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1. INTRODUZIONE

1.1 Le sostanze or ganiche natur ali

La natura € da sempre un’ affascinante fonte d’ interesse per gli studiosi ala continuaricerca di
nuove sostanze. Fin dai tempi piu remoti, infatti, I’uomo ha imparato a conoscere, poco a
poco, le proprieta medicinali di molte piante e ad utilizzarne foglie, semi, rizomi ed essenze a
SCOpoO curativo.

Con il termine “composti naturali” s intende tutte quelle sostanze prodotte da organismi
viventi. Esse sono generalmente suddivise in tre ampie categorie:

- metaboliti primari: composti presenti in tutte le cellule che giocano un ruolo fondamentale
nel metabolismo e riproduzione. A guesta classe appartengono gli acidi nucleici, gli zuccheri
e gli aminoacidi.

- metaboliti secondari: composti presenti solo in gecifici organismi o gruppi di organismi;
sono espressione dell’ individualita della specie.

- composti polimerici: esempi sono la cellulosa, lalignina, le proteine che formano la struttura
celulare.

| metaboliti primari esercitano il loro effetto biologico principalmente al’interno della cellula
o dell’ organismo responsabile della loro produzione.® Per i metaboliti secondari nella grande
maggioranza dei casi non erano ancora noti né la funzione né i vantaggi apportati
all’organismo che i produce; purtuttavia vi € attualmente un grande interesse nella loro
estrazione da fonti naturali, modificazioni strutturali e studio delle attivita biologiche in
quanto S € osservato che hanno spesso un ruolo ecologico nella regolazione delle
interazioni fra piante, microrganismi, insetti e animali. Alcuni, infatti, sono composti tossici
prodotti per la difesa dalla predazione; altri sono composti volatili che fungono da attrattori.
In genere si assume che i metaboliti secondari svolgono un ruolo vitale che concorre al

benessere dell’ organismo che li produce.?

1.1.1 | metaboliti secondari

| metaboliti secondari sono caratterizzati da un’ermorme variabilita strutturale, presentano
centri chirali e diversi gruppi funzionali che ne determinano la specifica attivita. Tuttavia, la
maggior parte di questi composti appartiene ad un numero limitato di famiglie, ognuna delle
quali conparticolari caratteristiche strutturali derivanti dallaloro biosintesi.*

Tali composti derivano dai metaboliti primari. Infatti, & sostanze provenienti da processi

fondamentali quali la fotosintesi, la glicolisi ed il ciclo di Krebs possono originare intermedi



biosintetici denominati “mattoni biosintetici”. Il numero di mattoni biosintetici necessari a
costruire una grande varieta di composti € sorprendentemente piccolo; quelli di gran lunga piu
importanti nella biosintesi di metaboliti secondari derivano da acetil coenzima A (acetil CoA),

acido shikimico e mevalonico le cui formule di struttura sono riportate in Figura 1.
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Figura 1. Strutturachimicadei principali “ mattoni biosintetici”.

La via biosintetica dell’ acetil-CoA conduce ala formazione di acuni fenoli, prostaglandine e
antibiotici macrolidi, oltre a una gamma di acidi grass e loro derivati. La via dello shikimato
genera un’ampia gamma di fenoli derivati dell’ acido cinnamico, lignani e alcaloidi. La via del
mevalonato infine, e responsabile della biosintesi di metabolici terpenici e steroidici.

E importante notare che i metaboliti secondari possono essere sintetizzati anche combinando
mattoni biosintetici dello stesso tipo o diversi; questo ne accresce la varieta strutturale.

Tutte le sequenze di reazioni delle vie biosintetiche, tranne pochissime eccezioni, sono
catalizzate da enzimi, molecole proteiche che facilitano la modificazione chimica dei substrati
grazie alaloro capacita di legarli specificamente.?

Leprincipali class di metaboliti secondari sono:

- polichetidi e acidi grassi

- fenali

- terpeni e steroidi

- fenil propanoidi

- dcaoidi

- aminoacidi e peptidi specializzati

- carboidrati specializzati.!

In questo lavoro di ted, I’ attenzione e stata rivolta in particolare ai composti fenolici.

1.1.2 1 composti fenolici

Il termine “composti fenolici” comprende un elevato numero di metaboliti secondari

caratterizzati dalla presenza, nellaloro struttura chimica, di un anello aromatico con uno o piu
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sogtituenti ossidrilici. In alcuni casi la funzione ossidrilica € metilata o glicosilata. Inoltre,
possono essere presenti atri gruppi funzionali che influenzano le loro proprieta chimico-
fische. Come gia detto, tali composti derivano dalla via biosintetica dell’ Acetil-CoA o
dell’acido shikimico. Una caratteristica distintiva di un sistema aromatico derivante
dall’ acetato e che i sostituenti ossigenati si trovano legati in maniera alternata ad atomi di
carbonio del ciclo. La presenza di sostituenti in meta distingue, dungue, questi composti da
quelli derivanti dell’acido shikimico. Sebbene un cospicuo numero di sostanze fenoliche sia
stato ritrovato in organismi animali, la presenza della componente fenolica € una caratteristica
peculiare dei tessuti vegetali. Alcune migliaia di molecole aventi struttura polifenolica, infatti,
sono state identificate in piante superiori, e alcune centinaia in piante commestibili. Queste
molecole sono generalmente coinvolte nella difesa dell’ organismo da radiazioni ultraviolette
0 daaggressioni da parte di agenti patogeni. | composti fenolici potrebbero essere divisiin 10
class generali in funzione del numero di anelli fenolici che contengono e degli elementi
strutturali che legano questi anelli gli uni agli altri, e ne sono stati descritti piu di 8000. Quelli
piu abbondanti nel regno vegetale sono gli acidi fenalici, i lignani, gli stilbeni e i flavonoidi;
tra questi composti, gli acidi fenolici e i flavonoidi rappresentano rispettivamente il 30% e il
60% dei polifenoli totali assunti con la dieta mediterranea. >*

Gli acidi_fenolici comprendono due classi: quelli derivanti dall’acido benzoico e quelli

derivanti dall’ acido cinnamico (Figura 2).

Acidi id rossth enzoici Acidi id rossicinnamici
a1 F1
Fa Fz
. \
Fa OH

R,=R.,=0H, F.=H: A cid o protocatechico R,=0OH, F,=H: Acid o cumarico
E=F,=RE;=0H: Acid o gallico R,=R,=0H: Acido ajfeico
E,=0CH,, F,=0H: Acidoferulico

Figura 2. Strutture chimiche degli acidi fenolici piu abbondanti in natura.

Il contenuto di acido benzoico nelle piante commestibili € generalmente molto basso ad
eccezione di acune specie (frutti rossi, ravanello nero e cipolle) che ne contengono
concentrazioni di acune decine di milligrammi per chilogrammo di peso fresco.” Il t& &
un’ importante fonte di acido gallico (piti di 4.5 g/Kg di peso fresco).® Gli acidi idrossibenzoici

sono monomeri di composti a struttura piu complessa quali i tannini idrolizzabili; i



gallotannini, per esempio, sono ritrovati nel mango, gli ellagitannini in alcuni frutti rossi come
fragole, lamponi, e more.” Nelle piante, I'acido 4-idrossibenzoico s forma attraverso la
degradazione della catena laterale dell’acido cinnamico il quale € invece formato dalla
deamminazione della fenilalanina. Altri acidi cinnamici sono ottenuti da ulteriori reazioni di
ossidrilazione e metilazione che, in sequenza, costruiscono la disposizione dei sostituenti
tipica della via dello shikimato, cioé |’ ossigenazione in posizione orto.? | piti comuni sono:
acido p-cumarico, caffeico, ferulico e sinapico (Figura 2). Possono esistere siain forma cis
dain forma trans, interconvertibili per effetto della luce UV. Ess s ritrovano nelle piante
d olivo,® ndll’orzo,® nella crusca ° nei semi di girasole,'! nella farina di colza.'? Raramented
trovano in forma libera; infatti, sono per lo piu derivati glicosilati o esteri di acido chinico,
shikimico o tartarico. Gli acidi caffeico e chinico si combinano a formare |’ acido clorogenico
(Figura 3) presente in molti tipi di frutti ed in alte concentrazioni nel caffé (70-350 mg per
singola tazza).*® L’ acido caffeico, in entrambe le forme libera ed esterificata, € generamente
il piu abbondante acido fenolico e rappresenta tra il 75% e il 100% del contenuto totale di

acidi idrossicinnamici di molti fruitti.

Figura 3. Struttura chimicadell’ acido clorogenico.

| lignani sono formati da due unita di 2-fenil propano (Figura 4); costituiscono i monomeri
della lignina, un materiale polimerico che rinforza le pareti delle cellule vegetali fungendo da
matrice per le microfibre di cellulosa La formazione dei lignani e la biosintesi della lignina
sono catalizzati da enzimi differenti, e una conseguenza di questo é chei lignani naturali sono
enantiomericamente puri perché sono prodotti da un accoppiamento controllato
stereochimicamente, mentre le perossidasi che formano la lignina generano prodotti racemici
attraverso un processo d’ accoppiamento casuale. La maggiore fonte di lignani nella dieta € il
seme di lino che contiene in prevalenza secoisolariciresinolo (> 3.7 g/lkg di peso secco) e
minori quantita di matairesinolo. Tracce di tali lignani s riscontrano anche in dtri cereali,

frutta e a cuni ortaggi. '
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Figura 4. Struttura chimica del secoisolariciresinolo.

Gli stilbeni sono prodotti biogeneticamente dalla combinazione della via dell’ acetato e dello
shikimato come, ad esempio, riportato nello Schema 1 per il resveratrolo,? un composto
presente in natura nelle due forme isomeriche cis e trans, con la forma trans piu comune e
con maggiore attivita biologica.'® Fu identificato per la prima volta nell’uva da vino Vitis
vinifera nel 1976, ed oggi € stato ritrovato in piu di 70 specie di piante. Tra le maggiori fonti
di resveratrolo s ricorda la Polygonum cuspidatum, un’erba usata nelle medicine tradizionali

cinese e giapponese. Le fonti primarie nella dieta umana sono le arachidi, I'uva, eil vino.*®

OH
Coz l O0H
OH

didroasicinnamoil Ced Resveratrolo

Schema 1. Esempio di viabiogeneticadi stilbeni: il resveratrolo.

| flavonoidi (Figura 5) sono la pit ampia classe di polifenoli presenti in natura, ne sono stéti
descritti piu di 5000. Essi hanno una struttura comune costituita da due anelli aromatici A e B
e da un anello benzopiranico C, possono a loro volta essere divisi in 6 sottoclass in funzione
del tipo di eterociclo coinvolto: flavonaoli, flavoni, isoflavoni, antocianidine e flavanaoli

(catechine e proantocianidine).

e

Figura 5. Struttura chimicabase di flavonoidi.



