siglas en inglés) 50 mM pH 6.0. La mezcla se incub6é durante 5 min @ 70°C hasta
homogeneizar los sustratos. Subsecuentemente, se adicionaron 100 pL del extracto
enzimatico comercial de CGTasa de Thermoanaerobacter sp. La mezcla se mantuvo en
agitacion de 850 rpm y después de haber transcurrido 48 h @ 70°C se inactivo la
reaccion (10 min, 100°C). El avance de la reaccion se analizo por TLC [CHCI3:MeOH:H20
(30:20:4)] y LC-MS [A:MeCN 5% en H20 Milli-Q, B:10 mM acido férmico en MeCN 90%;
C-18: 250 x 4.6 mm x 4 um; 5% B por 5 min—>40%B en 55 min; 400 mL min-1; 4.5 kV,
120V, 350°C, 100-1000 m/z].
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5.11.2 B-Glucosilacion del alil-glucosido 4d utilizando una B-glucosidasa de almendras

HO
HQ Q0 oH HO oo
Hggﬁr‘ ~x + HO o O OH B-glucosidasa Ho (o} N
o HO d oo » HO o CHo =
HO OH
7d-1

HO OH PBS 50 mM pH 6.0
ad s
D-Cel 50°C, 550 rpm

HO
HO/&O: ;0 HO oo
HO ~x + HO O OH B-glucosidasa HO 0 N
o % » HO o CHo =
HO OH

4d OH PBS 50 mM pH 6.0
D-Glc 50°C, 550 rpm 7d-ll

Figura 31. Reaccion de f-glucosilacion catalizada por la glucosidasa de almendras

La sintesis de 7d (Figura 31) se realizo utilizando 150 mg del aceptor (alil-glucésido 4d),
y como sustratos donadores se utilizaron 510.85 mmol de celobiosa (control cinético,
producto 7d-lI) o 27.25 mmol de glucosa (hidrdlisis inversa, producto 7d-ll). El aceptor
4d y el donador se disolvieron en 950 plL de PBS 50 mM pH 6.0, la mezcla de incubd 5
min a 50°C. Posteriormente, de una solucion stock de B-glucosidasa (5 mg mL1) se
tomaron 50 uL y se adicionaron a la mezcla de reaccion (1 mL de volumen final de
reaccion). Después de 24 h @ 50°C y 550 rpm, la reaccion se detuvo inactivando la
enzima (10 min, 100°C). El avance de la reaccion se analizé por TLC ['PrOH:AcOEt:H20
(3:1:1)] y LC-MS [A: 100 mM de AcONH4 pH 5.8, B: MeOH 0.1% de acido formico; C-18:
250 x 4.6 mm x 3 um; O min 11%B—>17 min 11%B—30 min 50%B; 400 mL min't; 4.5
kv, 120V, 350°C, 100-1000 m/z].
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5.11.3B-Galactosilacion del alil-glucosido 4d utilizando una [-galactosidasa de

Kluyveromyces lactis

OH HO
HO \y, HO
8d-l

HO
HO Q pH Mo
Hg&\ﬂow . HO o O OH B-galactosidasa *
OH 0 ~HO
OH HO
HO <
‘ﬁt@w‘oﬁﬁmo\/x
HO
+0%,
n

HO OH PBS 50 mM pH 6.0
8d-Il

»
Y

4d OH p.Lac 35°C, 650 rpm
H

Figura 32. f-Galactosidacion del alil-glucosido 4d en medio acuoso

En un vial de 1.5 mL se adiciond el aceptor 4d (50 mg, 227.04 mmol) y 58.29 mmol de
lactosa (donador), los cuales se disolvieron en 950 pL de PBS 50 mM pH 6.0. Después
de incubar la mezcla por 5 min @ 35°Cy 650 rpm, se adiciond el biocatalizador (0.2 U
de KI-B-gal) hasta alcanzar un volumen final de 1 mL. La reaccion se monitore6 por TLC
[[PrOH:AcOEt:H20 (3:1:1)] y se analizé por LC-MS [A: 100 mM de AcONH4 pH 5.8, B: MeOH
0.1% de acido formico; C-18: 250 x 4.6 mm x 3 um; O min 11%B—17 min 11%B—30
min 50%B; 400 mL min-t; 4.5 kV, 120V, 350°C, 100-1000 m/z] después de 24 h de

reaccion.
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5.11.4 B-Fructosilacion del alil-glucosido 4d utilizando una levansacarasa de Bacillus

subtilis

OH PBS 50 mM pH 6.5
37°C, 650 rpm OH

4d
(@)
D-Suc )
HO HO OH

n (0]

0
Hﬂ(ﬁﬂrﬁow

OH

HO
HO Ho—go OH
HO 9d-I
HO O o) SacB
Hgéﬁrr ~X, HO5—o 1 > .
OH
OH

9d-Il
Figura 33. Reaccion de fructosilacion del alil-glucosido 4d catalizada por la enzima
SacB

Para obtener los productos 9d-1 y 9d-ll, se disolvio 4d (96.80 mg) y b-sacarosa (112.84
mg, 329.67 mmol, 0.75 equiv.) utilizando 950 pL de PBS 50 mM pH 6.5. La mezcla se
incubd a 37°Cy 650 rpm hasta completa disolucion de la b-sacarosa. Posteriormente
se adicionaron 50 uL de la levansacarasa [SacB, 1 U mL1, obtenida de acuerdo a lo
descrito por Castrejon (2021)12431], La reaccion se monitored por TLC [[PrOH:AcOEt:H20
(3:1:1) y CHCI3:MeOH:H20 (30:20:4)] y se analiz6 por LC-MS [A: 100 mM de AcONH4 pH
5.8, B: MeOH 0.1% de acido formico; C-18: 250 x 4.6 mm x 3 um; O min 11%B—17 min
11%B—30 min 50%B; 400 mL min1; 4.5 kV, 120 V, 350°C, 100-1000 m/z] después

de 48 h de reaccion.
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5.12 POLIMERIZACION POR RADICALES LIBRES

5.12.1 Sintesis de glicopolimero

La polimerizacion del glicomonémero alil-glucésido (50 mg, 4d), se realizd en DMF o
DMSO como disolvente (200 pL) y AIBN (4 mg, 0.11 equiv.) como iniciador de radicales
libres. Después de 72 h @ 65°C, la reaccion se finaliz6 adicionando 10 volimenes de
MeOH para precipitar el polimero. Posteriormente la mezcla se centrifugd (15,000 G x
30 min), una muestra del precipitado se analizd por HPLC-SEC (seccion 5.13). El
polimero puro se obtuvo disolviendo el precipitado de la centrifugacion en 200 pL de
agua Milli-Q, posteriormente se dializd en una membrana Membra-Cel™ MC18 (25 mm
x 16 mm x 27 um) la cual se sumergioé en 1 L de agua Milli-Q por 72 h a 4°C, renovando
el agua de dialisis cada 24 h. Posteriormente el agua se removi6 centrifugando al vacio

(30°C, <20 mbar) en un equipo Eppendor® Vacuum concentrator 5310.
5.12.2 Sintesis de copolimero

El copolimero se obtuvo mediante la reaccion entre el alil-O-D-Glcp (50 mg, 4d) y vinil-O-
di-O-Prd-B-D-Frup (65 mg, 11b) en presencia de AIBN (4 mg) por 72 h a 65°C.
Posteriormente la mezcla se centrifugd (15,000 G x 30 min) y una muestra del
precipitado se analiz6 por HPLC-SEC (seccion 5.13). El polimero puro se obtuvo
disolviendo el precipitado de la centrifugacion en 200 pL de agua Milli-Q, posteriormente
se dializ6 en una membrana Membra-Cel™ MC18 (25 mm x 16 mm x 27 um) la cual se
sumergié en 1 L de agua Milli-Q por 72 h a 4°C, renovando el agua de dialisis cada 24
h. Posteriormente el agua se removié centrifugando al vacio (30°C, <20 mbar) en un

equipo Eppendor® Vacuum concentrator 5310.

5.13 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS POLIMEROS

El peso molecular de los glicopolimeros se estim6 por cromatografia de permeacion en
gel (Ultrahydrogel™ Linear, 7.8 x 300 mm; 35°C), utilizando como fase mévil NaNO3
100 mM con un flujo de 0.8 mL min-1. Las muestras se inyectaron diluidas en agua y se
compararon con estandares de D-glucosa, D-fructosa, 4d y 2a; asi como con los
sobrenadantes de la centrifugacion. El peso molecular de las muestras se estim6 en

relacion con levana de bajo peso molecular (Levivw).

Pagina | 54



5.14 METODOS DE DINAMICA MOLECULAR Y MECANICA CUANTICA PARA LA
OPTIMIZACION DE ESTRUCTURAS QUIMICAS

Las estructuras quimicas se optimizaron geométricamente en un nivel de teoria de
mecanica cuantica (QM, por sus siglas en inglés). Las estructuras modelo del NADES
ChCI:MA (1:2), glucosa y/o alcohol alilico, se construyeron utilizando Spartan’18. Los
calculos de optimizacion geométrica se realizaron en Gaussian a través de la teoria de
funcional de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés) con la base B3LYP 6-31G
establecida en Gussian 16 hasta alcanzar un punto estacionario en la superficie de

energia potencial. Las estructuras se visualizaron en Chemcraft.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Sintesis de glicomondmeros: éteres vinilicos, alilicos y propargilicos

Una de las estrategias mas utilizadas para la obtencion de glicopolimeros es la
polimerizacion de glicomondmeros. Esta ruta de sintesis permite aplicar diferentes
métodos de polimerizacién, como lo es la polimerizacidbn por ruptura de anillos, la
polimerizacion por radicales libres y la polimerizacion anidnica o catidnica. En
consecuencia, inicialmente fue imprescindible desarrollar un método eficiente para la

obtencion de glicomonoémeros.
6.1.1 Sintesis de glicomondémeros tipo éter vinilico de azlcares protegidos

El primer método explorado para obtener glicomonomeros fue el ilustrado en la Figura
34. Se empled a los azlcares protegidos 2 y CaC> como sustratos en condiciones
basicas de reaccion, para incorporar un grupo vinilo en el OH libre del azucar
correspondiente. Por lo tanto, el primer paso de este proceso de sintesis fue obtener
azUcares protegidos con un solo hidroxilo libre, para impedir la formacion de productos

polivinilados.