Anaogamente agli stilbeni, anche i flavonoidi sono un esempio di vie biogenetiche miste. |
loro precursori sono i calconi; I'anello A deriva da una molecola di resorcinolo o
floroglucinolo sintetizzati dalla via dell’ acetato e possiede, infatti, i sostituenti ossigenati nelle
caratteristiche posizioni 5 e 7. Rer attacco nucleofilo tipo Michael dell’OH sul chetone a3
insaturo s ottiene I’anello B, a sua volta derivante dalla via dello shikimato, normalmente

ossidrilato, infatti, nelle posizioni adiacenti 3', 4’, 5’ (Schema 2).

0 3 xmalordl Cod 0 SCoA
/ HO
CaAS ’ ream.cm di Claizer
A -:aJJ:ume sititasi
a

didrossicimnamoil CeA narimgenm-caloone

RariRgendg

Schema 2. Esempio di biosintesi di un flavonoide.

| flavonoidi pit abbondanti nel regno vegetale sono i flavonoli (anello C: 3-idrossi piran4-
one Figura 6).}" Tra questi il piU rappresentativo @ la quercetina presente in molti frutti,
ortaggi e bevande. E’ particolarmente abbondante nelle cipolle (0.3 mg/g di peso fresco) e nel
te (10-15 mg/l). E solitamente presente sottoforma di O-glicoside; pertanto sono stati
identificati piu di 170 differenti quercetina-glicoside, anche se il D-glucosio e il residuo
zuccherino piu frequente.'® | flavonoli s accumulano nei tessuti esterni, poiché la loro

biosintes e stimolata dalla luce.
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Figura 6. Strutturachimicadi alcuni flavanoli.

| flavoni (Figura 7) sono molto meno comuni, rispetto ai flavonoli, nella frutta e verdura. Si
ritrovano soprattutto come glucosidi di luteolina e apigenina. Le uniche fonti commestibili
importanti identificate sono il prezzemolo e il sedano. Cereali come miglio e frumento

contengono C-glucosidi di flavoni.
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Figura 7. Struttura chimicadi acuni flavoni.

Labuccia di agrumi contiene grandi quantita di flavoni polimetossilati: tangeretina, nobiletina
e sinensetina (> 6.5 g/l di olio essenziale di mandarino), che risultano essere i flavonoidi con

maggior carattere idrofobico (Figura 8).

nobileting

Figura 8. Strutturachimicadi alcuni flavoni polimetossilati.



| flavanoni (Figura 9, sono presenti nei pomodori, in acune piante aromatiche come la
menta, e ad alte concentrazioni negli agrumi. | principali agliconi sono la naringenina nei
pompelmi, I’ esperetina nelle arance e feriodictiolo nel limoni. | flavanoni sono generalmente
glicosilati ca un disaccaride in posizione 7, 0 un neoesperidosio che conferisce il sapore
amaro (esempio: con la naringenina nei pompelmi), o un rutinosio che & insapore® Un

bicchiere di succo d arancia contiene trai 40 ei 140 mg di flavanoni glicosilati.®
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Figura9. Strutturadi flavanoni.

Gli isoflavoni (Figura 10) sono composti simili strutturalmente agli estrogeni. Sebbene non
siano steroidi, hanno gruppi ossidrilici in posizione 7 e 4’ in una configurazione spaziae
analoga a quelli presenti nell’ estradiolo. Questa caratteristica conferisce proprieta pseudo-
ormonali agli isoflavoni, inclusa la capacita di legarsi ai recettori degli estrogeni; per questa
ragione sono classificati come fitoestrogeni. Gli isoflavoni s ritrovano quasi esclusivamente

nelle piante leguminose quali lasoia®

E,=H; Daidzeina
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Figura 10. Strutturachimicadi alcuni isoflavoni ed estradiolo.

| flavanoli possono essere in forma monomerica (catechine) o polimerica (proantocianiding).
Essendo presenti due centri chirali (C2 e C3), sono possibili quattro stereoisomeri. Tra questi,



i piu diffus in natura sono la (+)-(2R,39)-catechina e la (-)-(2R,3R)-epicatechina,

comunemente indicate con (+)-catechina e (-)-epicatechina (Figur a 8).

28 ks

Figura11. Struttura chimicadi catechina ed epicatechina.

Le catechine s trovano principamente nelle susine, nelle mele, nelle fragole, nelle ciliegie,
nelle lenticchie, nel cioccolato e nel fagioli, con una concentrazione massima osservata di 49
mg/100 g nelle susine e di 157 mg/100 g nei fagioli grandi. Sono presenti anche negli acini
d uva, mentre nei semi e nella buccia s ritrovano le procianidine.

Infine, € nota una classe di polifenoli di pregio proveniente dalla via biogenetica del
mevalonato, i secoiridoidi, composti ritrovati solo nelle piante appartenenti alla famiglia delle
Olearaceae che include la Olea europea L.. Sono caratterizzati dalla presenza di acidi
elenolici nelle loro forme glucosidiche o come agliconi; in particolare, sono costituiti da un

feniletil alcol (idrossitirosolo e tirosolo), acido elenolico e, eventualmente, un residuo

glucosidico (Figura 12).%
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Figura 12. Esempio di struttura chimicadi secoiridoidi.



Recentemente, e stata identificata un’atra classe di fenoli naturali nell’olio extra-vergine
d oliva, gli idrossisocromani (Figura 13).2! Isocromani e derivati sono composti presenti in
natura come parti di complesse molecole costituenti ad esempio la lignina di pino Pinus
taeda L.).%
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Figura 13. Strutturachimicadi idrossiisocromani naturali.

1.1.3 Ruolo dei fenoli in natura

L'organismo vegetde nel corso della sua evoluzione € riuscito ad instaurare relazioni
dinamiche con animali, altre piante e microrganismi. Esso, infatti, hon essendo dotato di
mobilita, in quanto sessile, non pud sfuggire fisicamente da condizioni sfavorevoli a suo
sviluppo e dai suoi predatori; per questo motivo ha dovuto sviluppare nel corso della sua
evoluziore difese chimiche che sono svolte essenzialmente dai metaboliti secondari.

La classe dei composti fenolici non e distribuita uniformemente tra le diverse famiglie
vegetali eal'interno di una stessa famiglia essi presentano, inoltre, una notevole variabilita di
struttura. Queste caratteristiche indicano che i composti fenolici non fanno un unico ruolo
fisiologico; presentano, infatti, molteplici attivita biologiche che sono influenzate dal numero
e dalla natura del gruppi sostituenti presenti sulla struttura base. Per esempio, la presenza di
ossidrili fa si che i composti fenolici possano reagire con specifici gruppi recettori
principalmente per mezzo di legami idrogeno, o partecipare a reazioni di ossidazione che
permettono loro di svolgere precise funzioni fisiologiche all’interno della pianta che vanno
ben al di la di una semplice azione di detossificazione e di accumulo nel vacuolo. | pigmenti
fenalici, oltre a contribuire a colore di fiori e frutti, possono fungere da odori che attirano sui
fiori gli impollinatori. | fiori, infatti, sono il sito della riproduzione sessuae nelle piante da
fiore, ed esplicano laloro attrazione sugli impollinatori anche ricorrendo a segnali odorosi che

molto spesso sono cogtituiti da una complessa miscela di composti appartenenti a diverse
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class chimiche. E' stato dimostrato che acuni composti fenolici svolgono un ruolo
determinante nel processo di crescita della pianta agendo, ad esempio, da cofattori enzimatici.
Si e osservato, ad esempio, che semi di Mélilotus alba non in grado di germinare contengono
guantita elevate di cumarina libera: I’ alontanamento o la degradazione di tale molecola fa
scomparire |’ effetto inibitore. Acidi p-idrossicinnamici, in particolare acido ferulico ed acido
p-cumarico, sono costituenti delle pareti cellulari di molte angiosperme e oltre a fornire i
precursori per la sintes della lignina, influenzano il processo di crescita cellulare. Ricerche
mirate al’isolamento ed all’identificazione di composti che attivano i pulvini delle foglie,
hanno dimostrato che nell’ Acacia, due dei cosiddetti fattori di movimento periodico delle
foglie sono i R-glicosidi dell’acido gallico; in un'altra specie, I’ Oxalis stricta, accanto ad un
derivato dell’acido gallico e stato identificato un derivato dell’ acido 3,4-diidrossi benzoico.
Nella Mimosa pudica e stato identificato un glicoside (5-O-[3-L-gpio-L-furanoside) dell’ acido
gentisico, il quale eil responsabile della chiusura e del successivo ripiegamento verso il basso
delle foglie per risposta ad uno stimolo esterno. Infine, numeros dati sperimentali dimostrano
che i composti fenolici svolgono un ruolo importante nelle interazioni tra la pianta e
Iambiente circostante e che spesso il loro significato debba, quindi, essere visto in relazione
ad atri organismi presenti nello stesso habitat. Ad esempio, € stato recentemente osservato
che i flavonoidi svolgono un ruolo importante nel processo di azotofissazione nelle piante
superiori. Infatti, i batteri appartenenti ai generi Rhizobium, Bradyr hizobium ed Azor hizobium,
mostrano una forte specificita nei confronti di alcuni flavonoidi rilasciati dalle radici delle
leguminose. Alcune classi di sostanze fenoliche presentano un’ attivita antimicrobica in grado
di contrastare efficacemente infezioni fungine, batteriche o virali.>® Tale attivita& manifestata
sia da fenoli preesistenti che da loro metaboliti che s formano nei tessuti vegetali in seguito
al’instaurarsi del processo infettivo (fitoalessine).