L

IOH o KOH, KF IO o
N CaCa O \jan
(oxo DMSO (oxo
) 130°C, 5 h )
2 10

Figura 34. Esquema general y condiciones de reaccion para la sintesis de éteres

vinilicos de aztcares protegidos 10

En el sustrato 2, su hidroxilo libre actué como nucleéfilo, atacando al acetileno generado
in situ, el cual se origind como resultado de la reaccion entre el CaC2y el agua del medio.
Las sales KOH/KF se utilizaron para aumentar la nucleofilicidad de 2 y ademas impedir

la pasivacion en la superficie del CaC2 (consultar Figura 35).
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Figura 35. Posible mecanismo de reaccion para la formacion de éteres vinilico

6.1.1.1 Sintesis de azUcares protegidos empleando grupos di-O-isopropilideno

OH on OH
Q 0
on OH Hogﬂﬂo"'
HO OH
1a 1c
H
o O)( o]
OH 0 o)
o073 o}
o) OH
J 0

(0]
A°
2c

Figura 36. Materia prima (1a, 1c¢) y productos obtenidos (2a-¢c) en la sintesis de

azucares protegidos

En las reacciones de proteccion que involucraron a la D-fructosa (1b) y b-galactosa (1¢),
ilustradas en la Figura 36, se utilizO H>SO4 como catalizador, asi como Me2>CO para
incorporar al grupo protector isopropilideno. Como productos se obtuvieron los azlcares
protegidos 2a-c. Para ello se empled D-Fru y D-Gal por conveniencia, debido a que son
azucares comunes y de facil acceso a nivel comercial. Los grupos protectores se

introdujeron en los OH cis (mismo plano) del azucar. Cuando el azicar 1 entr6 en
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contacto con acetona; previamente activada con H2SO4, el ataque nucleofilico del azlcar
1 provoco la formacion de un hemicetal, el cual se deshidratd y produjo la formacion del
azucar protegido correspondiente. Debido a la naturaleza de 1a, se produjeron dos
regioisomeros (2ay 2b). Los productos de reaccion se purificaron por cristalizacion o por

FCC, y se realiz6 su elucidacion estructural empleando experimentos de NMR y LRMS.

El producto protegido de fructosa (2a), se identifico por LR-MS [M+Na]*=283.072 m/z
(Figura 37). La estructura de 2a se determiné analizando los espectros 1H, 13C, 1H-1H
COSY, asi como el conjunto de experimentos heteronucleares 1H-13C HSQC y HMBC,

adquiridos a 292.75 K (la asignacion estructural completa se encuentra en la Tabla 3).

[M+Na]*
1104 283072
100.00% O
1004
OH
90+ 0 O../
o 80
X o
704
3 N
Q g
S 604
© . Exact Mass: 260.1260
T 2a
=
o]
304
d: 234087
20 1475%
10+
J-Lil o : I- L] ‘IL l II ll L] L L)
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
m/ z

Figura 37. Espectro de masas de la D-fructosa protegida 2a

La inspeccion en la region de 3.00-2.00 ppm en el espectro HSQC mostré una senal dd
(3JH-0H,H-1a=8.6 Hz, 3Ju.0n,H-16=4.8 Hz) con dp=2.23, la cual se asigno al proton del OH en
el residuo hidroximetileno exociclico de 2a (Figura 38A), ya que dicha senal carece de
alguna correlacion 1H-13C a un enlace (Figura 38C), y ademas las correlaciones de esta
senal (2.23 ppm, dd) en 1H-13C HMBC corresponden a correlaciones con C1y C2 (Figura
38C). El analisis detallado de la multiplicidad de las senales de proton en el espectro 1H-
1H COSY (Figura 39) permitié determinar la estructura en 2a. De hecho, la resolucion del
multiplete de Hia (3JH-1a,H-16=11.7 HZ, 3J4.1aH-0n=8.6 Hz) y H1b ((JH-10,H-1a=11.7 HZ, 3JH-1p b-
on=4.8 Hz) se logro a partir de los valores de "Jy 1 obtenidos de la senal de OH (3JH.0H,H-

1a=8.6 Hz, 3Ju.on,n-10=4.8 Hz) mediante patrones de acoplamiento de primer orden(144.

145]
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Figura 38. Estructura de la D-fructosa protegida 2a y sus espectros 1H-13C HSQC y
HMBC (600 MHz, CDCIs, 293 K). A: Estructura del producto 2a. B: ampliacion del
espectro HMBC. C: Ampliacion del espectro 1H-13C HMBC (m) en la zona de la senal
Hon (61=2.23). D: superposicion de espectros 1H-13C HSQC (=) y HMBC (m) en la zona
de las senales CH del producto 2a. Con subindices el nimero y tipo de ntcleo (H o C).

Referencia interna TMS (01 Yy 8¢=0.00).
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Figura 39. Espectro 1H-1H COSY (600 MHz, CDCI3, 293 K) de la D-fructosa protegida
2a Carbonos de la estructura de 2a (m). Correlaciones homonucleares 1H-1H con

flechas. Referencia interna TMS (61y 6¢=0.00).

Los resultados anteriores se validaron con las correlaciones 1H-13C en el espectro HMBC,
(Figura 38B). Una vez asignadas todas las senales de 1H, el experimento 1H-13C HSQC
permitio asignar las senales de 13C. Particularmente para los carbonos cetalicos (C2, C7,
Csg) y carbonos de CHs (Cg, C10, C11, C12), sus senales se asignaron en funcion de su
desplazamiento quimico y de sus correlaciones en HMBC (Figura 38B y D). Con lo cual
se dispuso que 2a posee una conformacion relativa de piranosa 2Cs y configuracion f3
sobre el carbono estereogénico Co; coincidiendo con la conformacion mas estable

reportada en la literatural146l,

Pagina | 60



En el caso del producto isomérico 2b, este se obtuvo siguiendo la misma metodologia
que para obtener 2a. Sin embargo, su sintesis se logrd utilizando un control cinético
basado en el uso de una menor concentracion de H2S0a. El producto final se aislo y se
purifico por cristalizacion (Hexanos:CH2Cl2 4:1 v/v). Al comparar el espectro de ESI-MS
de 2b (Figura 40) con su isdbmero 2a, no se observo el pico del aducto [M+Na]*, en este
caso el pico con mayor abundancia relativa fue la senal que corresponde al aducto
deshidratado y protonado [M-H20+H]*=243.202 m/z.

M-H, O+H]*
1104 [ |2-:23.202|-|] OX
100 100.00% O
0] L h
E_\D, 504 OO
o \}\
o
c 604
© Exact Mass: 260.1260
T 2b
§ 40
g 304
204
104
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
mlz

Figura 40. Espectro de masas de la D-fructosa protegida 2b. Aducto [M-
H20+H]*=243.202 m/z (masa exacta de 2b-H>0+H).

El espectro de NMR del compuesto 2b (Figura 41A) present6 una senal de Hon (m, 2.16-
2.05 ppm) en el espectro 1H-1H COSY (Figura 41B), con una correlacion homonuclear de
protdon con el Hz (ddd, 3.68 ppm). Esto se corrobord con una inspeccion de los espectros
1H-13C HSQC y HMBC. En la Figura 41C se observa una superposicion de los espectros
HSQC y HMBC donde las correlaciones del C3 (70.51 ppm) con el Hon y Hs, asi como las
correlaciones de Hon con los carbonos Cs y Co, confirman lo anteriormente mencionado.
Al mismo tiempo, a partir del espectro COSY (Figura 41B) fue posible asignar las senales
de Ha, Hs, Heax € Heeq. LO anterior se complemento con los valores de acoplamiento "Ju n
del espectro 1H. La validacion de las asignaciones estructurales se realizé mediante las
correlaciones 1H-13C del espectro HMBC, obteniendo asi la estructura de 2b (la
asignacion completa se encuentra en la Tabla 4). La cual también posee una

conformacion relativa de piranosa 2Cs y configuracion 3 sobre el carbono estereogénico

C2[146]_
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Figura 41. Espectro 1H-1H COSY y superposicion de espectro 1H-13C HSQC y 1H-13C

HMBC (600 MHz, CDClI3, 293 K) del producto isomérico 2b de la p-fructosa protegida

A: Estructura del producto isomérico 2b. B: Correlaciones (m) en espectro COSY se con

flechas. C: Correlaciones en HSQC (un enlace,

en HMBC (m). Referencia interna TMS (8ny 6¢=0.00).

)y correlaciones a dos 0 mas enlaces
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El producto di-O-Prd-Galp 2c¢, se obtuvo en condiciones similares a los productos 2a-b,
se purifico por cromatografia en columna y se identifico inicialmente por LC-ESI-MS. En

la Figura 42 se observé un pico de 283.401 m/z que corresponde al aducto [M+Na]*.

[M+Na]*
1104 . OH
100 15000 AYO
L2
904
§ 804 OO
\E; 70 /{/
2 e Exact Mass: 260.1260
g 50 2c
% 40
o
{ 30

20

104 l
b
T T
100 150 200 250

300 350 400 450 500 550

m/z

Figura 42. Espectro de masas de 2¢ por ionizacion por electrospray en modo positivo

Aducto [M+Na]*; masa exacta de la D-galactosa protegida 2c+Na =283.401 m/z.

Para la elucidacion estructural de 2¢, se analizé primero el espectro 1H-1H COSY (Figura
43A), donde la senal situada en 5.5 ppm corresponde al protdon anomérico H1 (5.5 ppm,
d, 3Ju1,02=2.4 Hz, a-Galp). Lo cual se confirmé el espectro 1H-13C HSQC (Figura 43B),
donde se observo una correlacion en la zona anomérica 61/dc 5.5/96.41. El proton H1
presentd una correlacion en 1H-1H COSY con H»> (dd, 4.54 ppm, 3J42,1-3=8.0 Hz, 3Juom-

1=2.4 Hz). Por lo tanto, a partir de esta senal se asigno el de multiplicidades.
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Figura 43. Estructura, conformacion y espectros de RMN bidimensionales (600 MHz,
CDCl3, 293 K) del azucar protegido de D-galactosa 2¢. A: Experimentos de NMR 1H-1H
COSY (m). B: Superposicion de espectros RMN 1H-13C HSQC (=) y HMBC (m). Referencia
interna TMS (8n y 6¢=0.00 ppm). C: Producto de D-galactosa protegida 2c¢. D:

Conformacion S, de D-galactosa protegida 2c.

Combinando los datos de HSQC y HMBC (Figura 43B) fue posible asignar todas las
senales de proton y carbono (la asignacion y datos espectroscopicos completos se
encuentran en la Tabla 5, las correlaciones del H1 a-Galp con los Ca, Cs, C7 y Cs (Figura
43B), asi como las correlaciones del residuo hidroximetileno exociclico entre los Hea, Heb
y Cs, permitieron establecer que 2¢ posee una configuracion a en el C1. A pesar de que
no fue posible asignar completamente los protones Hs y Hea, para determinar la
conformacion de 2¢, se compararon los valores de acoplamiento experimentales de este
trabajo, con los valores teéricos reportados para conformaciones bote torcido y silla. La

comparacion hace suponer que a la temperatura de adquisicion (293 K) del espectro de
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1H, el isdbmero conformacional mas estable y predominante es la conformacion de bote

torcido 0S,[147-149] (Figura 43C y D).

Tabla 11. Comparacion de los valores de las constantes de acoplamiento reportadas en

la literatura de conformaciones silla y bote torcido,

experimentalmente en el espectro 1H del producto 2¢

con las obtenidas

3 "Jy.H "Ju,H bote
Proton on2 1H acoplados nJyH experimentalc
sillab torcidob
1 5.5 1,2 4.66 4.66 5.1
2 4.26 2,3 5.96 2.93 2.4
3 4.54 3,4 5.08 7.79 8.0
4 4.20 4.5 1.19 1.98 1.5

a Desplazamiento quimico de proton (600 MHz, CDClz, 293 K). Referencia interna TMS (61=0.00 ppm),
b Valores tedricos calculados en Hz, ¢ Valores de acoplamiento experimentales reportados en Hz
obtenidos en este trabajo

6.1.1.2 Monovinilacién de di-O-isopropiliden azlcares utilizando CaCa

La metodologia general utilizada para construir los éteres vinilicos de carbohidratos

(10a-c) se describe esquematicamente en la Figura 44. Los éteres vinilicos se

prepararon a partir de los di-O-Prd azlcares 2a-c previamente sintetizados. Dado que

estas moleculas poseen en su estructura un residuo hidroximetileno libre, este

fragmento actué como nucledfilo atacando al acetileno generado in situ a lo largo el

proceso de sintesis. Durante dicho mecanismo (Figura 44A), el medio basico (KOH/KF)

genera CaF, el cual impide la pasivacion de la superficie del CaC2 y también favorece el

ataque nucleofilico del azlcar, para genera el correspondiente éter vinilico. Lo cual

permitid la obtencion de los éteres vinilicos 10a-c, mediante el uso de azlcares

protegidos (2a-c, Figura 44B)
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Figura 44. Mecanismo de reaccion y esquema general para la sintesis de vinil
azucares protegidos. A: Formacion de C2H2 en medio basico (KOH/KF) generando
CaF2. B: Esquema general de reaccion para obtener éteres vinilicos 10a-¢, empleando

azUcares protegidos (2a-c).

Los di-O-Prd-O-vinil azlicares 10a-c se purificaron por FCC para posteriormente ser
caracterizados por resonancia magnética nuclear. Los espectros se compararon con los
datos espectroscopicos reportados en la literatural®3l, asi como con los espectros del di-

O-Prd azucar utilizado como materia prima.
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En el caso del éter vinilico 10a, su espectro de 1H NMR (Figura 45) mostr6 una senal dd
(6.39 ppm, 3Jh2 H1a=14.2 Hz, 3Jh-2 h-1b=6.7 Hz), la cual corresponde al H> de la aglicona
CHCHo>. Asi, a partir de los valores de "Jyu de Hx> se asignaron los protones H1a trans
(4.17 ppm, dd, 3Ju.1an2=14.2 Hz, 3Jh.-1aH-1b=2.2 Hz) y H1p cis (3.96 ppm, dd, 3J4.1pH-
2=6.7 Hz, 3Jh1bH1a=2.2 Hz). Los protones endociclicos en 10a se asignaron tomando
como base los valores de "Jy 4, en la senal centrada en 4.55 (dd, 3Ju-4,45=7.9 Hz, 3Jy.4n-
3=2.6 Hz) la cual se designé como Ha. Utilizando esta senal, se realizdé un analisis de la
multiplicidad de todas las senales del espectro 1H, donde los valores de "Jy y coincidieron

con los valores de acoplamiento en la materia prima 2a.

En consecuencia, al estar la materia prima (2a-¢) completamente caracterizada por
diversos experimentos de NMR, se decidid continuar el proceso de sintesis Gnicamente
con la elucidacion estructural basada en una asignacion por *H NMR. Es importante

mencionar que esta accion se considerd para los éteres vinilicos 10a-c.

Hiy
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=3 5, 1.28 ppm

5, 1.48® L

A 9
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o,
oZ
o7l 2
5 01
(o] 3
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12
HiD
d, 3.74 ppm
Hle
H. d, 3.79 ppm
d, 432 ppm
Hl'D
B Hie dd, 3.96 ppm Haeg
dd, 4.172 ppm dd, 3.69 ppm

H5 H&Ex
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Figura 45. Espectro 1H NMR del vinil aztcar 10a y sus correspondientes asignaciones.
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El di-O-Prd-3-O-vinil-B-D-Frup 10b (Tabla 7, Figura 46A) se obtuvo al someter 2b a las
condiciones de vinilacion con CaC> (Seccion 5.9, Pag. 42). El dd situado en 6.39 ppm
corresponde al CHCH2 del residuo vinilico. El protéon Hy presentd acoplamientos 3Jy.2 w-
1a=13.9 Hz y 3J42 -1v=6.4 Hz con los protones metilénicos del carbono sp2en el residuo
vinilico. La asignacion para los protones CH de la B-D-Frup se llevé a cabo tomando los
valores "Jun de 2b y comparandolos con los extraidos de las senales del espectro 1H de
la Figura 46B. Las senales de Heax (3JH-6ax,H5=2.5 Hz, 3JH.6axH-6eq=13.15 Hz), H1b (3JH-1'0,h-
2=6.4 Hz, 3J4.1p,H-1a=1.85 Hz), H1a (3JH-1a,1-16=8.65 Hz) € Heeq (3JH-6eq,H5=0.73 Hz, 3JH.6eq,H-

eax=13.15 Hz) se obtuvieron por un analisis de multipletes de primer orden (Figura 46C).

A [ 11
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o=t | =130ppm
O 1 f
o~ L.
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o = e |
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g .
5 —
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C B
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o, 401280M g 400 ppm

-
de, 4.021 ppm ‘ N

Hy H
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{ 1

Hia [ Hy |
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un_.&.:&‘;ppm |‘|, I \ */ |
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[t B3 a 43 42 al an L iz ar 36 15 4 L3 12 i 1
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Figura 46. Estructura del vinil azucar protegido 10b y su espectro de 1H NMR (200
MHz, CDCls, 296 K). A: Estructura del di-O-iPrd-3-O-vinil-B-D-Frup 10c¢. B: Espectro de
1H. C: Ampliacion de la region 4.07-3.95 ppm y simulacion de multipletes de los

protones Heax (m), Hip (), H1a (m) y Heeq (m). Referencia interna TMS (01=0.00).

El éter vinilico 10c se obtuvo con la misma metodologia de los éteres 10a-b (Seccion
5.9, Pag. 42). A diferencia de los isdbmeros 10a-b, el éter vinilico 10c presenté una
asignacion estructural mas sencilla (Figura 47A). A partir de la senal centrada en la zona
de protones anoméricos, alrededor de 5.48 ppm (3Ju.1,42=5.0 Hz), se aginaron las
senales de los CH del anillo a-dD-Galp. Por otro lado, el residuo CHCH> se asigndé a partir
de los valores de "Jy 1 de la senal de Ho (3Jh.2' H1a=14.3 Hz, 3Ju2 11=6.8 Hz). Respecto

al multiplete que integra para para 3H (m, 4.34-4.05 ppm, Figura 47B,C), este contiene
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a lo protones Hz, Ha y Hya.

En resumen, los di-O-iPrd-O-vinil éteres 10a-c se sintetizaron exitosamente sin recurrir a
atmosferas inertes o condiciones anhidras!®3l. La purificacion de los productos fue
sencillay eficiente. La formacion del éter vinilico en el OH libre de 2a-¢ no requirié utilizar
material toxico o de intermediarios, lo cual no sucede en reportes donde la ruta de
sintesis transcurre a través de formilglicosidos como intermediarios para lograr
incorporar el residuo CHCH2 mediante una olefinacion de Tebbell50l, Ademas, los
productos 10a-c poseen en sus estructuras grupos protectores que confieren a estas
moléculas una considerable hidrofobicidad. En este sentido, era probable que, si
realizaba una reaccion de copolimerizacidon con otro monémero mas polar, se podria
construir glicopolimeros anfifilicos, los cuales; a través de una manipulacion del medio,
podrian permitir la construccion de diversas arquitecturas moleculares (Figura 4) con

potenciales aplicaciones (Figura 5).
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Figura 47. Estructura del di-O-Prd-6-O-vinil-o-D-Galp 10c¢ y su espectro de 1H NMR
(200 MHz, CDCI3, 296 K). A: estructura de 10c. B: Espectro de tH .C: Ampliacion de la
region 4.34-4.05 ppm y simulacion los multipletes de los protones Ho (m), Ha (=) y H1a

(m). Referencia interna TMS (64=0.00).
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6.1.2 Sintesis y analisis de glicomondémeros tipo alil y propargil azicares en NADES
6.1.2.1 Caracterizacion del NADES y su capacidad como medio catalitico

En la actualidad, el uso de disolventes organicos tales como DCM, CHCIl3, MeOH y/o
catalizares toxicos en sintesis organica es cada vez menos recomendado [61. 1511, Bajo
estas consideraciones, en este proyecto se probd la alternativa de sustituir estos
sistemas tradicionales por el uso de disolventes eutécticos profundos naturales (NADES,
seccion 1.2.1, Pag. 13), una clase de disolventes neédtericos que se inclinan y siguen la
mayor parte de principios de la quimica verdel30. 1521 En efecto, ademas de sus
propiedades de disolucion, se exploraron sus propiedades cataliticas como catalizador

acido, para asi poder eliminar el uso de acidos fuertes como el H2S0a.

Después de sintetizar el NADES ChCI:MA (1:2) (secciébn 5.7), este se caracterizd
explorando su capacidad para catalizar la sintesis de di-O-Prd azUcares. Siguiendo la
metodologia de la Figura 48A se sintetizaron los productos 2a y 2¢. La reaccion se llevo
a cabo a temperatura de reflujo de Me2CO (~56°C), el curso de la formacion de
productos se analiz6 por TLC (Hex:AcOEt 1:1). Una vez que no se detectdé aumento
aparente en la concentracion de producto (4 h para 2a, 1 h para 2¢), las muestras se
analizaron por LRMS (Figura 48B). A partir del espectro de LC-MS, los picos mas
abundantes se asignaron a los aductos [M+Na]*=283.063 m/z para 2a y
[M+Na]+=283.064 m/z. Una vez sintetizados los di-O-Prd azlcares 2a y 2¢c en NADES, y
considerando lo simple de este método, se exploré la factibilidad de extender esta ruta
de sintesis a reacciones de alquilacion utilizando alcoholes alifaticos en lugar de
acetona. Ya que los resultados anteriores sugerian que el medio eutéctico ChCl:MA (1:2)
podria activar al carbonilo de la Me2CO para que fuera mas electrofilico frente a los OH
de un azucar, se considerd que las condiciones acidas (Figura 49) que brinda el sistema
ChCI:MA (1:2) serian las suficientes para generar intermediarios reactivos de
carbohidratos, susceptibles a ataques nucleofilicos. De este modo, utilizando las
condiciones de reaccion de la Figura 50 y sustituyendo a la acetona por metanol, fue
posible sintetizar metil-glicosidos. Este experimento sugiere que el NADES ChCI:MA (1:2)
es capaz de sintetizar intermediarios reactivos que permitieron funcionalizar azlcares
de manera eficiente y con una regioselectividad sobresaliente, sin requerir la proteccion

de sus grupos OH reactivos.
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Figura 48 Sintesis e identificacion de di-O-iPrd azucares protegidos 2a y 2¢. A:
Esquema general de reaccion, sustratos y productos obtenidos. B: Aductos

mayoritarios [M+Na]*. Rendimiento no determinado (n.d.).