In conseguenza della loro ubiquitarieta nel regno vegetale, in particolare nelle piante edibili, i
derivati fenolici si ritrovano naturalmente nella composizione del prodotti di scarto, sia liquidi

gasolidi, di numeros impianti di lavorazione agro-alimentare.
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1.2 Fenali naturali e scarti agroalimentari

Il settore agroalimentare costituisce uno dei comparti produttivi a cui sono attribuite elevate
produzioni di rifiuti speciali, in massma parte non pericolos, solitamente avviati ad
operazioni di recupero ai sens dell’art. 7 del D. Lgs. 22/97. A livello aurropeo gli scarti
agricoli, stimati nell’ordine di 250 milioni di ton/anno, rappresentano un significativo
potenziale per lo sviluppo dell’industria bioenergetica.®* Nell’ area del Mediterraneo, quelli di
maggiore rilevanza sono legati alla lavorazione dei ceredli, dellavite e delle olive. Il problema
dd loro recupero e dello smaltimento s propone sia a livello economico che ambientale; &
quindi necessaria un’ attenta politica di gestione integrata ed interdisciplinare, indispensabile a
garantire la sostenibilita dello smaltimento attraverso varie forme di recuperi successivi ed

esaustivi.
1.2.1 Scarti provenienti dalla lavorazione delle olive

Il settore oleario € molto sviluppato nei paesi dell’area del Mediterraneo, i quali producono
circail 98% del quantitativo mondiale di olio.® In Italia, negli ultimi decenni, I’industria di
prima trasformazione delle olive ha avuto una grande espansione, soprattutto nel meridione,
nelle regioni del centro e in Liguria. Ogni anno, nel nostro paese, durante la stagione
produttiva, circa 6000 frantoi lavorano in media una quantita di 25 milioni di quintali di olive
con una resa media in olio del 20%. Dalla lavorazione delle olive, finalizzata ala produzione
di olio, si ottengono sottoprodotti quali sanse e acque di vegetazione (AV). Dalle sanse si
recupera, mediante estrazione con solventi, I'olio residuo (olio di sansq). Le sanse disoleate
sono utilizzate come fertilizzante o combustibile alternativo.?® Le AV, invece, costituiscono
un rilevante problema economico per la loro composizione chimica, per |’enorme massa
globale di refluo prodotta ogni anno (3" 10” nT) e per le difficolta organizzative correlate a
numero e alla distribuzione geografica dei frantoi.?” Inoltre, b loro composizione chimica
presenta un’ampia variabilita dipendente dalle condizioni climatiche, geografiche, dala
varieta delle olive, dall’'impiego e dal tipo di fertilizzanti, dal grado di maturaziore e
conservazione delle drupe, dall’eta della pianta e dal sistema di estrazione dell’ olio. Essa,
inoltre, pud essere modificata anche dalla miscelazione con le acque di lavaggio dell’impianto
oleario che possono contenere saponi e detergenti. Mediamente, le AV contengono I'83% di
acqua, il 15% di sostanza secca e il 2% di sali minerali.?®® Fra i componenti organici,
prevalgono i carboidrati, sia come zuccheri semplici (glucosio, fruttosio, raffinosio, mannosio
e xilosio) che complessi (cellulosa e pectine); gli acidi organici (acetico, tartarico, lattico e

malico) che rendono il pH delle AV leggermente acido (pH=4.9-6.5); le sostanze azotate, tra
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le quali numerosi aminoacidi (in particolar modo acido glutammico e prolind) che
conferiscono alle AV un notevole potere tamponante verso gli acidi e le basi. Inoltre, relle
AV sono presenti anche composti mono e polifenolici, sostanze in grado di inibire i process
metabolici di alcune specie di microrganismi e responsabili della tossicita del refluo. Tra
questi, vi sono fenoli semplici, flavonoidi, catechine (nelle olive scure anche antocianosidi e
antocianine)®® e polimeri originati dall’accoppiamento ossidativo dei fenoli semplici
(pigmenti catecolmelaninici). | componenti fenolici piu importanti delle AV sono
idrossitirosolo, tirosolo, acido 3,4-diidrossifenilacetico, acido 4-idrossifenilacetico, acido

caffeico, acido p-cumarico e acido ferulico (Tabella 1).*

Fenoli contenuti nelle AV Concentrazione (mg/l)
Idrossitirosolo 1433.4
Tirosolo 851.0
Acido 3,4-diidrossifenil acetico 87.9
Acido 4-idrossifenil acetico 274.0
Acido caffeico 321.0
Acido p-cumarico 298.0
Acido ferulico 95.0

Tabella 1. Principali composti fenolici abasso P.M. contenuti nelle AV.

1.2.2 Scarti provenienti dalla lavorazione del vino

Secondo I’ Office International de laVigne et du Vin”, un organismo intergovernativo di tipo
tecnico e scientifico fondato nel 2004, la produzione globale di vino risulta essere di circa 267
milioni di ettolitri; quella italiana costituisce il 20% di quella mondiae e il 33% di quella
europea pari acirca 155 milioni di ettolitri.

Gli scarti derivanti dalla produzione del vino sono principalmente costituiti da vinacce e
fecce. Con il termine vinaccia s intende per lo piu la parte solida derivante dalla pigiatura
ddl’uva, in particolar modo le bucce. Indicativamente per 100 Kg di uva s ricavano 80-85
Kg di mosto, 9-10 Kg di vinaccia (intesa come bucce), 3-4 Kg di raspi e 3-4 Kg di vinaccioli.
Nell’uva, e quindi nei suoi scarti, sono presenti sostanze polifenoliche per o piu localizzate
nelle frazioni solide. Poiché, anche in questo caso, la formazione dei polifenoli é strettamente
collegata ale condizioni climatiche, il contenuto di biofenoli nell’uva pud variare

sensibilmente. In generale, composti chimici che costituiscono la vinaccia sono piu di 300 e
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sono piu numerosi di quelli del vino. Le sostanze polifenoliche delle uve sono derivati del
flavone e dell’acido gallico o acido protocatechico,®* gli antociani, i tannini e il trans-
resveratrolo. Un'’ utilizzazione di notevole interesse per le vinacce rosse e I’ estrazione degli
antociani, coloranti naturali particolarmente richiesti dall’industria aimentare e da quella
cosmetica dopo il divieto dell’impiego dei coloranti ross di origine sintetica (Direttiva
94/36/EC del 30/06/1994). | tannini sono molecole polifenoliche che hanno la tendenza a
combinarsi con proteine, enzimi ed altri polimeri e s ritrovano in particolare nei raspi, nelle
bucce (quelli ad alto peso molecolare) e nei vinaccioli (quelli a basso peso molecolare).
Anche questa tipologia di scarti, visti i volumi prodotti, sono preziose fonti di biofenoli. 11
recupero dei biofenoli €il primo step per i successivi stadi fermentativi di trattamento della
biomassa per la produzione di biogas. | processi anaerobici sono generalmente inibiti dalla
presenza di polifenoli ed in particolare i batteri acetogenici e metanogenici sono sensibili a
concentrazioni di acido caffeico >0.25 g/l e di acido cumarico >0.12 g/l.*

Studi relativi ai potenziali benefici dei fenoli naturali sulla salute umana, valorizzano il loro
recupero dai reflui agroindustriali poiché rappresentano una fonte di intermedi utilizzabili
come chemicals ad alto valore aggiunto. Tali prodotti possono essere impiegati in vari settori
industriali che includono la plastica e gli elastomeri, i lubrificanti, gli oli e gli additivi per i
combustibili, e I’aimentare. Particolare interesse € legato, inoltre, alla loro utilizzazione nel
mercato dei prodotti per la salute dell’uomo sia come nutraceutici che come cosmeceutici.

L’ attuale mercato e stimato a livello mondiae in circa 1.4 miliardi di dollari USA.
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1.3 Attivita biologica di polifenoli naturali

Prima del XX° secolo, estratti grezzi e semi-puri di piante, animali, microbi e minerali

rappresentavano gli unici preparati di medicazione utilizzabili per la curadi persone e animali

domestici. Con la formulazione della teoria di azione del farmaci nel corpo umano mediante
interazioni con macromolecole biologiche (proteine e acidi nucleici nella maggior parte dei

casl) s rivoluziono il pensiero nell’uso dei farmaci. Gli estratti naturali non erano piu “polveri
di vita’, ma s chiari il concetto che specifici composti al’interno dell’ estratto erano |
responsabili dell’ attivita farmacologica. Pertanto, vennero isolati molti principi attivi, fu
studiata la loro struttura e chiarito il loro meccanismo di azione.

Negli ultimi 15 anni s e sviluppata notevolmente la ricerca riguardante gli effetti sulla salute
umana dei polifenoli naturali assunti nella dieta. Fino alla meta degli anni "90, i composti

della dieta di maggiore interesse erano soprattutto vitamine, carotenoidi e minerali. Laricerca
sui flavonoidi e altri polifenoli in relazione ai loro effetti sulla prevenzione di alcune patologie
ha avuto grande sviluppo solo in seguito. | principali fattori che hanno ritardato la ricerca su
tali molecole risedono soprattutto nella loro grande diversita e nella complessita delle loro
strutture chimiche.

La ricerca attude ha evidenziato il forte contributo del polifenoli nella prevenzione di
patologie cardiovascolari, cancro, osteoporos, diabete mellito e di disturbi neurodegenerativi
quali il morbo di Parkinson e di Alzheimer.>3

| composti fenolici assumono una grande importanza anche per il ruolo che svolgono negli
alimenti soprattutto a livello nutrizionale. Essi contribuiscono all'aroma ed al sapore di molti
cibi e bevande; sono coloranti naturali, direttamente presenti negli alimenti o usati come
additivi  dall'industria aimentare; esplicano attivita antimicrobica ed antiossidante
favorendone la conservazione.®* D'dltra parte, se a basse concentrazioni proteggono gli
aimenti dal deterioramento ossidativo e microbiologico, ad alte concentrazioni possono
interagire con proteine, carboidrati, minerali contribuendone al sapore amaro ed astringente. %
L’ attivita biologicadel polifenoli e determinata da diversi fattori; i pit importanti sono:

- ladiretta interazione con recettori e enzimi coinvolti nella trasduzione del segnde che
pud modificare lo stato redox delle cellule e dare il via auna serie di reazioni redox-
dipendenti;®

- leinterazioni con recettori estrogenici con conseguenti effetti nelle funzioni endocrine.
Uno del principali esempi e rappresentato dall’interazione degli isoflavoni della soia
con i recettori degli estrogeni che spiega il loro ruolo nella prevenzione delle

principali manifestazioni della menopausa; 3’
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- laben nota attivita antiossidante e di scavenger di radicali liberi con le quali vengono
protette le cellule da danni ossidativi;
- I'attivita pro-ossidante che puo indurre I'apoptosi di cellule tumorali e prevenire 1o
sviluppo di tumori.®
Un interessante esempio delle numerose attivita dei polifenoli e descritto in una recente
review sul loro ruolo nella prevenzione e terapia del cancro.
La carcinogenesi € generamente riconosciuta come un complesso processo in cui S
verificano aterazioni molecolari e cellulari. Semplificando, s possono considerare tre fasi
fondamentali nello sviluppo e progressione della malattia (Schema 3):
1) inizazione: e una fase rapida che comprende |’esposizione o I'assorbimento e
I'interazione di cellule (specialmente il DNA), con un agente carcinogeni co.
2) promozione: e una fase relativamente lunga; le cellule anomale persistono, si
replicano. In questafase s pud originare una colonia di cellule pre-neoplastiche.
3) progressione: € la fase finde in cui s ha una incontrollata crescita delle cellule che
comporta la graduale conversione di cellule “pre-maligne” a neoplastiche, un aumento
del potenzide di invasivita e metastasi e la formazione di nuovi vas sanguigni

(angiogenesi).

Iniziazione

Cellule
normali

Aumento della generazione di radicali liberi.
Attivazione di enzimi metabolizzanti di fase I.

Cellule
Inattivazione di enzimi metabolizzanti di fasell. “iniziate”

Promozione Sovraespressionefattori di crescita
Oncogenesi.
Alterazioni ciclo cellulare.
tumore .
Progressione

MMPs

,(ﬁ:\g;—(z)ne molecole
Citochine/TNF tumore

Fattori angiogenici.