Aumento de acidez

Figura 49. Escala de pH de diferentes mezclas eutécticas, utilizando un indicador universal

La lectura de pH se tomé a los dos min después de impregnar la tira de pH (Fermont #92110
pH-Fix 0-14).

Pagina | 71



A

-0 ChCI:MA (1:2), CH;0H ~-0
HO—S—a\+OH HO—2Qw Oy,
; Reflujo, 24 h 3
M+Nal* [M+Na]l* HO

1104 L 217.074 ! HO OH 1104 217.070 HO Q

1004 100.00% Ho O 1004 100.00% HO

904 HO 904 HOONCH
o w ON(')H o sod 3
XM 3 = Exact Mass: 194.0790
o ™ Exact Mass: 194.0790 o ™ 3d
2 3 2 e [2M+Na]*
=0 S P
c [2M+Na]* c
_g 404 411060 E

29.59%)

< 304 <

204

10

&Mm.ml Ll J.lll..uln... L "
T t T T

100 150 200 250 300 350 400 100 150 200 250 300 350 400

m/z m{z
Figura 50 Sintesis y deteccion de metil-glicosidos
A) Sintesis de metil-glicosidos 3. B) Deteccion por LC-MS utilizando electroespray.

Picos mas abundantes: aductos [M+Na]*, [2M+Na]*y [M+K]".

6.1.2.2 Sintesis de glicomondmeros en el medio eutéctico ChCI:MA (1:2): sintesis

regioselectiva de O-glicosidos

6.1.2.2.1 Versatilidad del NADES ChCI:MA (1:2) para sintetizar alil- y propargil-

glicomonémeros

La sintesis de los glicomonomeros tipo alil-O-glicosidos utilizando diferentes
monosacaridos (Figura 51), se realizd utilizando alcohol alilico como grupo
polimerizable. Para esto, se emplearon diferentes azlUcares como sustratos aceptores
del grupo polimerizable (2¢-g), ya que reportes en la literatura, sugieren que el complejo
de sal de amonio y acido carboxilico, ChCI:MA (1:2), puede activar carbonilos mediante
enlaces de hidrogenol133] para aumentar su electrofilicidad, facilitando asi el ataque de

una especie nucleofilica.
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Figura 51 Esquema general para la sintesis de alil-glicosidos

Materia prima (1c-g) y productos obtenidos (4c¢-g).

Se tomd como modelo de sustrato a la b-glucosa 1d y se enfrent6 a las condiciones de
reaccion de la Figura 51, generando el correspondiente producto 4d. El producto
obtenido, se aislo y posteriormente se purificé por FCC. En su espectro de masas (Figura
52), se identificaron como picos mas abundantes a los aductos [M+Na]+=243.069 m/z

y [2M+Na]*=463.051 m/z, los cuales indicaron la presencia del producto alil-glucosido
4d.
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Figura 52 Espectro de masas del alil-glucosido 4d

lonizacion por electroespray. Picos mayoritarios: aductos [M+Na]*y [2M+Na]*.

Una vez corroborada la presencia de 4d, la estereoselectividad de la reaccion durante
la incorporacion del residuo —O—CH2>—CH=CH>, se confirmé por NMR. Algunas de las
senales mejor resultas se encuentra en la zona de los protones anoméricos (on 4.4-
5.5)l121, El experimento HSQC (Figura 53) mostro dos densidades de correlacion en la

zona anomeérica, 1H/13C 4.93/97.34 y 4.47/101.20 ppm, las cuales se clasificaron
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como H1/C1 a-Glc y H1/C1 B-Glcp, respectivamente. La configuracion de los dos protones
anomeéricos, se confirmo con sus valores "Ju n (o 3Ju.1,1-2= 3.8 Hz, 3 3J4-1,12=8.0 Hz; Tabla
9). Ambos protones anoméricos (dw; 4.93 o, 4.47 ) poseen correlaciones NOESY (Figura
54), es decir el H1 a present6 las correlaciones esperadas con Ha o y con el proton
metilenico Hib a de la aglicona —0—CH2—CH=CHa. Por otro lado, el H1 3 correlaciond con
los CHax H3 (81 3.45) y Hs (61 3.43-3.39). Esta informacion confirmo lo observado en los

valores de acoplamiento de los H1 a.y H1 B.

HO—
4 5 O 2
HO O
HO= 1 \1/§3
OH
4d

o
- 95 L]
H4-C4 =
] B g
~J z
H4-Cy L100
7] o =
2@
» | 105
T T v/ T T T T T - T r T
495 490 465 460 455 450 445

8 'H (ppm)
Figura 53 Espectro 1H-13C HSQC del alil-glucésido 4d (600 MHz, D20, 294.15 K)
A) estructura del alil-glucosido 4d. B) Correlaciones 1H/13C en HSQC, con flechas se

identifican las correlaciones de los protones H1 o (o4 4.93, 8¢ 97.34) y H1 B (SH

4.47/6c 101.20) con sus correspondientes C1 a y C1 B.
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Figura 54 Correlaciones del compuesto 4d observadas en el espectro 1H-1H NOESY

(600 MHz, D20, 294.15 K)

A) Estructura del o/ alil-glucésido 4d. B) Correlaciones H-'H NOESY de protones

anomeéricos. C) Correlaciones de anémeros en flechas rojas con doble punta. Niumero

de carbono (m) y protones implicados en las correlaciones ( )

Las correlacionan en el espectro 1H-1H COSY (Figura 55) mostraron que los protones

anoméricos correlacionan con sus correspondientes Hz vecinos. En este sentido, la

asignacion completa para los CH de los dos sistemas glucopiranosilo se realizé a partir

de un anélisis de los valores de las

de las senales en el espectro 1H.

constantes de acoplamiento extraidos de cada una

Pagina | 75



HO
5 @) %
HO 1.0 T
HO . %3
OH
4d
(5]
-]
& ni "
- '.' '-.-.,, . E
[ - <
. ‘-I|
’ «
v
- 2]
[ 1]
% - ]
— AT r v v v v r v
6.0 54 5.2 4.8 46 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

8 'H (ppm)
Figura 55 Espectro 1H-1H COSY (600 MHz, D20, 294.15 K) del alil-glucosido 4d
Las densidades con flechas; en m para correlaciones del anomero a y en m para el

anomero f3.
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La informacion anterior se complementé con las correlaciones observadas en el
espectro HMBC (Figura 56), donde los acoplamientos del andémero a. y 3 confirmaron la
conectividad de la aglicona —O—CH>—CH=CH> sobre el carbono C1 en ambos anémeros.
En la Figura 56, se observaron acoplamientos 1H-13C intensos entre los H1a con los
carbonos C1y C3 de ambos andmeros. Asi, la informacion de todos los experimentos de
NMR, permitié determinar la estructura de 4d, y ademas confirmo la regioselectivida de
la reaccion durante la formacion del enlace glicosidico sobre la posicion C1 anomérico.
De modo que, la incorporacion del grupo alilo (—-O—CH2—CH=CH2) se realiz6 sobre el

carbono anomérico del azlicar.

En cuanto a la relacion de andmeros, dicha proporcion se determind a partir de los

valores de la integral de cada nucleo de Hi en el espectro 1H, la cual tuvo como resultado
una relacion 2:1 o:f. Los datos espectroscopicos (Tabla 9) obtenidos en este trabajo

coinciden con la informacion de NMR reportadal154 para la estructura de los anomeros

ay B.

Mo

HO
0 o L 100
HO 1.0 .
HO - \1'/\3
OH - 110 ’é‘
o
4d 2
| ]
120 2
[Ze]
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sl.o 5I.9 ,;.4 5I.3 5I.2 ” 4I.9 o 4I.5 4I.4 4I.3 4I.2 4I.1 4I.o

8 '™H (ppm)
Figura 56 Espectro 1H-13C HMBC (600 MHz, D20, 294.15 K) del alil-glucésido 4d

Densidades (flechas) y en m para an6mero o,y en m para anoémero f.

Cabe senalar que, gran parte de los métodos actuales para la formacion de enlaces
glicosidicos involucran el diseno de sustratos, utilizando promotores y activadores
adecuados para formar el enlace glicosidico, asi como la eleccion de los correctos
grupos protectores que controlen y favorezcan la regioselectividad de la reaccion.
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En este contexto, la glicosilacion de Fischer es una de las reacciones que, hasta los
ultimos anos continta siendo una de las mas utilizadas para sintetizar glicosidos. Este
tipo de reaccion [155] de manera habitual se recurre a carbohidratos no protegidos, se
utilizan condiciones de reflujo empleando alcoholes como disolventes y como aceptor
del grupo glicosilo, ademas se recurre a acidos de Lewis o Brgnsted como catalizadores.
De modo que, las condiciones de reaccion tipicas de la glicosilacion de Fischer son
similares a las desarrolladas en este trabajo durante la sintesis del alil-glucosido 4d.
Debido a esto, nos dimos a la tarea de proponer un mecanismo de reaccion asociado a
la formacion del producto 4d. Tomando como base las condiciones de reaccion tipicas
en la glicosilacion de Fischer!15€], se propuso que el azlcar 1d, al entrar en el sistema
eutéctico ChCI:MA (1:2) (Figura 57), sufre una deshidratacion por accion del acido
malonico, resultando en la formacion de un intermediario glicosil oxocarbenio (I, Figura
57). Dicho intermediario |, subsecuentemente sufre un ataque nuceofilico Sy1 en
cualquiera de sus dos caras proquirales por accion del alcohol alilico (ll, Figura 57), lo
cual produce los correspondientes andémeros o/f de 4d. El NADES ChCEMA (1:2)
ademas de catalizar la reaccion, y debido a que posee un nimero de enlaces de
hidrogeno considerable, podria ademas ejercer fuerzas de atraccion que facilitan el

acercamiento entre los sustratos para llevar a cabo la reaccion.

MA MA
o o o o
J N RO U N
o o o
HO 0 HO 0 /—* " ¥ HO 4 & H Chcl
o« Io) T A 8 OH ot o e
MR Cion > Heo o . o [ S| MR e
OH o H OH Ho oH M\ e ™H OH
1d 1d 1 4d o\n/\n/o
o O

Ataque nucleofilico

B anémero ¢
i /SﬂH\ HO

0 ~X
Hom@ OH S A

Figura 57 Propuesta de mecanismo de reaccion para la sintesis del alil-glucosido 4d,

mediado por un intermediario oxocarbenio

Por lo tanto, con la finalidad de enriquecer y sustentar el mecanismo de reaccion
previamente propuesto. Se estudiaron las estructuras de los complejos que pudiera
formar 1d con la mezcla eutéctica ChCI:MA (1;2) (nivel de calculo B3LYP/6-31++G**,
Figura 58).
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En la Figura 58A se observd que la a-D-Glcp presentd enlaces de hidrogeno en
Ce—0—H---0=Cwma con el acido malénico (MA) y asi como en Cchci—O—H---O—C10 con el
cloruro de colina (ChCl). Esta ultima interaccion (Cchc—O—H:---0—Cio) sugiere la
posibilidad de que el C1«—OH pudiera retirar el proton del hidroximetileno en el ChCl, lo
cual provocaria la subsecuente deshidratacion en Ciooaicp Y posterior formacion del
intermediario | (Figura 57). Si bien es cierto que cuando se lleva a cabo la sintesis de
4d, solo se adiciond el anomero a- D-Glcp cristalizado (D-(+)-glucosa, contenido aprox.
4% de B-an6mero, #G-5000, Lote 75F-0367, Sigma-Aldrich) a la reaccion, reportes
recientes indican que azlcares como la glucosa, al disolverse en mezclas eutécticas
acidasl42], experimentan un equilibrio anomérico muy similar al observado en agual57.
158], Particularmente, para D-glucosa se presenta un 43.5% o-piranosa y 56.5% pB-
piranosal1%9l, Esto quiere decir, que entonces el NADES ChCIEMA (1:2), al ser
considerablemente acido (pH~0.0, Figura 49, seccion 6.1.2.1, Pag. 70)[43. 160,161 Podria
provocar que el azlcar 1d experimentara un proceso de epimerizacion sobre el carbono
anoméricol162l y que al alcanzar un equilibrio, estaria presentando de manera
mayoritaria la forma B-D-Glcp. En consecuencia, al analizar el complejo optimizado de -
D-Glcp, este presenta un enlace de hidrogeno en C1p-O-H (Figura 58B), similar al que se
observar en el anémero a, lo cual sugiere que el andémero B-D-Glcp, también estaria

originando al intermediario oxocarbenio | (Figura 57).

Al mismo tiempo, cuando se estudiaron las estructuras de los complejos que contienen
también al alcohol alilico (a-1d; Figura 58C, B-1d; Figura 58D), se observé que los
enlaces de hidrégeno en las estructuras de ambos anémeros (a-1d y -1d) con MA'y
ChCl se conservan. Ademas, la estructura optimizada del complejo B-l1d—alcohol
alilico—ChCI:MA (1:2) ilustrado en la Figura 58D, mostraron un enlace de hidrégeno
Caiyio—O—H---O—Ccnci entre el OH del alcohol alilico y el OH del ChCl. De modo que, muy
posiblemente el NADES ChCI:MA (1:2) también estaria participando de manera
significativa en una probable desprotonacion del alcohol alilico, de este escenario
resultaria un aumento en la nucleofilicidad del alcohol alilico. Por lo que dicha especie

nucleofilica seria la que ataca al intermediario oxocarbenio | (Figura 57).
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Figura 58 Modelos tedricos, calculados para los complejos Glucosa 1d—ChCI:MA
(1:2) y Glucosa 1d—alcohol alilico—ChCI:MA (1:2)

Conformaciones optimizadas de cada estructura. A) Complejo a-Glucosa 1d en el DES
ChCI:MA (1:2). B) Complejo B-Glucosa 1d en el DES ChCI:MA (1:2). C) Complejo a-
1d—alcohol alilico—ChCI:MA (1:2), D) Complejo B-1d—alcohol alilico—ChCl:MA (1:2).
m; carbono, m; oxigeno, m; nitrégeno, o; hidrégeno, m; cloro, ==; enlace de hidrégeno, —

; enlace sencillo y/o doble.

En virtud de la informacion anterior, se reformulé un mecanismo de reaccion descrito
con mayor detalle, el cual se ilustra en la Figura 59. En primer lugar, apoyados en las
interacciones de enlaces de hidrogeno que pueden establecerse entre los componentes
de la reaccion: o/B-1d—alcohol alilico—ChCI:MA (1:2) (Figura 58C, Figura 58D). Por un
lado, se llevaria a cabo el aumento de la nucleofilicidad del alcohol alilico (alcoxido lIA,
Figura 59), y por otro lado la formacion del intermediario oxocarbenio | (Figura 59) via
deshidratacion de 1d sobre C1. Ya que ambos eventos se ven intimamente influenciados
por la mezcla eutéctica ChCIl:MA (1:2), se podria sugerir que dicho NADES juega un papel
primordial como catalizador y como matriz de reaccion para la adecuada solvatacion del
azucar y del alcohol.
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Figura 59 Mecanismo de reaccion plausible para la sintesis de 4d en el DES ChCI:MA
(1:2)

Recapitulando, lo descrito anteriormente sugiere que los sustratos probados en este
trabajo, sufren una alquilacion selectiva del grupo alilo sobre el carbono anomérico del
azUcar. Los resultados y calculos computacionales, sugieren que esta reaccion podria
compartir un mecanismo similar al que se presenta en la reaccion de glicosilacion de
Fischer, con la particularidad de que este trabajo las condiciones de reaccion y los

materiales utilizados son mas suaves y amigables con el medio ambiente.

De manera paralela, para probar la capacidad catalitica del NADES ChCI:MA (1:2), y para
extender la diversidad de los mondmeros que podrian obtenerse bajo esta metodologia
desarrollada. Los sustratos 1c-g se enfrentaron ahora con alcohol propargilico (Figura
B60A). Después del analisis de estas reacciones por LC-MS se observaron como senales
mas intensas los aductos de sodio y amonio (Figura 60B). De modo que se reafirmé la
capacidad del NADES ChCI:MA (1:2) para actuar como un catalizar y medio de reaccion
en la glicosilacion diferentes azlcares, de manera selectiva sobre el carbono
anoméricos del azlcar, utilizando dos alcoholes diferentes: alcohol alilico y propargilico,

y en condiciones suaves de reaccion.
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Figura 60 Sintesis de propargil-glicésidos y su deteccion por LC-MS
A) Sintesis de los propargil-glicosidos 5¢-g. B) Espectros de masas de los productos
obtenidos.

Es importante mencionar que si bien se conoce que la glicosilacién de Fischer es una
de las metodologias mas sencillas y utilizadas hasta hoy en dia para formar enlaces
glicosidicosl[156. 163-166] ya que Unicamente implica disolver al azlcar en un alcohol en
presencia de un acido fuerte. La busqueda para optimizar las condiciones adecuadas
se basa principalmente en aumentar la selectividad de la reaccion y asi como el
rendimiento. A causa de ello, la mayoriall56! de los reportes contintan desarrollando
métodos mas ecoldgicos, que limiten el uso de reactivos toxicos y/o peligrosos, y que

ademas disminuyan el nimero de subproductos y pasos de sintesis.

En este sentido, se ha buscado utilizar diferentes catalizadores y aditivos para la
glicosilacion de Fischer. Roy et al (2007)[164] utilizaron acido sulfarico inmovilizado en
silica gel (H2S0as-silica) como catalizador para disminuir el tiempo de reaccién asi como
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los equivalentes de alcohol requeridos para sintetizar alquil- y aril-glicosidos a partir de
azucares libres. No obstante, la preparacion del catalizador(167] implica el manejo de
reactivos toxicos, sumamente inestables y corrosivos, los cuales reaccionan de manera
peligrosa y violenta en presencia de humedad (acido clorosulfénico, HClg)!168], mientras
que la presente metodologia desarrollada en este trabajo de tesis (ChCI:MA,
alli/propargil alcohol, azicar, 80°C, 24 h) no requiere utilizar practicamente ningln
reactivo toxico y/o que represente un peligro potenciall30], a excepcion del alcohol con

el grupo alquilol169. 1701 (propargilo, alilo) que se desea incorporar.

De esta manera, en términos de la selectividad de la reaccion de glicosilacion de Fischer,
Rauter et al. (2007)!271 aumentaron la selectividad de la glicosilacion de Fischer para
las formas furanosa/piranosa, asi como la regioselectividad sobre el carbono anomérico
utilizando zeolitas acidas. Sin embargo, la activacion del catalizador disenado por estos
autores, requiere altas temperaturas (500 °C). Ademas la selectividad de la reaccion
(relacion furanosa:piranosa 2:1) es dependiente de un tamano de poro especifico. En
cambio, la sintesis del catalizador ChCI:MA (1;2) no requiere mas que incorporar al
donador (MA) y aceptor de enlaces de hidrogeno (ChCl) en las relaciones molares
adecuadas, y aplicar la minima energia (70-80°C, seccion 34) para formar la mezcla
eutéctica. Adicionalmente, los resultados de NMR (seccion 6.1.2.2.1, Figura 52-Figura
54) muestran que se obtiene de manera selectiva la mezcla de anémeros en su forma

piranosa.

Si bien gran parte de los métodos reportados, utilizan solo al alcohol como aglicona y al
azUcar no derivatizado, estos emplean triflatos de metales!1’2], sales de bismutol173! y
disolventes organicos toxicos!174l para catalizar sus reacciones. Entonces para
prescindir de disolventes y reactivos poco amigables con el ambiente, autores como
Jacques & Sizun (2009)1172l sintetizaron varios O-glicdésidos mediante azucares libres sin
grupos protectores, explorando como disolvente alternativo al liquido iénico (LI)
trifluorometanolsulfonato de 1-butil-3-metilimidazolio. A pesar de la capacidad del LI
para ser reutilizado sin perder actividad!172], los NADES son muy superiores en materia
del impacto ambiental3°l. No solo por la biocompatibilidad que estas mezclas eutécticas
profundas naturales poseenl(49l (intrinseco de sus componentes(30]), sino también por el
nimero considerable de combinaciones que pueden realizarse al sintetizar mezclas

eutécticasl173l. Este caracter modulable que distingue a los NADES como disolventes de
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disenol#44], asi como a la vasta cantidad de aplicaciones que poseen actualmentel34. 40,
1761 son aspectos que pueden aprovecharse para disenar medios y catalizadores a la
medida de las necesidades. Por otro lado, se ha reportado que utilizar acidos
moderadamente fuertes (pKa=1.0), baratos, no corrosivo y que posean uha hula
volatilidad como el acido sulfamico (HsNSOs), permite catalizar la sintesis de
alquilglicosidos 1771, EI H3NSOs no se compara con la amplia variedad de NADESI37. 178],

con diferente pH que pueden fabricarse (Figura 49).

En otras palabras, es posible construir medios de reaccion suficientemente acidos para
catalizar la sintesis de glicésidos y azlcares, sin comprometer la integridad del producto
de reaccion. Ademas, es bien sabido que la solubilidad de moléculas tan polares como
los azlcares!179], es uno de los problemas mas grandes a los que se enfrentan la sintesis
guimica de glicosidos y azlcares. En este sentido, el disolvente juega un papel
fundamental en la selectividad de la reaccion!180. 181], En consecuencia, algunos autores
han disefnado sistemas de reaccion bifasicos; aprovechando la formacion de
micromulsiones para enfrentar la pobre solubilidad de los azlcares en disolventes
organicos!182], Por el contrario el problema de la solubilidad no se presenta al utilizar
NADES como medio reccion ya que poseen una prominente capacidad para disolver un
extraordinario nimero de moléculas organicas!(83]. Dado que el NADES ChCI:MA (1:2)
posee una polaridad muy similar al agual84 (E7(30)=62.38 + 0.10 ,seccién 5.7) y es
capaz de disolver y catalizar la sintesis de diversos monosacaridos, la metodologia
desarrollada en este trabajo representa una manera versatil, sencilla y

metodolégicamente compatible con los principios de la quimica verdel45. 137,138, 185],
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6.1.2.2.2 Sintesis de O-glicésidos a partir de maltooligosacaridos en NADES ChCIl:MA
(1:2)

Contar con un método rapido para sintetizar alquil-maltooligosacaridos (alquil-MOS) es
extremadamente valioso. Estas moléculas, poseen importantes actividades como

surfactantes no idnicos [186] sobre todo cuando se emplean alcoholes de cadena larga.