Schema 3. Fasi di sviluppo della carcinogenesi.
Durante queste fas vengono prodotte proteine chiave relative alla difesa antiossidante delle

cellule, ala proliferazione cellulare, ala sopravvivenza delle vie di trasduzione etc. |
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polifenoli possono intervenire su tutti gli stadi della carcinogenesi con vari meccanismi di
azione. Possono, infatti, agire come scavenger per bloccare gli agenti carcinogenici
(soprattutto redicali liberi) o arrestare il ciclo cellulare mediante I’ azione che alcuni di
esplicano sulla produzione di proteine chiave o indurre I'apoptosi delle cellule tumorali o
esplicare azione angiogenica. || potenziale effetto anti-carcinogenico dei composti polifenaolici
sembra inoltre essere molto specifico; la citotossicta del fenoli € maggiore per le linee
cellulari cancerogene rispetto a quelle normali.®® Di particolare interesse & [I'attivita

antiossidante dei composti fenalici.

1.3.1 L’ attivita antiossidante

In ogni cellula dell’organismo umano avvengono processi biochimici che consumano
ossigeno per la produzione di energia. Tuttavia, da tali processi di ossidazione, vitali per la
cellula, s producono dei prodotti “di scarto” potenzialmente dannosi: i radicali liberi, ossia
molecole o frammenti molecolari contenenti uno o piu elettroni spaiati nell’ orbitale atomico o
molecolare pitl esterno.*® L’energia corrispondente a questa configurazione conferisce a tli
specie un’elevata instabilita e reattivita, a causa delle quali s innescano reazioni
autocatalitiche che s propagano a catena. | radicali liberi sono continuamente prodotti
nell’organismo umano e sono controllati da enzimi endogeni (superossido dismutasi,
glutatione per ossidasi, catalas, etc.). Quando s verifica un’elevata produzione di queste
specie, per effetto di un’esposiziore a sostanze ossidanti esterne o per un'dterazione ai
meccanismi di difesa, biomolecole preziose (DNA, lipidi e proteine) possono subire gravi
danni.** Sono considerati “antiossidanti” gli agenti con un potenziale di riduzione negativo in
grado di fornire ai radicali liberi gli elettroni di @i sono privi ripristinando I'equilibrio
chimico del sistemain cui agiscono. Presupposto per fungere da antiossidanti € che, una volta
ossidati, la loro forma radicalica sia non reattiva o poco reattiva nei confronti delle altre
molecole. Gli antiossidanti esplicano la loro azione a livelli di concentrazione piuttosto bassi;
guando tai concentrazioni aumentano, alcuni di essi possono diventare pro-ossidanti e
favorire la formazione di radicali.*? In relazione a meccanismo d azione, gli antiossidanti si
possono distinguere nelle seguenti tipologie:

Tipo |: “chain breaker”. Agiscono da inattivatori di radicali liberi tramite due tecniche
fondamentali: per trasferimento di un atomo di idrogeno (Hydrogen Atom Transfer: HAT) o
per trasferimento di un singolo elettrone (Single Electron Transfer: SET) alle specie
radicaliche. Il risultato finale € lo stesso, ma le cinetiche e il potenziae delle reazioni sono

divers.*® La loro efficacia dipende dalla stabilitd dei radicali ne quali s trasformano;

17



pertanto, piu efficiente € la delocalizzazione degli elettroni spaiati prodotti nella reazione con
i radicali liberi, maggiore € il loro potere antiossidante. In realta questi meccanismi possono
aver luogo anche contemporaneamente, ma € la struttura chimica dell’ antiossidante,
unitamente alla sua solubilita, a suo coefficiente di partizione e al solverte, a determinare il
meccanismo di azione prevalente. L’energia di dissociazione dei legami e il potenziale di
ionizzazione sono i due principali fattori che influiscono sul meccanismo e sull’ efficienza
dell’ antiossidante.** Gli antiossidanti donatori di un atomo di idrogeno, agiscono secondo |0
Schema 4. Le reazioni HAT sono indipendenti dal solvente e dal pH de mezzo e,

generalmente, avvengono abbastanza rapidamente, concludendosi nel giro di qualche minuto.

E-+AH —= EH+A
Schema 4. Antiossidanti di Tipo | per reazioni HAT.

Viceversa, le reazioni SET avvengono piu lentamente. In questo processo il potenziale
antiossidante trasferisce un elettrone per ridurre composti quali radicali, metalli e carbonili
(Schema 5).%°

Fr+AH  —=E-+AH+ (1)
MDD + AH — AHY 4+ T (2)

Schema 5. Antiossidanti di Tipo | per reazioni SET.

Tipo Il: “scavenger”. Prevengono la formazione di radicai liberi, soprattutto per
accoppiamento con un atro radicale (Schema 6). Tale reazione ha un’energia di attivazione
quasi nulla e quindi avviene con una velocitd prossima dla diffusione. ¢ L’azione di
scavenger comprende anche la chelazione dei metalli; tracce di metalli presenti negli alimenti
riducono I'energia di attivazione delle reazioni nella fase di iniziazione di ossidazione

lipidica.

ROCr+ Rl — s REOORI

Schema 6. Antiossidanti di Tipo Il.
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Tuttavia, in natura, i limiti tratali class di antiossidanti non sono cosi netti sia perché ancora
alcuni meccanismi d’azione con cui agiscono certe sostanze antiossidanti non sono stati ben
definiti sia perché esistono sostanze, quali i composti fenolici, che possono comportarsi
contemporaneamente come antiossidanti di primo e di secondo tipo.
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1.4 Lafunzione catecolica

| principali antiossidanti naturali sono caratterizzati dalla presenza, nella loro struttura
chimica, di gruppi fenolici, in particolare, catecolici, idrochinonici o gallolici (Figura 14).
Tali composti possiedono un’ elevata tossicita ed e proprio grazie a questa caratteristica che

sono efficaci nella protezione delle piante contro gli insetti.*’
oH
oH OCH3
OH
Figura 14. Strutture chimiche base di antiossidanti.

Lapeculiare attivita antiossidante di tali fenoli, in particolare dei sistemi a struttura catecolica,

viene spiegata considerando che il semichinone che si forma nel primo stadio della reazione

puod inattivare un secondo radicale convertendosi in chinone (Schema 7).48

CH Roo * ROCH Roo * ROCH o
N OH \\ # N CH l 4 | 0
Eu— E—u— E—n—
Pz >~ =
Schema 7. Meccanismo di azione antiossidante di sistemi catecolici.

L'esame eseguito su piu di 8000 molecole raccolte in un database (denominato
Comprehensive  Medicind  Chemistry “CMC”) ha identificato 78  composti
farmacologicamente attivi contenenti una o piu funzioni catecoliche. Tra questi, 12 sono
broncodilatatori, 9 adrenergici, 7 antiparkinsoniani e 7 antiipertensivi. Quasi I’ 1% dei farmaci
possiede una o piu strutture catecoliche, e questo suggerisce che la tossicita del gruppo sia,
dunque, controllabile. Molto rigorosa é stata la ricerca eseguita nel data base dell’ U.S. Food
and Drug Administration (FDA) in cui compaiono 17 farmaci approvati e tuttora prescrivibili.
Sebbene le loro strutture siano diverse, € possibile classificarli in 5 gruppi in relazione ai

sostituenti (I-V in differenti colori, Figura 15). Le molecole di Tipo | consistono di una
funzione catecolica e una catena carboniosa in posizione para a gruppo ossidrilico. Molecole
di Tipo Il elll presentano rispettivamente un anello a7 e 6 termini legato a quello catecolico.

Poiché queste catene o anelli hanno deboli proprieta elettron-donatore, influenzano
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leggermente le proprieta elettroniche del catecolo. Per contro, molecole Tipo IV e V hanno
una catena in posizione para e I’NO,, un forte elettron-attrattore, in posizione orto a gruppo
ossidrilico che influenza fortemente I’intorno elettronico dei catecoli. E' interessante notare
che in nessun farmaco sono presenti gruppi fortemente elettron-donatori poiché studi di
relazione struttura-attivita eseguiti sui fenoli hanno mostrato che tali gruppi tendono ad
aumentare la loro citotossicita. Inoltre, dati raccolti sulla idrofilicita dei farmaci catecolici
stimata calcolando il logaritmo del loro coefficiente di ripartizione n-ottanolo/ acqua (log P),
applicando il metodo di Hansch e Leo,*® mostrano che nella quasi totdita dei casi, tale
parametro, € sempre inferiore a tre in accordo con la corrente idea che I'idrofilicita sia un
parametro determinante per la bassa tossicita dei fenoli (Figura 15). Calcoli chimico-fisici
hanno, inoltre, recentemente mostrato che latossicita dei composti catecolici € legata ala loro
capacita di formare il chinone; in particolare, tanto maggiore € I’ entalpia di dissociazione del
secondo O-H tanto minore € la loro tossicita Ovviamente ridurre la tossicita dei polifenoli
agendo su questo aspetto spesso comporta una riduzione dell’ attivita di radical-scavenger;
quindi, &€ Spesso necessario cercare un buon compromesso.

Dai risultati ottenuti in conclusione si evince che la tossicita del catecolo € sostenibile e che

€ un promettente punto di partenza per lo sviluppo di nuovi efficaci farmaci.
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Figura 15. Farmaci a struttura catecolica approvati FDA (Tipo |, Tipo I, Tipo Il1, Tipo 1V, Tipo V).
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1.5 Antiossidanti sintetici

Negli ultimi 50 anni una notevole attenzione e stata rivolta alo studio di nuovi antiossidanti
per prevenire e curare varie patologie. Ess sono maggiormente di origine naturale; infatti i
composti naturali sono preferiti dai consumatori perché ritenuti piu sani. Soprattutto nel
settore nutraceutico vengono spesso impiegati in miscela con atri composti presenti nella
matrice naturale; studi in vivo hanno rivelato che meccanismi di azione sinergici Spesso
esdltano I’ attivita biologicadel singoli polifenoli.

Una seconda via per rendere disponibili nuovi antiossidanti € quella sintetica. Contrariamente
aqueli naturali, gli antiossidanti sintetici vengono sviluppati e prodotti a beneficio esclusivo
del genere umano; laloro sicurezza viene testata con procedure standardizzate per proteggere
il consumatore contro eventuali rischi sulla salute. Tali procedure non sono sempre applicabili
agli antiossidanti naturali perché presenti in miscele complesse,

Il terzo gruppo di sostanze comprende antiossidanti aventi strutture chimiche che mimano
guelle naturali ma sintetizzati chimicamente. Rispetto agli antiossidanti naturali sono sostanze

pure, relativamente economiche, facilmente accessibili e con proprieta (inclusa quella
antiossidante) riproducibili. 4
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1.6 Utilizzo di metodologie chimiche ossidative nella sintes di molecole fenoliche

bioattive

Nello sviluppo di sintesi di nuovi polifenoli sintetici o identici ai naturali, una delle principali
reazioni a cui spesso il chimico sintetico ricorre € I’ ossidazione di composti aromatici. Di
particolare interesse, vista |I'importanza del prodotti, € la reazione di ossidrilazione fenolica

per I’ ottenimento di molecole a struttura catecolica.