Como se discutid anteriormente, la sintesis de alquil-glicosidos se realiza
tradicionalmente bajo las condiciones de catalisis acida de Fischer!155], Sin embargo,
estas moléculas pueden obtenerse por sintesis enzimatica, un método sustentable y
con una alta especificidad en la formacion de enlaces glicosidicos!137]. Sin embargo, la
sintesis de alquil-glicosidos usando CAZymesl187-190] como biocatalizadores, se ve
restringida debido a las reacciones de hidrélisis y desproporcion que algunas de estas
enzimas poseenl!191. 192], De este modo, se limita la obtencion de alquil-glicosidos con

diversas unidades de azucar (alquil-oligosacaridos) en su estructura.

Por consiguiente, con la finalidad de poder utilizar secuencias glicosidicas naturales
para construir glicomondmeros o para obtener moléculas funcionales como los alquil-
oligosacaridos, se utilizo como modelo de estudio, maltooligosacaridos (MOS);
oligdmeros de glucosa unidos por enlaces a-(1—4). De modo que los MOS fueron la
materia prima para sintetizar alil-maltooligosacaridos (alil-MOS, Figura 61A) en el
sistema eutéctico ChCI:MA (1:2), en presencia de alcohol alilico. Después de analizar
una muestra a las 72 h de reaccion, la placa de TLC (Figura 61B) revelé la presencia de
diversos productos de reaccion, entre ellos el producto 4d, asi como una serie de alil-
MOS. EI perfil completo de productos observado sugiere que se favorece de manera
significativa la formacion de 4d, puesto que las condiciones del medio ChCI:MA (1:2) son
considerablemente acidas (pHaparente=0.0%), muy probablemente se presenta la hidrélisis
de los alil-MOS formados y como consecuencia dicha hidrolisis seria la causa de la

sintesis del producto 4d.

! Valor de pH que se obtuvo al utilizar tiras indicadoras con color Fermont #92110 pH-Fix 0-14
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Figura 61 Sintesis de alil-maltooligosacaridos y su deteccion por TLC

A) Esquema general de reaccion. B) Cromatografia en capa fina (TLC). Glc2(a1-4):
Maltosa, Glc3(a1-4): Maltotriosa, Glc4w1-4): Maltotetraosa, Glc51-4): Maltopentaosa,
Glc6(w1-4): Maltohexaosa, Glc71-54): Maltoheptaosa, GIc81-4): Maltooctaosa),
Maltosa, 4d (alil-glucopiranosido). Tiempo inicial (o h) y final (72 h). Revelador a-

naftol/H2S04, 100°C.

En este sentido, una manera rapida para acceder a secuencias glicosidicas como los
MOS es utilizando métodos de hidrolisis enzimatica. Para demostrar lo anterior se
incubaron (70°C, PBS 50 mM pH 6.0) con CGTasa, esta enzima cuenta con la capacidad
de reconocer e hidrolizar ciclodextrinas y almidén [193, 194] (

Figura 62). Esta reaccion permitié obtener una serie de MOS a las 48 h de reaccion,
hidrolizando via enzimatica materia prima renovable y accesible como lo es el almidon
y la B-CD. De modo que los MOS obtenidos pueden ser potenciales sustratos para

obtener alil-MOS.
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Figura 62 Sintesis maltooligosacaridos y su deteccion por TLC

A) Esquema general de reaccion. B) Cromatografia en capa fina (TLC). Glc2(u1-4):
Maltosa, Glc3(a1-4): Maltotriosa, Glc4a1-4): Maltotetraosa, Glc51-4): Maltopentaosa,
Glc6(a1-4): Maltohexaosa, GIc7w1-4): Maltoheptaosa, Glc8x1-54): Maltooctaosa), Glc,
B-CD, Maltosa, 4d (alil-glucopiranosido). Tiempo inicial (O h, sin enzima; SEnz, con

enzima; CEnz) y final de reaccion (48 h). Revelador a-naftol/H2S04, 100°C.

6.2 Glicosilacion enzimatica para la construccion dirigida de glicomonémeros

6.2.1 Capacidad de los glicomondmeros para actuar como aceptores de CAZymes

Contar con un método que permita sintetizar numerosos glicomondémeros y que también
sea lo suficientemente versatil para aumentar la diversidad estructural de los
glicomondémeros obtenidos, fue uno de los objetivos planteados al inicio del trabajo de
tesis. Para estudiar la posibilidad de construir secuencias glicosidicas mas complejas,
empleando glicomondémeros como plantillas, se continud utilizando al glicomonémero
alil-glucésido 4d como modelo, empleandolo como aceptor glicosilo y enfrentandolo a

diferentes CAZyme.
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6.2.1.1 o-Glucosilacion del alil-glucésido con CGTasa de Thermoanaerobacter sp.

La reaccion de glicosilacion del aceptor 4d se realizd con el donador B-CD y el extracto
enzimatico comercial Toruzyme® 3.0 L CGTasa de Thermoanaerobacter sp. como
catalizador. En la Figura 63 se observa la presencia de un producto de reaccion a las
0.5 hy después de 24 h de reaccion, se observé una mayor concentracion de este en el
medio. De modo que si se considera la especificidad que tiene la CGTasa para transferir
selectivamente residuos o-Glcp hacia aceptores adecuados(188 195 196]  g]
glicomondémero 4d posee cuatro sitios probables de glicosilacion, sin embargo, se ha
reportado que la CGTasa de Thermoanaerobacter sp. posee una preferencia sobre los
OH-4 de la glucosal84l. En consecuencia, el producto observado seria el resultado de la

formacion de un enlace glicosidico a1—4 en el OH-4 del aceptor 4d.

A Silica gel; CHCl3:MeOH:H 0 (30:20:4); a-naftol/H,S0,, 100°C
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Figura 63 Analisis por TLC de la glicosilacion enzimatica del glicomonémero 4d y
deteccion del producto glicosilado 6d-1 por LC-MS

A) Cromatografia en capa fina (TLC). Glc2(1-4): Maltosa, Glc31-4): Maltotriosa,
Glc41-4): Maltotetraosa, Glcbw1-4): Maltopentaosa, Glc, -CD, Maltosa, 4d (alil-
glucopiranosido). Avance de la reaccion (h), desde el tiempo inicial (O h, sin enzima;
SEnz, con enzima; CEnz) hasta las 4 h de reaccion. Revelado a-naftol/H2S04, 100°C.

Control positivo (+) [donador (b-CD) y CGTas]. Control negativo (-) [aceptor (4d) y
donador sin CGTasa]. B) Aductos representativos.
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Es importante mencionar que la CGTasa realizar diferentes reacciones!197], en
consecuencia podria estar también transfiriendo cadenas de oligosacaridos a 4d,
mediante la reaccion de desproporcionacion(198l, con lo cual es muy posible que estén

presentes en la mezcla de reaccion los alil-MOS 6d-ll (Figura 64) correspondientes.

Entre los innumerables métodos de sintesis de glicomondmeros que existenl[199] ya se
han utilizado CAZymes para obtener glicomondmeros de acrilatol200, Sin embargo, este
método implica tiempos de incubacion largos (55°C, 4 dias) para obtener el disacarido
con el grupo polimerizable. Ademas, estas estrategias parten de un alcohol como
aceptor glicosilo. No obstante, se ven limitadas en el aumento de la concentracion de
aceptor (2-hidroxietil-acrilato, >40%) en el medio para un mayor el rendimiento, ya que
esto provoca la perdida de actividad enzimatica. ya que se sabe que las amilasas son
menos activas cuando se utilizan aceptores mas hidrofébicos como el 2-hidroxietil-
acrilatol201l, Por esta razon, el aceptor 4d es un potencial y adecuado glicomonémero

que permite construir secuencias de dos azlcares (disacaridos), como lo es la maltosa.

o) Ho%&‘ HO é
(0] (o) (0]
/%)\H HO HOY, OH "o HOYHO O
HO OH

HO g:o HO, HSO\?/OJ
HO’&O: O © P

HO X, HOO CGTasa Torzyme 3.0 L

OH HO | OH >
4d HO OOH PBS 50 mM pH 6.0

o 70°C, 850 rpm HO
0 o O’&&po\/\

H
OH
60H OHO HO
OH OH HO OH
(®) BO
(¢
H*HO 6d-1l

pB-CD n

Figura 64 Esquema general de glicosilacion enzimatica del aceptor alil-glucosido 4d

catalizada por la CGTasa de Thermoanaerobacter sp.

6.2.1.2 B-Glucosilacion del alil-glucésido utilizando una B-glucosidasa de almendras

Basados en los reportes que existen en la literatural®7. 202-204] " se explord la -
glucosilacion del alil-glucésido 4d. Dependiendo de las condiciones de reaccion, las
glicosidasas, tales como la B-glucosidasa de almendras, pueden formar enlaces
glicosidicos, ya sea mediante un control cinético de transglicosilacion o a través de
hidrélisis inversa, gobernada por un control termodinamico. De modo que se exploraron

ambas estrategias (Figura 65).
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Para empezar, se utilizd b-celobiosa (D-Cel, Glc-B-1—4-Glc) como donador glicosilo y
como aceptor a 4d. La mezcla de reaccion se analizé por TLCalas 0.5 h, 1 h,6 hy 24
h para conocer el progreso de la reaccion. Al realizar una TLC de la reaccion y su control
(donador y enzima), no se observo la aparicion del alil-celobiosido 7d-l. De esta manera
se exploraron las condiciones de reaccion bajo un control termodinamico (Figura 65B),
en donde se utilizd Glc como sustrato donador y 4d como aceptor del grupo [-
glucopiranosilo. Después de analizar por TLC y LC-MS los tiempos finales de la reaccion
(24 h). En el espectro de masas de la Figura 66 se observo la presencia de senales que

corresponden a los aductos provenientes de la ionizacion del alil-celobiosido 7d-Il.

Ciertamente, la B-glucosilacion de 4d se realiz6 exitosamente empleando un control
termodinamico en la reaccion catalizada por la p-glucosidasa de almendras.
Ciertamente en trabajos previos, ya se reporté que la hidrélisis inversa es mas efectiva
para sintetizar B-glucosidos[203. 2041, Esta claro que una ventaja considerable que tiene
esta estrategia es que ademas de realizarse en medio acuoso, se emplearon sustratos
baratos como la glucosa. Ahora bien, el control termodinamico requiere de tiempos largo

de reaccion para lograr la acumulacion de producto glucosilado!205],

Sin embargo, mientras que el control cinético precisa de una optimizacion en el tiempo
de reaccion, en tiempos cortos de reaccion se produce una baja conversion del
aceptor®7l, No obstante, se conoce que utilizando un control cinético es posible utilizar

diversos oligo y polisacaridos como donadores(97. 991,
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Figura 65 Reaccion de fglucosidacion del aceptor alil-glucosido 4d catalizada por
una f-glucosidasa de almendras
A) Control cinético de reaccion. B) Reaccion de hidrélisis inversa (control

termodinamico). Las reacciones se realizaron por 24 h.

Algunos autores han empleado azlcares activados como sustratos de estas enzimas
hidroliticas para construir glicomonomeros!98: 2068] mediante grupos activadores tales
como 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il (DMT)[139. 206], No obstante, el uso estos grupos
activantes, es un tanto cuestionable, ya que en dichos reportes no se menciona si se
realiz6 una reaccion control (sin biocatalizador). Esto de relevancia ya que la reactividad
intrinseca del DMTI[207] pudiera ser lo suficiente para catalizar la reaccidn y no requerir

un enzima que en la sintesis del glicomonoémero.

Por otra parte, la alta selectividad de las enzimas para reconocer a sus sustratos es un
aspecto que puede aprovecharse en favor de la metodologia desarrollada en el presente
trabajo. De esta menara, si consideramos que el aceptor 4d es una mezcla a:f 1:3. La
eventual hidrélisis de 4d que puede presentarse por parte de este tipo de hidrolasas, se
realiza unicamente sobre el andmero 3 y no en a-4d. De hecho, se podria aprovechar
esta coyuntura como un método de purificacion para la mezcla de a/B-4d. Con
seguridad, si se utiliza una o o P-glucosidasa se obtendrian los andmeros

correspondientes en su forma pura.
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Figura 66 Aductos representativos, observados en el espectro de masas

Los picos se identificaron en funcion de la masa exacta del alil-celobiosido 7d-Il.

6.2.1.3 B-Galactosidacion del alil-glucosido utilizando una [-galactosidasa de

Kluyveromyces lactis

La sintesis del glicomondémero funcionalizado (8d-l, Figura 67) se cataliz6 empleando
una B-galactosidasa de Kluyveromyces lactis (KI-B-gal) y alil-glucésido 4d, previamente
sintetizado en el NADES ChCI:MA (1:2) (secciéon 5.10.2). Se empled como sustrato
donador a la b-lactosa (D-Lac). La reaccion (Figura 67) se realizd con 227.04 umol de 4d
y 0.75 equiv (170.280 pumol) de b-Lac en buffer de fosfatos salino (PBS) 50 mM (pH 6.0)
a 35°C por h (seccién 5.11.3). La reaccion inici6 al adicionar 0.2 U (50 puL) de KI-B-gal.

OH HO
HO O,
d Ofo O
HO
HO \y,
HO ) o 8d-I
HO
Ho O . HO o O OH B-galactosidasa *
OH O THO >
u Ho ., OH PBS 50 mM pH 6.0
OH p.Lac 35°C, 650 rpm OH HO
HO O
o) OHO O\/\
HO
Hn’{'o OH

8d-ll
Figura 67 Reaccion de [galactosidacion del aceptor alil-glucésido 4d catalizada por

una [-galactosidasa de Kluyveromyces lactis

De acuerdo con el monitoreo por TLC (Figura 68A) del avance de la reaccion, después
de agregar la Kl-B-gal, se observé un consumo de D-Lac, el cual es originado por una

parte, por la liberacion de b-Glc y b-Gal en la reaccion de hidrélisis!208], y por otra, debido
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a la sintesis de oligosacaridos (reaccion de transferencia). En efecto, se observo la
formacion de oligosacaridos de galactosa desde tiempos iniciales (O h), y estos inician
a ser hidrolizados después de 1 h de reaccion. Después del analisis por TLC, no se
observo una diferencia considerable entre el perfil de productos entre la reaccion y el
control (Figura 68A). Se decidio realizar un analisis por LC-MS de una muestra a las 24
h, el espectro de masas (Figura 68B) mostro algunas senales que se identificaron como
aductos de sodio [M+Na]*=404.765 m/z, amonio [M+NH4]*=399.740 m/z y una senal
que corresponde al aducto deshidratado y con pérdida de la aglicona [M-C3HsO-
H20]*=144.887 m/z. De ello resulta que, bajo las condiciones de reaccion anteriores
(Figura 67), a las 24 h se obtiene el correspondiente producto B-galactosilado 8d-I. No
obstante, el producto observado en LC-MS podria ser un alil-allolactosidol209! (Gal-
B1—6-Glc), un producto de la formacion de un enlace glicosidico f1—6 en Cs—OH del
alil-glucésido 4d. De la misma forma; aunque no se detectd sehal de productos
poligalactosilados, muy probablemente por la naturaleza catalitica de la KI-p-gal210-212],

pudieran haberse sintetizado los productos 8d-l.
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Figura 68 Analisis por TLC de la glicosilacion enzimatica del glicomonémero (alil-
glucosido 4d) y deteccion del producto glicosilado 8d-I por LC-MS.

A) cromatografia en capa fina (TLC). Glucosa (Glc), galactosa (Gal) y lactosa (Lacpi-sa).
Avance de la reaccion (h), desde el tiempo inicial (O h, sin enzima; SEnz, con enzima;
CEnz) hasta las 24 h de reaccion. Revelador a-naftol/H2S0a4, 100 °C). Control [KI-B-gal

y Lac. B]. B) Muestra de 24 h de reaccion. Aductos representativos (m).
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6.2.1.4 B-Fructofuranosilacion de alil-glucésido utilizando una levansacarasa de

Bacillus subtilis

La levansacarasa de Bacillus subtillis (LevSacB) posee una capacidad para sintetizar
analogos de sacarosa (D-Suc) y derivados B-D-fructosilados [213-215], Por consiguiente, se
utilizé LevSacB (1 U mL1) para transferir residuos B-D-fructosilo de la D-Suc (600 mM,
439.56 umol) hacia el aceptor no convencional alil-glucésido 4d (800 mM,
329.67 umol). Las condiciones de reaccion anteriores (Figura 69) se eligieron en

funcién de lo descrito previamente en la literatura 871,
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4d
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HO HOl  “oH
n O
o
H&ﬁwow
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9d-Il
Figura 69 Reaccion de ffructofuranosilacion del aceptor alil-glucosido 4d catalizada

por una levansacarasa de Bacillus subtilis

Reaccion de 48 h donde n>2.

La fructosilacion de 4d se monitored por TLC, en la Figura 70 se observé que la D-Suc se
transformo6 en monosacaridos (Glc, Fru) y fructooligosacaridos (FOS), asi como polimero.
Después de 1 h de reaccion, se observo la formacion evidente de producto fructosilado.
La enzima LevSacB tiene una alta regioselectividad para fructosilar el C1—OH de
aceptores a-aldosasl216l; b-monosacaridos, D-disacaridos, deoxi-azlcares, ceto-azlcares
y L-azUcares. Por el contrario, el aceptor 4d es un azlcar no reductor, en otras palabras,
su C1-OH se encuentra ocupado por la aglicona —0-CH>—CH=CH.. Este tipo de aceptores
donde el OH del carbono anomérico no esta disponible, se han fructosilado
previamentel87l, De modo que, los productos fructosilados que se observaron en la TLC

deberian ser el resultado de la fructosilacion de 4d en la posicion Ce-OH.
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Los productos mono y difructosilado se identificaron como alil-blastosido 9d-l (R~=0.55,

CHCI3:MeOH:H20 30:20:4)

y Fruf-(2—6)-O-alil-blastosido  9d-ll

(n=2)

(R=0.47,

CHCI3:MeOH:H20 30:20:4). Los resultados del monitoreo de la reaccion por TLC

mostraron que la sintesis de los productos mono- y difructosilados, se ve favorecida en

tiempos cortos de reaccion, dado que al dejar que la reaccion avance hasta por 48 h

resulta contraproducente para el aumento de los productos fructosilados. Ciertamente,

se observo una completa hidrélisis del Fruf-(2—6)-0O-alil-blastosido (9d-ll, n=2) a las 24

h de reaccion. En cambio, en dicho tiempo de reaccion, se percibe la formacion de

productos polifructosilados asi como de polimero de levanal217], Desde el punto de vista

de que LevSacB tiene capacidad para transferir varios residuos fructofuranosilo y

construir series de fructooligosacaridos (FOS). Muy probablemente, en la mezcla de

productos polifructosilados estén presentes los alil-blastooligosacaridos (9d-ll, n>2)

correspondientes (Figura 69).

Silica gel; CHCI3:MeOH:H,0 (30:20:4); a-naftol/H,S0,4, 100°C
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Figura 70 Analisis por cromatografia en capa fina (TLC) de la Bfructofuranosilacion

enzimatica del glicomonémero 4d

Glucosa (Glc), fructosa (Fru), sacarosa (600 mM, SucCaic(a1e2p)-Fru) Y fructooligosacaridos

(FOS). Avance de reaccion (h), desde el tiempo inicial (O h, sin enzima; SEnz, con enzima;

CEnz) hasta las 24 h de reaccion. Revelador a-naftol/H2S04, 100 ° C. Control [LevSacB y Suc].
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6.3 Sintesis de glicopolimeros

6.3.1 Sintesis de glicopolimeros mediante reacciones de copolimerizacion a partir de

monoémeros alilo y vinilo

El producto polimerizado, denominado polimero-4d, se obtuvo a partir de las
condiciones de reaccion descritas en la Figura 71Ay bajo la estrategia de polimerizacion
por radicales libres. A partir del glicoménomero alil-glucésido 4d, preparado en ChCIl:MA
(1:2) usando alcohol alilico (seccion 5.10.2), se efectuaron reacciones exploratorias de
polimerizacion en DMSO y DMF (Seccién 5.12). Después de 72 h se tomaron muestras
de cada reaccion y se precipitaron con metanol (Figura 71B) y se centrifugaron. El
sobrenadante y el precipitado (disuelto en agua) se analiz6 por cromatografia de
permeacion en gel (GPC). En el cromatograma de la Figura 71C muestra que en las
condiciones de polimerizacion exploradas se obtuvo producto de polimerizaciéon. Como
estandar de calibracion para GPC se utilizo levada de bajo peso molecular (Levimw=8.5
kDa). La comparacion de este con los picos observados en las muestras de reaccion,
confirmaron la presencia de producto polimerizado. En efecto, dicho polimero posee un
peso similar al de Levimw. No obstante, el perfil cromatografico de los picos de polimero
observados muestra una distribucion del peso molecular amplia. En este sentido, es de
suponerse una amplia polidispersion en el peso molecular de las moléculas sintetizadas.
Se conoce que la polimerizacion por radicales libres es un método versatil y robustol92-
93], permite polimerizar diversos monémeros. y utilizar diferentes disolventes!93. 97-99],
Sin embargo, se sabe de su limitada capacidad para controlar el peso molecular en
procesos de polimerizacionl218l, A pesar de todo, las condiciones de polimerizacién
(Figura 71A, ), coinciden con lo reportado previamente en polimerizaciones de
glicomondémeros que contienen glucosal?19. 2201 Y fueron lo suficientemente adecuadas
para obtener producto de polimerizacion. Adicionalmente, los resultados de GPC
mostraron que el disolvente mas adecuado para llevar a cabo la sintesis de polimero-4d
es DMSO.