1.6.1 Reazioni di ossidrilazione di composti aromatici: sintesi di catecoli

La diretta e selettiva ossidrilazione di composti aromatici, soprattutto dei fenoli, € una delle
principali trasformazioni in chimica organica ed ha attirato una particolare attenzione negli
ultimi anni perché, come detto precedentemente, i composti aromatici ossidrilati sono
importanti precursori di molecole di interesse farmaceutico.®® Tuttavia, le metodologie per
condurre |’ossidrilazione diretta e selettiva sono ancora limitate. | metodi tradizionali
impiegano sali di manganese e cromo in presenza di ossigeno o aria, oppure compless di
metalli di transizione per reazioni in fase omogenea® Le principai limitazioni
dell’applicazione di queste metodologie sono I'elevato impatto ambientale dei reagenti
ossidanti, le difficolta nel recupero dei prodotti dall’ambiente di reazione e o scarso termpo di
vitadei complessi. La sintesi di catecoli sostituiti, in particolare, & spesso complessa e molte
volte richiede condizioni drastiche di reazione ottenendo basse rese e miscele complesse di
sottoprodotti. Queste difficolta hanno stimolato la ricerca verso lo sviluppo di strategie
chimiche semplici e di applicabilita generale. In naturai composti catecolici giocano un ruolo
importante in diverse vie metaboliche, rappresentardo, infatti, il primo step della
degradazione fenolica.®®> Negli organismi eucarioti esistono tre tipi di enzimi che ossidano i
fenoli:

- le monoossigenas localizzate nella membrana del reticolo endoplasmeatico;

- lefenolo idrossilasi NADPH-dipendenti presenti nel citosol;

- leperossidasi solubili o legate alla membrana.®3
Un esempio di biotrasformazione naturde e fornito dall’enzima tirosinas (o-difenolo
diossigeno ossidoreduttasi), responsabile dell’ ossidrilazione dell’aminoacido L-tirosina a L-

DOPA e della successiva trasformazione a dopachinone (Schema 8).
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Schema 8. Formazione del dopachinone per azione dell’ enzimatirosinasi sull’amminoacido L-tirosina.

Prendendo come modello i sistemi naturali, sono state messe a punto alcune metodologie
ossidative che impiegano enzimi isolati o cellule microbiche. La primarisale a 1952 quando,
impiegando il fungo zigomiceto Rhizopus arrhizus, furono convertiti steroidi, come il
progesterore, nei corrispondenti 11a- idrossi-derivati. >*

L’ ossidazione chimicainvece ha stentato ad affermarsi come alternativa ai metodi enzimatici;
ossidanti come i radicali di Fremy, il sistema catalitico metiltriossorenio (MeReO3)/H20,, il
dimetildiossirano®® non discriminano o addirittura favoriscono I’ ossidazione della posizione
para se non e bloccata con un sostituente. Tuttavia, recentemente, sono stati riportati alcuni
esempi di sintesi chimica one-pot di catecoli sostituiti apartire da fenoli basati sull’ impiego di

).>” Questi reattivi rappresentano

ossidanti appartenenti alla famiglia dello iodio ipervalente (V
del validi sostituti ai piu comuni agenti ossidanti perche semplificano notevolmente i processi
ossidativi essendo estremamente attivi ma selettivi d tempo stesso, versatili, economici e

facili da preparare in laboratorio.>®
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1.7 Reattivi dello iodio ipervalente: IBX eDM P

Nell’ultimo decennio la chimica dei composti dello iodio ipervalente (V) ha mostrato un
intenso sviluppo. In letteratura sono riportate acune applicazioni sintetiche basate sull’ uso di
tali composti. | principali resttivi appartenenti a questa famiglia sono I'acido 2-
iodossibenzoico (IBX) eil reattivo di Dess-Martin (DMP) (Figura 16).

Q. JOH 10 b
0 (L
o | 0
,/
0 0
IEX DMP

Figura 16. Strutture chimichedi IBX e DMP.

1.7.1 Sintes eproprieta

L'IBX ha la struttura del benzoiodossolo ossido ciclico, come determinato dall’ analisi ai

Raggi X.>° Fu preparato per la prima volta da Hartmann e Mayer nel 1893 ma per molto
tempo la sua applicabilita e stata limitata dalla scarsa solubilita nella maggior parte dei
solventi organici. Lasintesi s basava sull’ ossidazione dell’ acido 2-iodobenzoico con bromato
di potassio (KBrOs) in soluzione acquosa di acido solforico.®° Tale procedura risultava perd
molto rischiosa poiché, secondo la classificazione internazionale delle sostanze tossiche, il
KBrOs3 € ritenuto un agente cancerogeno (R45) e la reazione produceva vapori di bromo con
conseguente rischio di contaminazione personale e ambientale. Inoltre, la presenza di bromato
e atre impurezze provenienti dalla sintesi, conferivano al’ IBX che ne derivava caratteristiche
di esplosivita ad alte temperature (>200°C) o per impatto. Pertanto, in seguito sono stati

utilizzati altri ossidanti quali I’acido peracetico® e I'ipoclorito di sodio in soluzione
acquosa®® Pill recentemente @ stata messa a punto da Santagostino e collaboratori,
I’ ossidazione con oxone, utilizzando acqua come solvente (Schema 9). Questa metodologia
presenta numerosi vantaggi quali, I'impiego di reagenti non tossici, |0 sviluppo di solfati

come unici sottoprodotti di reazione, I'elevataresa e un alto grado di purezza (=99% NMR)
del prodotto finale.®?
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Schema 9. Sintesi di IBX.

Attualmente, in commercio € disponibile anche una formulazione stabilizzata di IBX,
denominata SIBX, cogtituita da una miscela di acido benzoico (22%), isoftalico (29%) e 2-
iodossibenzoico (49%).>”

Nel 1983 é stata descrittala preparazione del Reattivo di Dess-Martin (DMP), dal nome degli
autori. Tale ossidante € stato preparato trattando, a 100°C, I'IBX con la miscda anidride
aceticalacido acetico.®® Un miglioramento della procedura & stato ottenuto acetilando I’ IBX

con anidride aceticain presenza di acido p-toluensolforico (TsOH) (Schema 10).%8

Qe

Q\ SH Lel \II DA
I\ Aq0, 03%T:OH 8rC, 2h \
79.81%
0 0
DMP

Schema 10. Preparazione di DMP.

Il DMP negli anni seguenti emerse come |'ossidante di <elta rispetto all’IBX percheé piu
solubile nella maggiorparte dei solventi organici e a tempo stesso reattivo. Le ossidazioni
recentemente condotte nei principali solventi organici hanno perd mostrato un’elevata
reattivitd dell’IBX anche in sospensione, rivalutandone il vasto campo di applicabilita®’
Ulteriori sviluppi nell’ applicazione di tale composto includono I'impiego di IBX (o di suoi
derivati) su supporti solidi in modo da ottenere ossidanti eterogenei. Con essi s semplifica
notevolmente il work-up di reazione potendo recuperare il reagente ridotto, dalla miscela di
reazione, per semplice filtrazione con un conseguente miglioramento delle rese e della
purezza dei prodotti. Inoltre, il reagente pud essere rigenerato e riutilizzato come ossidante,
migliorando |’economicita e I’ecocompatibilita del processo ossidativo.®* Un esempio di

preparazione sinteticadi 1BX supportato su polistirene é riportato nello Schema 11.%°
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Schema 11. Preparazione di IBX polimerico.

In questa sintesi, il 5-idrossi-2 iodobenzoato di metile e stato ottenuto in due steps dall’ acido
2-amino-5-idrossibenzoico mediante una reazione di Sandmeyer seguita da esterificazione
con cloruro di tionile in metanolo. L’estere dell’acido 4-idrossi-2-iodobenzoico € stato
successivamente immobilizzato sul clorometil polistirene usando cesio carbonato come base.
Dopo reazione di saponificazione con potassio trimetilsilanossido in THF é stataripristinata la
funzione acida. Infine, I’ ossidazione con tetrabutilammonio oxone con acido metilsolforico ha
portato all’IBX supportato con una resa pari a 94%. Tale polimero e caratterizzato da un

fattore di loading ( mmoli di iodio per grammo di resina) pari a 0.8 mmol/g.

1.7.2 Reattivita

Le prime applicazioni dell’ IBX e del DMP hanno riguardato I’ ossidazione di alcoli ad aldeidi
e chetoni. Ess hanno mostrato alcune differenze, in termini di reattivita, nella sintesi
eterociclica®® e nell’ ossidazione d 1,2-dioli. Ad esempio, I'IBX ossida i dioli formando i
corrispondenti 1,2-dichetoni; il DMP porta a prodotti di rottura del legame C-C. Studi NMR
hanno rivelato che la differenza di reattivita risiede nella capacitadi coordinazione di ciascun
reattivo con |’ alcol, substrato di ossidazione. In particolare, il DMP potendo coordinare I acol
sia in posiziore assiale che equatoriale € in grado di chelare il diolo portando alla rottura del
legame C-C; I'IBX, invece, coordinando I’alcol solo in posizione assiale, ossida la funzione

diolica senza provocare la rottura del legame (Schema 12).%7
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Schema 12. Reazione di ossidazione di 1,2-diolo con IBX e DMP.

Con il progredire della ricerca su questi reagenti, sono state sempre piu rivelate atre
potenzialita ossidative dell’IBX. Un esempio di interesse per questa tes € stata
I’ossidrilazione in orto di fenoli. 11 meccanismo di reazione, descritto in letteratura e riportato
nello Schema 13.

Qo

N — A

Oy -0 S
X AC{\I/O clfo-)
'/T'/ — %
| -

e AN

Jl\/

Schema 13. Ossidrilazione enzimatica di fenoli con IBX.



Iniziamente, s ha una coordinazione trail substrato el’IBX con formazione di un intermedio
A con lo iodio pentavalente che favorisce 1o spostamento intramolecolare dell’ ossigeno alla
piu nucleofila e meno ingombrata posizione orto del fenolo iniziale (intermedio B). Durante
guesto passaggio lo iodio viene ridotto da V a Il con successiva tautomerizzazione
(intermedio C). Successivamente avviene |’ossidazione del catecolo a orto-chinone con
riduzione dello iodio avalenza |. Per blanda riduzione one-pot si ottieneil catecolo.®’

Con un analogo meccanismo, I'IBX é in grado di effettuare la demetilazione ossidativa di 2-
metoss fenoli (Schema 14). In tal caso , ha un ruolo fondamentae la presenza di acqua
nell’ambiente di reazione che favorisce I’idrolis del complesso e la formazione dell’orto

chinone.®’
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Schema 14. Demetilazione ossidativa di 2- metossi fenoli con IBX.

H

Nicolau e collaboratori hanno dimostrato che, a differenza del DMP, I'IBX oltre a
meccanismo ionico descritto, puo reagire anche conun processo radicalico di trasferimento di
un singolo elettrone (SET). Questi dati hanno indirizzato gli studi verso altri tipi di reazioni,
quai la deidrogenazione di aldeidi e chetoni®® e I’ossidazione di sistemi benzilici.®® Un

esempio di meccanismo e riportato nello Schema 15.
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Schema 15. Meccanismo SET di ossidazione benzilica.