Una vez que se determinaron las condiciones adecuadas para polimerizar al
glicomondémero 4d, se ensay6 una reaccion de polimerizacidon a mayor escala, destinada

a producir suficiente muestra para poder realizar diferentes analisis espectroscopicos.
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Figura 71 Reaccion de polimerizacion, deteccion de producto y analisis por

cromatografia de permeacion en gel (GPC)

El polimero producido, se purificd por dialisis para eliminar restos de mondémero 4d sin
reaccionar. El glicopolimero se obtuvo en cantidades minimas, por lo que la
caracterizacion estructural se Ilimit6 a espectroscopia de infrarrojo (IR). La
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) es un método versatil
para caracterizar e identificar polimeros [221-223]_ Cijertamente, se ha utilizado FT-IR para
caracterizar, monosacaridos!?24l,  oligosacaridos[225-227]  polisacaridos(228-230] vy
glicopolimeros!230-232], Debido a la reducida cantidad de glicopolimero con la que se
contaba. Para la FT-IR se utilizdé un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR), esta
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técnica que esta basada en el analisis de los picos de bandas de absorcion a ciertos
numeros de onda, se combina con técnicas de reflectancia total atenuda, para hacer
posible recuperar las muestras y emplear cantidades reducidas del analito en
cuestion(233l, Lo anterior permitié analizar la muestra directamente en fase sélida sin
ninguna preparacion previal234-237], De esta manera, para determinar la estructura del
glicopolimero (Polimero-4d, Figura 72) se analizaron las bandas de frecuencias
observadas en espectroscopia de infrarrojo. Las bandas obtenidas resultaron
caracteristicas de la naturaleza de los enlaces presentes en la muestra de polimero
analizada. En el espectro de ATR-FT-IR (Figura 73), se ilustran las bandas mas

representativas del espectro, estas se dividieron en tres zonas principales (I, II, ll).

Polimero-4d

Figura 72 Estructura del polimero obtenido de la polimerizacion por radicales libres
del glicomondémero alil-glucosido 4d.
En m carbonos del residuo a/B-glucopiranosil y propilo (—-O—-CH2—CH—CH2-). Entre ()

unidad monomeérica del polimero, n= nidmero de veces que se repite dicha unidad.

En la region de 3800-2800 cm-! (Figura 73 , zona |) se observé una banda intensa y
ancha (3336 cm1) que corresponde a una tension asimétrica (v) del estiramiento O—H,
la cual es tipica de enlaces OH con presencia de interacciones tipo enlace hidrogeno
[v(OH)ng]224. 238-240] confirmando la presencia de residuos de azlicar en la muestra de
polimero analizado. En efecto, dicha banda 3336 cm® v(OH)us Se debe al considerable
ndmero de grupos OH que posee el residuo de azlcar en el glicopolimero (Polimero-4d,
Figura 72). Igualmente, se identificé un par de bandas importantes en 2920 cm1y 2888
cm. La banda situada en 2920 cm® se asignd a una frecuencia de tension simétrica
(vs) C—H[2401, Dicha frecuencia 2920 cm' vs(CH2) se ha reportado que pertenece al

metileno exociclico CH2 del carbono 6 (Cs) de la glucosa (2411, En 2888 cm-1 se observd
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una banda de metino (C—H), que procede de las contribuciones de estiramientos v(CH)c,

en el carbono 3y vs(CH)c, en el carbono 11240 242],

Con respecto a la zona Il de la Figura 73; entre 1600-1200 cm-2, también se identificaron
frecuencias de flexion C—H. La flexion en tijereo (8) en el plano 1457 cm- 1 §(CH2)[224. 240,
243, 244] sugiere la presencia de grupos metileno (CH2) en el polimero como los CH2 en
C1 y Cz del residuo propilo (Glcp—O—CH2—CH-CH2—, Figura 72). Aunque también podria
originarse del hidroximetileno exociclico (—CH2—OH) del residuo o/B-glucopiranosilt241l,
En esta misma zona ll, alrededor de 1470-1200 cm-1, se encontraron bandas de flexion
(B) de balanceo en el plano 1419 cm1 B(CH)242l y de aleteo (o) fuera del plano 1374
cm® (CH2), con contribucion de los estiramiento OH[240. 2441 Dichas senales son
inherentes de grupos —CH—y —CH2—, lo que confirma la presencia de cadenas formadas
por grupos —CH-y —CH2—, en la estructura del Polimero-4d (Figura 72). Por otra parte,
en la zona lll (Figura 73) se observé una banda 1153 c¢cm-1 v(COC), v(CC) atribuida a la
frecuencia de tension asimétrica en el enlace glucosidico (—C2H—C10,/sHO—C1'Ho—)[224. 228,
244,245] Asi como una banda en 1074 cm1v(CC), particular de D-(+)-Glcp[228, 240, 244-246]
Efectivamente, las bandas (1013 cm, 928 cm1) de flexion de balanceo en el plano
B(COH), B(CH) de C1 y de tension simétrica en el enlace glucosidico vs(COC)I228. 240, 243,
245], Asi como la frecuencia de balanceo en el plano 762 cm p(CH2)240l. Fueron
suficientes para confirmar la estructura del producto (Polimero-4d, Figura 72) de

polimerizacion del glicomondémero alil glucosa 4d (Polimero-4d, Figura 71A).
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Figura 73 Caracterizacion estructural del producto de polimerizacion del alil-glucosido
4d por ATR-FT-IR

En eje x frecuencia en nimero de onda (cm-1) barrido de 4,000-600 cm. En el eje y
porcentaje de transmitancia (%). Frecuencia de tension; asimétrica (v) y simétrica (vs),
frecuencias de flexion; flexion en el plano (B), tijereo en el plano (3), balanceo en el
plano (p), aleteo fuera del plano (®) y torcion fuera del plano (t). Chr=frecuencia
carbono en particular, donde C=atomo de carbono y n nimero en la estructura del

polimero. Subindice wg para interaccion de enlace de hidrégeno.

Por otra parte, con el fin de obtener polimeros que tuvieran una region hidrofilica y al
mismo tiempo en su estructura se encontraran zonas hidrofobicas, también se explord
la posibilidad de sintetizar copolimeros anfifilicos!”], basados en la presencia de dos
bloques diferentes, unidos quimicamente de manera lineal. Los cuales permitirian
construir una variedad de estructuras a partir de esta clase de polimeros[247], La sintesis
del copolimero se realiz6 bajo las condiciones ilustradas en la Figura 74A y descritas en
la seccion 5.12.2. A las de 72 h la reccion se precipitd con metanol (Figura 74B).
Después de analizar el precipitado por GPC, se observo un pico con (R=10.9 min) en la

reaccion con iniciador (AIBN) y sin indicador de radicales libres. Lo cual indica que, en
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las condiciones previamente establecidas, no es necesario el iniciador para llevar a cabo
la sintesis de polimero, dado que la sensibilidad de los grupos —CH=CH2 es a adecuada
para llevar a cabo una termopolimerizacion(248l, Por razones de tiempo e infraestructura
no se terminé por ATR-FT-IR la estructura del Copolimero-4d/10a. Unicamente se
identifico la sintesis de producto por cromatografia (Figura 74C). Aunque considerando
lo reportado en la literatura [7: 249, 2501 es muy probable la obtencion de un copolimero

funcionalizado con azucares libres (alil-glucosido 4d) y azucares protegidos (1-O-vinil-

fructopiranosido 10a).

0
HO ]i;;557
HO O o QLo AIBN
HO ¢+ |f§ ‘JZE —_ =

DMSQ, 65°C

Polimero-4d/10a

4d+10a 4d+2a
N -
N 10 vol MeOH
—’.
F - ¢
DMSO DMSO
45
4d+10a
35
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=215
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N
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Figura 74 Copolimerizacion de alil-glucésido 4d con 1-O-vinil-fructopiranosido 10a y
deteccion del copolimero funcionalizado por cromatografia de permeacion en gel
(GPC)

En m reaccion sin iniciador (AIBN) y en = reaccion con AIBN. En eje x tiempo de

retencion (R, min) y en y microunidades de indice de refraccion (uRIU).
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7 CONCLUSIONES

En este trabajo se desarroll6 una estrategia quimioenzimatica novedosa para la sintesis
dirigida de glicopolimeros, empleando, por un lado, disolventes neotéricos y modulables
como son los disolventes eutécticos profundos naturales (NADES). Particularmente, la
mezcla eutéctica cloruro de colina y acido malénico (ChCl:MA 1:2) se utilizd como medio
de reaccion y como catalizador, lo que permitié obtener azlcares con diversos grupos
polimerizables (glicomondmeros). El uso de dichos medios neotéricos representa un
avance en el desarrollo de procesos de quimica verde, puesto que, utilizando materia
prima renovable fue posible construir un medio capaz de actuar como disolvente y
ademas, ser lo suficientemente acido para catalizar la formacion de enlaces glicosidicos
via glicosilacion de Fischer. Este trabajo representa uno de los primeros reportes para
formar azlcares protegidos, alil-glicosidos y propargil-glicosidos en NADES.
Efectivamente, el sistema ChCI:MA (1:2) fue capaz de incorporar grupos alilo y
propargilo, de manera simple y especifica sobre el carbono anomérico de diferentes

monosacaridos, asi como, distintos oligosacaridos.

En la misma forma, se evaluaron diversas enzimas activas en carbohidratos que
permitieron la construccion de secuencias glicosidicas particulares (glicomonémeros
funcionalizados) y de esta manera se logré sintetizar varios glicomonémeros
funcionalizados. Finalmente, la versatilidad y funcionalidad de esta plataforma de
sintesis, se valido polimerizando al glicomondmero alil-glucopiranosa, permitiendo la
integracion de un proceso versatil, sencillo y metodolégicamente compatible con los

principios de la quimica verde.
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8 PERSPECTIVAS

= Optimizar las condiciones de reaccion para obtener alil- y propargil- glicosidos con
alto rendimiento y/o conversion (=50%).

» Disenar diferentes NADES utilizando acidos débiles como donadores de enlace
de hidrégeno (por ejemplo, acido oxalico, acido malico, acido maleico, acido
lactico y acido malonico) y diferentes aceptores de enlaces de hidrégeno (cloruro
de colina, betaina, urea e histidina), y clasificarlos de acuerdo con su acidez.

= Determinar la capacidad de dichos NADES para catalizar la derivatizacion y
alquilacion de glucosa, para posteriormente, determinar el mejor NADES vy
extender la transformacion a otros azlcares y/o oligosacaridos. Al mismo tiempo
disenar NADES que sean compatibles con reacciones de glicosilacion enzimatica.

» Estudiar el mecanismo de reaccion que gobierna la glicosilacion quimica en
NADES. Determinar los factores que establecen la esteroselectividad de la
reaccion y como el NADES interviene directa o indirectamente sobre la proporcion
de andémero (ao/f) obtenido, lo cual permitiria desarrollar sistemas para
reacciones de organocatalisis.

= Optimizar o explorar otros métodos de polimerizacion que permitan obtener altos

rendimientos en la polimerizacion o copolimerizacion de glicomondmeros.
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