La reattivita dell’ IBX € inoltre influenzata dalla temperatura e dai solventi con i quali puo
coordinarsi. Anche in gquesto caso la coordinazione gioca un ruolo fondamentale. Infatti, non
solo modula la resttivita dei reagenti ma, quando sono possibili pit vie di reazione, puo
influenzarne il decorso. In Tabella 2 e riportata |la reattivita dell’ IBX in funzione del ligando

presente nell’ ambiente di reazione. ™

=t =] \ )
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I \ N I\ L3 \ /\ 1 N
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Ossidazione di alcoli Sintesi di d-lattami Deidrogenazione di Deidrogenazione di
e carbamati chetoni e aldeidi chetoni e aldeidi a
temperatura ambiente
Sintesi di eterocicli Sintesi di amino-zuccheri Ossidazione benzilica

contenenti N
Epossidazione di

dieni

Tabella 2. Reattivitadi IBX complessato.
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1.8 Reazioni di ossidazione per via enzimatica.

L’uso degli enzimi in chimica organica presenta alcune specifiche caratteristiche; essi, ad
esempio, sono in grado di controllare laregio e la stereoselettivita di unareazione e di rendere
ecocompatibili i processi. Negli ultimi anni gli enzimi rappresentano una nuova frontiera nella
sintesi e utili strumenti per la produzione di nuovi derivati ad attivita farmacologica. Nello
specifico, le laccasi, utilizzate per processi ossidativi, presentano particolari peculiarita: sono
facilmente prodotte in laboratorio per fermentazione e al tempo stesso sono commerciamente

disponibili e generalmente stabili nelle comuni condizioni di reazione. '’

1.9 Laccas

Le laccasi (EC 1.10.3.2, p-difenolo: ossigeno ossidoreduttasi) appartengono ala famiglia
delle ossidas multirame blu; sono ubiquitarie in natura e sono state descritte per la prima
volta nel 1883.”® Generalmente vengono suddivise in due gruppi principali: cuelle derivanti
da piante superiori e quelle da funghi. Recentemente sono state ritrovate anche in batteri ed
insetti. Le laccas vegetali svolgono ruoli ®stanziamente diversi da quelle fungine. Un
esempio e rappresentato dalla lignina, uno dei polimeri che costituiscono il legno; mentre le
laccas da pianta intervengono nel processo biosintetico, quelle fungine prendono parte d
processo degradativo. Esse hanno una massa molecolare di circa 70000 Da.”* Dal punto di
vista strutturale, & laccas presentano un sito catalitico costituito da quattro ioni rameici,
distinti in base alle loro proprieta elettroniche. Tali siti sono divisi in tre classi sulla base delle
loro caratteristiche spettroscopiche che rispecchiano la geometria del sito attivo e la struttura
elettronica del leganti:

- Cu" tipo 1 (T1) orameblu;

- Cu" tipo 2 (T2) o rame normale;

- Cu' tipo 3 (T3) o centro rameico binucleare.

Di recente e stato incluso il cluster rameico trinucleare (comprensivo del centro T2 e del
centro T3).”

In Figura 17 e riportata la prima struttura cristallografica di una laccas attiva, ottenuta dal
fungo Trametes versicolor, contenente i quattro ioni rameici oltre ala catena polipeptidica
completa e a sette unita di N-acetil glucosammina, legate a cinque distinti siti di N-

glicosilazione.”
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Figura 17. Struttura cristallografica di laccasi da Trametes versicolor.

La superficie della laccasi da Trametes versicolor rivela una prevalenza di cariche negative.
La struttura cristallina di un complesso enzima/substrato ha fornito ulteriori informazioni ed
oggi e noto che il substrato si lega in una piccola cavita carica negativamente e prossima a
Sito rameico T1. Le cariche negative localizzate in questo sito possono avere una significativa
funziore; infatti, stabilizzano il catione radicale prodotto durante il ciclo catalitico della
laccasi. Le molecole di solvente hanno accesso a sito di riduzione dell’ ossigeno molecolare
(cluster trinucleare T2/T3) (Figura 18).

Figura 18. Cluster trinucleare T2/T3 e molecole di solvente.
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1.9.1 Reattivita

Le laccas hanno un basso potenziale redox (~ 0.7-0.8 V/NHE);’* per questa proprieta
reagiscono con substrati aventi caratteristiche simili a un p-difenolo; alcune laccas
provenienti da funghi ossidano monofenoli ma anche I’acido ascorbico.”” In letteratura sono
riportate anche reazioni di ossidazione con ammine difatiche o aromatiche.”® Con tali
substrati il processo di ossidoriduzione catalitico si basa sulla riduzione con quattro elettroni
d un equivalente di ossigeno a due equivalenti di acqua e la concomitante ossidazione per
trasferimento di un singolo elettrone del substrato (Schema 16).78°

H,O _—Laccasig, (Cu II) \\ — Gubstratog

/
Oy Laccast (Cul) = \» substratog,

Schema 16. Ciclo catalitico ossigeno/laccasi.

In particolare tale meccanismo consta di tre fasi:

1. riduzione del rame T1 e ossidazione del substrato;

2. trasferimento elettronico interno trai differenti tipi di rame;

3. riduzione di O, ad acqua nei Siti rameici T2 e T3.
Il primo intermedio di reazione & un radicale catione® che una volta formatosi & coinvolto in
numerose reazioni legate alla sua reattivitd nel mezzo di reazione quali: idratazioni,
disproporzioni, e cross-coupling.®? Proprio per la grande varieta di queste reazioni ossidative,
le laccas sono ampiamente utilizzate in campo industriale soprattutto nel settore tessile, nel
biorisanamento e anche in alcune selettive sintesi organiche. 3
Tuttavia, in molti casi i substrati non possono essere ossidati dalle laccasi sia perché Sono
troppo grandi per penetrare nel sito attivo dell’enzima che perché dotati di un potenziale
redox elevato. Pertanto, per estenderne le potenzialita applicative, e stato introdotto I"’impiego
di mediatori chimici.
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1.9.2 Sistema L accasi/M ediatore

Come gia detto spesso, I'osservazione della natura offre a chimico indicazioni utili a
migliorare la propriaricerca. Il processo di degradazione ossidativa della lignina, che avviene
ad opera di enzimi specializzati prodotti da funghi basidiomiceti, € mediata da una classe di
molecole chimiche dette “mediatori”.

Il legno € un materide complesso codtituito da cellulosa e lignina interconness
dall’emicellulosa. La cellulosa € la fonte di energia per il metabolismo dei funghi. Per
raggiungerla, essi hanno bisogno di eliminare la lignina atraverso la produzione di enzimi
capaci di degradarla. La lignina € un polimero tridimensionale che, per le sue elevate
dimensioni, non entra nella tasca regttiva della lignina perossidasi. Per risolvere questo
problema di “comunicazione’, sono stati prodotti spontaneamente dal fungo Pycnoporus
cinnabarinus, acune molecole, quali il 34-dimetossibenzil alcol (VA) e l'acido 3-

idrossiantranilico (HAA)®* che hanno svolto I’ azione di mediatori (Figura 19).%°

N _HH; /:,

HAA FA

Figura 19. Struttura chimicadi alcuni mediatori naturali.

Il meccanismo di ossidazione laccasi/mediatore ipotizzato e riportato nello Schema 17. |l

mediatore, ossidato dallalaccas attivata dall’ ossigeno, reagisce con il substrato non attivo per

I’ enzima; successivamente |’ ossigeno ossida la laccasi chiudendo il ciclo catalitico.®®"

O Y Laccasi (Cull —Mediatore, Substrate
2H, 0 N Laccasi (Cull) N Mediatore,y — >~ substrato,,

Schema 17. Ciclo catalitico ossigeno/laccasi/mediatore.
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Il meccanismo di azione dei mediatori naturai e stato sfruttato in laboratorio per consentire
dle laccas di ossdare substrati non fenolici. Mediatori chimici di uso comune sono
rappresentati in Figura 20 e comprendono il 2,2’-azinobis-(3-etiltiazolinio-6-solfonato)
(ABTS);®" I'1-idrossibenzotriazolo (HBT);® la N-idrossiftalimmide (HPI);®° la N-idross-
acetanilide (NHA);*° laN-o0sso-2,2',6,6'- tetrametilpiperidina (TEMPO).%*

w S0NH, H
i

HyMiCsE
ABTY HBI
/ o OH
\ [N @
¥—0H Me—C—H
{ ¥
O o
HPT NHA FEMPO

Figura 20. Strutture chimiche dei principali mediatori.

Per le ossidazioni condotte con i sistemi ossigeno/laccasi/mediatore, sono ipotizzabili tre

meccanismi di reazione®®
1) meccanismo ionico: € il caso dd mediatore TEMPO (Schema 18). L’ ossidante € lo ione

ossoammonio, facilmente generato per ossidazione con laccasi; segue la formazione di un
addotto per attacco nucleofilo del lone-pair dell’acol allo ione ossoammonio. La successiva

deprotonazione dell’ addotto alla posizione benzilica porta a prodotto carbonilico e allaforma

ridottadel TEM PO che viene rigenerata per azione della laccasi.®®
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Schema 18. Meccanismo di ossidazione ionico.

2) meccanismo a Trasferimento di Atomo di Idrogeno (HAT). E seguito, per lo piu, dai
mediatori a struttura >N-OH (HBT, HPI, NHA). Nd primo stadio la laccas ossida il
mediatore che rappresenta I’ intermedio reattivo. Segue lo strappo di un atomo di idrogeno a

substrato da parte del radicale. Quest’ ultimo pud essere ossidato a carbocatione o dal radicale
ossidato o dalla laccas stessa. L' addizione di acqua al carbocatione porta alla formazione di

un emiacetale che, per eliminazione di una molecola di acol, genera I’adeide o il chetone

(Schema 19).*
0 H52 - 0 H52 "
0 HE2 + O H52

+2

@#

Schema 19. Meccanismo di ossidazione atrasferimento di atomo di idrogeno.
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3) meccanismo a Trasferimento di Elettrone (ET). E' seguito principalmente dal mediatore

ABTS. Nel primo stadio la laccasi ossida il mediatore che strappa un elettrone al substrato

(ossidaziore monoelettronica) con formazione del radicale catione. Segue una veloce

deprotonazione e la successiva ossidazione del radicale ad aldeide (Schema 20)."4 %

CHyOF. CHyOR

Med O
—_— -
© - Med
X X

l-I-L

j\Ho “HOR
AN - N
SRS
= =
b4 b4

Schema 20. Meccanismo di ossidazione atrasferimento di elettrone.
Il sstema O,/Laccasi/Madiatore € stato applicato per le ossidazioni benziliche e benzileteree
di substrati modello (Schema 21)°? portando arisultati soddisfacenti in condizioni di reazione

blande (tampone acquoso, temperatura ambiente).

mo@cmm Ollacasifmedistore. mo@cm

C1aflacc astmediatore

> |

Schema 21 Ossidazioni di posizioni benziliche o benzileteree promosse dal sistema laccasi/mediatore/Os.
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2. SCOPO DELLA RICERCA

L’ attivita sperimentale condotta durante il triennio di dottorato s € inseritain una tematica di
ricerca, a carattere interdisciplinare, sviluppata ormai da alcuni anni presso il Laboratorio di
Chimica Organica e delle Sostanze Organiche Naturali dell’Universita della Tuscia di
Viterbo, Dipartimento di Agrobiologia e Agrochimica: la valorizzazione dei prodotti di scarto
presenti nei reflui agroindustriali, tramite modificazioni ossidative ecocompatibili, per
I ottenimento di composti biologicamente attivi. Tali scarti, infatti, rappresentano una fonte di
molecole di pregio, quali i biofenali, di cui s e parlato, le cui attivita biologiche ne hanno
promosso |’utilizzazione in campo nutraceutico, cosmetico e farmaceutico e che possono
essere, aloro volta, utilizzati come materiali di partenza per |’ ottenimento di nuovi prodotti di
interesse industriale. Le metodologie di estrazione ed isolamento di tali fenoli sono gia note e
ne permettono |’ ottenimento per acuni di anche in rotevoli quantita.

L’ attivitasvolta puo essere divisain tre parti:

1) Utilizzazione del dimetil carbonato (DMC).

Iniziamente € stato condotto uno studio volto alo sviluppo di nuove procedure di protezioni
chemoselettive dei composti fenolici utilizzati, per evitare eventuali reazioni competitive negli
steps successivi. In particolare, impiegando il dimetil carbonato (DMC), un reagente/solvente
ecocompatibile e non tossico, sono state messe a punto metodologie di metilazione di
flavonoidi naturali (flavoni) e di carbossimetilazione selettiva di funzioni alcoliche presenti in
composti fenolici. Alcuni dei composti ottenuti dalla protezione con DMC presentano
un’ importanza biologica per la loro attivita antiossidante unitamente ad un’elevata stabilita
metabolica. |l sistema di carbossimetilazione selettiva con DMC é stato esteso anche ad altri
composti contenenti piu gruppi funzionali.

Lo studio delle protezioni selettive e proseguito con I’ esterificazione di molecole fenoliche,
impiegando il DMC come solvente, per I'ottenimento di derivati lipofili di interesse
cosmetico e farmaceutico.

2) Messa a punto dei processi ossidativi chimici con IBX e DMP.

L’ attenzione € stata rivolta alla messa a punto delle condizioni sperimentali per I’ impiego di
reagenti chimici biomimetici appartenenti ala famiglia dello iodio ipervaente (V), in
particolare I'acido 2-iodossibenzoico (IBX) e il redattivo di Dess-Martin (DMP), per
I ottenimento di derivati catecolici dotati di attivita antiossidante, quali I’ idrossitirosolo e sui

derivati lipofili; il piceatannolo e derivati lipofili;i flavoni e flavanoni; gli 1-arilisocromani.
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Sono stati condotti anche studi sull’impiego dell’IBX supportato su polistirene, per coniugare
la chimica ossidativa dell’'lBX con i vantaggi delle reazioni in fase eterogenea quai la
possibilita di semplificare il work-up di reazione e di riciclare il reattivo e migliorare
I’ economicita e I’ ecocompatibilita del processo.

3) Reazioni di ossidazione con il sistema O,/Laccasi/HBT.

Il sistema O/laccasi/mediatore (HBT) & stato impiegato per |’ ossidazione della posizione
benzileterea degli 1-arilisocromani e benzilica delle catechine ottenendo fine-chemicals e
composti ad attivita chemopreventiva, quali i derivati della taxifolina e i precursori delle

proantocianidine.
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE

3.1 Metilazionedei flavoni

3.1.1 Flavoni metilati: attivita biologiche

Studi in vitro riportati in letteratura mostrano che flavonoidi e altri polifenoli presenti negli
aimenti di origine vegetale prevengono la carcinogenes intervenendo sia nella fase di
iniziazione chein quelladi promozione del tumore. Tuttavia, studi in vivo condotti su animali
e speciamente sull’uomo, impiegando dos tollerabili di polifenoli, hanno disatteso queste
speranze. Cio € da imputare ala scarsa biodisponibilta dei polifenoli assunti per via orale,
nello specifico ala loro incapacita di passare nel sistema circolatorio attraversando inalterati
la barriera epatica ed intestinde. Nell’'uomo, I'assenza di biodisponibilita dopo
somministrazioni orali é stata verificata direttamente per acune sostanze fenoliche, quali
crising, quercetina, curcumina e resveratrolo. | flavonoidi del té gli isoflavonoidi, la
genisteina mostrano invece, biodisponibilta orale anche se bassa. La presenza di ossidrili
liberi nella struttura dei polifenoli, infatti, aumenta la rapida coniugazione epatica/intestinale
mediante reazioni di solfatazione e glucuronilazione, causandone |’ escrezione®®
Recentemente e stata studiata |’ elevata stabilita metabolica e il trasporto intestinale di flavoni
totalmente metossilati.® E' stato anche dimostrato che composti contenenti solo uno o due
gruppi metossilici sono molto piu stabili metabolicamente dei corrispondenti composti
polimetossilati. Anche se acuni di questi fenoli protetti sono presenti nelle piante, finora
hanno attratto un modesto interesse come potenziali agenti chemopreventivi. Unaragione € la
loro scarsa attivita antiossidante che, in generale, € associata a gruppi ossidrilici liberi.
Tuttavia, come detto gia precedentemente, non € questo I’ unico requisito con cui i polifenoli
esplicano la loro azione. Studi in vitro hanno mostrato, ad esempio che il 5,7-dimetossi
flavone, uno de principali costituenti delle foglie di Piper caninum e Leptospermum
scopariume il 3,4’ -dimetoss flavone, presente nelle foglie di Primula veris L., inibiscono la
fase di iniziazione del cancro ai polmoni evitando la bioattivazione del benzo-[a]-pirene (BaP)
ala forma che lega il DNA, attivata da enzimi quali il citocromo P450 (CYP) 1A1, 1B1, e
I’epossido idrolass microsomiale (mEH). Questi flavonoidi prevengono |’ attivazione di

CYP1A1, forma principamente espressa per esposizione a BaP nelle cellule epitelidi
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bronchiali umane con un’ efficienza paragonabile a trans-resveratrolo, con il vantaggio
principale che essi mostrano una maggiore biodisponibilita *°

Ulteriori ricerche hanno mostrato che i feroli metossilati agiscono anche nella fase di
promozione del cancro inibendo la proliferazione cellulare. 1l 5,7,4 -trimetossiflavone, ad
esempio, e otto volte piu potente del corrispondente composto ossidrilato (apigenina)
nell’ azione antiproliferativa di cellule tumorali. Analoghi risultati sono stati ottenuti per il 5,7-
dimetossiflavone per confronto con la crisina. Il 7-metossiflavone e il 7,4 -dimetossiflavone
sono, invece, attivi contro i tumori legati al’attivita ormonale. Essi inibiscono I’ aromatasi,
I’ enzima responsabile della conversione di testosterone a estradiolo.%® 11 3,6-dimetossiflavone
possiede una spiccata attivita contro il tumore al seno a concentrazioni in cui hon Sono
riscontrabili effetti citotossici.®” Altri flavoni metossilati hanno proprieta antifungine. %

Questi dati evidenziano I’ importanza dei flavoni metossilati e inducoro i chimici a mettere a

punto nuove sintesi 0 modificazioni chimiche di tali composti.

3.1.2 Metilazione dei flavonoidi

La O-metilazione dei flavonoidi € una comune trasformazione xenobiotica che avviene nelle
piante, nel microbi e nei mammiferi a carico di alcuni enzimi tra cui le O-metil trasferasi
(OMTs), dotati di elevata ®*'% Chimicamente, la O-metilazione pud essere condotta con

101 5 |0 ioduro di metile'®?

reagenti quali il dimetil solfato che danno risultati quantitativi in
termini di conversione e resa ma che sono altamente tossici 0 addirittura cancerogeni.
Recentemente |'attenzione e stata rivolta allo sviluppo di metodologie di metilazione
aternative, efficienti e al tempo stesso a basso impatto ambientale. Tra queste emergono

guelle che impiegano il dimetil carbonato (DMC, Figura 21) come reagente metilante.

N

o o

Figura 21. Strutturachimicadel DMC.
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3.1.3 1l dimetil carbonato (DM C)

| primi lavori che descrivono I’ uso del DMC risalgono agli anni *50 e sono relativi alla sintes
del difenil carbonato, utilizzato per la produzione di policarbonati aromatici. Iniziamente il
DMC veniva prodotto per reazione tra il fosgene, un reagente altamente tossico, ed il
metanolo. Successivamente, per ridurre I’impatto ambientale del processo sintetico, Enichem
ha sviluppato una tecnologia basata sulla ossicarbonilazione del metanolo, impiegando
cloruro rameoso come catalizzatore.

Il DMC presenta acune peculiari caratteristiche che lo rendono ecocompatibile. Infatti e
biodegradabile, non tossico e non presenta effetti irritanti 0 mutageni ne per contatto né per
inalazione. La maggior parte della letteratura disponibile attualmente sul DMC lo vede
impiegato come agente metilante in sostituzione dello ioduro di metile e del dimetil solfato e
come agente carbonilante, in alternativa a fosgene. Tuttavia, a causa della presenza di centri
reattivi elettrofili rappresentati dai due gruppi metilici e dal gruppo carbonilico e possibile
condurre, oltre a reazioni di metilazione, anche reazioni di carbossimetilazione in presenza di

un nucleofilo (Schema 22).1%*

/
O\ Hadd Bmz
- m>=0 TR YCOOMe+CHO g,
a
\
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Schema 22. Attacco nucleofilo al DMC.

Il verificars di una o dell’ altra reazione dipende dalle condizioni sperimentali e dal tipo di
nucleofilo. Generamente, ka reazione di carbossimetilazione (1) avviene con un meccanismo
bimolecolare base catalizzato, con rottura del gruppo acilico, alla temperatura di riflusso del
DMC (T=90°C). La metilazione (2), invece avviene a temperature piu elevate, con un
meccanismo del tutto analogo e con rottura del gruppo achilico. Proprio per il fatto che la
metilazione avviene a temperature piu elevate di quella di ebollizione del DMC, € necessario
condurla in autoclave o con la tecnologia Gas Liquid Phase Transfer Catalysis (GL-PTC),1%®°

oppure in presenza di carbonati asmmetrici aventi una maggiore temperatura di
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ebollizione.’®® La ricerca di condizioni di reazione meno drastiche ha introdotto I'impiego
della 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU), un catalizzatore basico. S riporta nello
Schema 23 il meccanismo di metilazione di fenoli che avviene allatemperaura di riflusso del
DMC.*’

430CH: + CH:OH + Cp H fo3

DRU

4A¥TEUIH OCH:

N\
b ANCD)

4(0H + DBET

e
A

Schema 23. Ciclo catalitico di metilazione di fenoli con DMC e DBU.

In questo ciclo catalitico, la DBU reagisce con il DMC generando I’ agente metilante piu
attivo A che presumibilmente riduce I’energia di attivazione richiesta per la metilazione.'®®
Purtroppo, limpiego di quantita catalitiche di DBU alunga i tempi di reazione perché i
substrati fenolici consumano la base formando i corrispondenti fenolati e riducendo la
quantita di DBU liberain grado di formare I'intermedio catalitico. Il miglior compromesso tra
il requisito di “atom economy” e quello della massima efficienza del processo s raggiunge

utilizzando quantita stechiometriche di DBU.'%®

3.1.4 Metilazione di flavoni con DMC

Considerata I'esperienza maturata dal gruppo di ricerca sulla chimica ossidativa dei

flavonoidi, 55 1°

che spesso richiedeva la protezione degli ossidrili liberi, e I'elevato valore
aggiunto dei prodotti metilati, S € pensato di mettere a punto una metodologia di metilazione
efficiente e soprattutto ecocompatibile, impiegando il DMC. Risultati soddisfacenti sono stati
ottenuti con i flavoni e i flavonoli (Schema 24).

Le reazioni sono state condotte impiegando il DMC come reagente/solvente in presenza di un
leggero eccesso di DBU, alla temperatura di riflusso. Le condizioni sperimentali sono

riportate nella Tabella 3.



CMWC/DET 12

Eifhasso F,

By O
1,3,57,10,12,14 2,4,6,8,9,11,13,15

1: E:=F=FE+=Fs=H, E=0H
3 Fs=FEs=Er=Es+H, Fx=0H

2: F3=F. =R =Rz=H, F;=0CH;
4
£:B:=Fs=R=Fs&=H, F=0H 6
]
9
1

1 Bs=Es=E+=F+H, Ei=0CH;
! Bs=Es=F.=Fs=H, B=0CH;
T:B:=E=Fs=H, B=FE+0H 1 Ey=R=FE=H, E;=0H, E=0CH:
10: Es=F.«=FE=Fs=H, F:=0H :
12: F5=FE+=Fs=H, FE:=F=0H 11:
14: B;=FE+=Fs=H, E:=RE+=0H 13:
15:

Fz=R=Rs=H Es=RE+=0CH:
Es=E =F+=Fs=H, F:=0CH-
Rs=RE+=Rs=H E;=F=0CH;
Fi=F=Fs=H Fi=FE=0CH;:

Schema 24. Reazione di metilazione di flavoni e flavonoli con DMC/DBU.

Substrato | Tempo (h) | Conversione (%) | Resa (%)
1 48 > 98 2:>98
3 48 > 08 4:> 98
5 10 > 98 6: > 98
7 48 > 98 8:309: 70
7 54 > 08 9: > 98
10 30 > 08 11:>98
12 24 > 08 13:>98
14 24 > 08 15:>98

Tabella 3. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 24.

Per tutti i substrati le conversioni e le rese sono risultate quantitative. Si € notata una discreta
selettivita nel caso del 5,7-diidrossiflavone 7 tra le due posizioni ossidrilate per effetto del
legame idrogeno che rende meno resttiva la posizione 5, come del resto evidenziato per il 5
idrossiflavone 1 che ha richiesto tempi lunghi (48 h). Dopo 54 hé stato possibile, pero
ottenere il composto totalmente metilato 9. L’ analisi dei tempi di reazione ha mostrato che il
flavone piu reattivo € il 7-idrossiflavone 5. Per i flavonoli (substrati 10, 12, 14) non € stata
osservata selettivitatra gli ossidrili, fenolico ed enolico. Gli unici prodotti osservati sono stati

quelli di completa metilazione.

45



3.2 Protezioni selettive di funzioni alcoliche

3.2.1 Generalita

L’ appropriata introduzione e rimozione di gruppi protettori € una importante trasformazione
in chimica organica sintetica. Tali protezioni, per essere utili, devono procedere con rese e
selettivita elevate; inoltre, il gruppo introdotto deve essere stabile ma all’occorrenza
facilmenterimovibile. | gruppi protettori non solo bloccano temporaneamerte i siti reattivi ma
possono anche modificare la reattivita intrinseca dei substrati e le loro caratteristiche chimico-
fisiche. !0

La letteratura ci offre numerose metodologie di protezione per i divers gruppi funziondi,
tuttavia, quando s lavora con molecole polifunzionali, solo acune di queste procedono
chemoselettivamente su un determinato gruppo funzionale.!'! Spesso si ricorre agli enzimi
che presentano proprieta intrinseche di chemoselettivita, regioselettivita e stereosel ettivity
perd richiedono ambienti di reazione controllati che ostacolano la loro applicabilita ad
intere categorie di composti.

Per i gruppi ossidrilici, le reazioni di protezione piu impiegate si basano sull’ esterificazione,

2

la formazione di silileteri, di alchil eteri,'? ma sono riportati solo pochi esempi di

trasformazioni in grado di discriminare gli ossidrili acolici daquelli fenolici.**314

Una parte del presente lavoro di tes ha riguardato la messa a punto di metodologie di
protezione selettiva di questi gruppi funzionali con il duplice scopo di derivatizzare la
funzione alcolica spesso competitiva con quella fenolica nei process sintetici, e aumentare la
lipofilicita e di conseguenza la biodisponibilita di acune molecole di interesse biologico,

estendendo il loro campo di applicabilita

3.2.2 Carbossimetilazione selettiva con DM C

Gli achil carbonati sono i principali gruppi protettori delle funzionalita al coliche, solitamente
introdotti via aloformati impiegando le condizioni di Schotten-Bauman.*® | carbonati hanno
dimostrato una elevata selettivita nella regioselettiva monoprotezione di dioli e polioli. La
nostra attenzione si € rivolta a dimetil carbonato le cui caratteristiche reattive sono gia state
rese note (cap. 3, par. 1.3).

In letteratura € riportato che gli acoli reagiscono con il DMC dando prodotti di
transesterificazione anche a 180°C;''® solo in presenza di  ammine terziarie
(dimetilamminopiridina,  1,4-diazobiciclo[2,2,2]ottano) sono  descritte  reazioni  di

metilazione.*” | gruppi fenolici invece, sono facilmente metilati alla temperatura di riflussoin
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presenza di DBU.'%” Si & dunque, pensato di impiegare il sistema DMC/DBU per mettere a

punto una metodologia di protezione selettiva della funzione alcolica rispetto a quella

fenolica. 118, 119,120,121

Inizidmente é stata provata I’ efficienza del sistema DMC/DBU nelle carbossimetilazioni

della funzione alcolica impiegando come substrato il 2-feniletanolo 16 (Schema 25).

(o]
OH o)ko/

4

DBU (1.2 &)

+ >=o P
g Riflusso/45h
\ Resa: >98%
16 17

Schema 25. Reazione di carbossimetilazione del 2-feniletanolo in ambiente basico.

| risultati ottenuti sono stati soddisfacenti; la reazione e risultata quantitativa in termini di
conversione e resa in tempi brevi (4.5 h).

In letteratura € riportato solamente un esempio di reazione di transesterificazione tra alchil
carbonati e dioli concatalisi acida.'?> Si & pensato dunque di applicare la metodologia anche
in ambiente acido per acido solforico. | risultati ottenuti sono stati analoghi a quelli della

reazione condottain ambiente basico (Schema 26).

o
-

H 0
e HyS04 (12 eq)
* o> Fiflussaid5h
\ Fesa: *@8%
16 17

Schema 26. Reazione di carbossi metilazione del 2-feniletanolo in amibiente acido.

Vigta I'efficienza del metodo, abbiamo pensato di testare la chemosdlettivita della
metodologia di protezione, prendendo come substrato modello il tirosolo 18 che presenta

entrambe le funzionalita reattive, quella fenolica e quella alcolica (Schema 27, Tabella 4).
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Schema 27. Reazione di carbossimetilazione del tirosolo 18.
Condizioni sperimentali | Conversione (%) Resa (%)
H,S04 (0.2 eq), 7h > 08 19: >98
H,S04 (0.2 eq), 24h > 98 19: >98
DBU (1.2 eq), 7.5h > 98 19: >98
DBU (1.2 eq), 16h > 98 20: >98
DBU (1.2 eq), 24h > 98 20: 80, 21: 20
DBU (0.1 eg), 12h > 98 19: >98

Tabella 4. Risultati sperimentali dellareazione riportata nello Schema 27.

Dalle prove sperimentali € emerso che, in ambiente acido, anche allungando i tempi di
reazione, e stata ottenuta solo la protezione selettiva della funzione acolica a dare il prodotto
di carbossmetilazione 19. Piu interessante &, invece risultata la reazione condotta in
ambiente basico. Infatti, agendo sui tempi di reazione, € stato possibile modulare la reattivita
de sstema. Dopo 7 h, si € osservata la protezione dell’ ossidrile alcolico (prodotto 19);
allungando i tempi a 16 h lareazione € proceduta verso I’ ossidrile fenolico, portando d
composto 20; infine, a 24 h si € ottenuto anche il prodotto 21, derivante dalla deprotezione
selettiva della funzione alcolica. E' stata condotta anche una reazione con quantita catalitiche
di DBU. In td caso, é stato ottenuto il prodotto 19 in tempi di reazione piu lunghi (12 h). E
interessante notare, inoltre, che, in nessuno del casi analizzati, I’ossidrile fenolico € stato
carbossimetilato. A differenza dell’ acido, la DBU, é responsabile anche della deprotezione del
gruppo alcolico.

Considerando gli interessanti risultati ottenuti, I’ originalita e la semplicita della metodologia
sviluppata, questo studio e stato esteso ad una serie di composti caratterizzati dalla presenza,
nellaloro struttura, di centri reattivi alcolici e fenolici (Schema 28, Tabella 5).
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H o 0
F1 F
DRICHE Oy 0 DETT
. Fifhsso
E; E;
R Fs
22,24, 27,0 23,25, 26,28, 30,31
11 Ri=Fa=H F1=0H 13: E3=Es=H, E1=CH
24: F;=F+=H, E;=0H % By =F+=H, E,=CH
2T R:=Fa=0H, Fu=H 26: Fa=F:=H, R=CCH;
29: F;=0H, E;=0CH;, By=H 8. F:=F;=0H, F1=H
30: B:=0H, Ey=0CHs, F;=H
31: Bz=R=00CHs, Fy=H

Schema 28. Reazioni di carbossimetilazione di fenoli con DMC.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) Resa (%)
22 H,S0,4(0.2eq)/1,5h >98 23: 90
22 DBU (1.2 eg)/2h >08 23: >98
22 DBU (1.2 eq)/24h >08
24 H,S0, (0.2 eq)/4,5h >08 25: >08
24 DBU (1.2 eq)/4.5h >98 25 >08
24 DBU (1.2 eq)/20h >98 26: >98
27 H,S0, (0.2 eq)/6,5h >98 28. >08
27 DBU (1.2 eq)/1h >98 28: >98
27 DBU (1.2 eq)/24h >98
29 H,S0, (0.2 eq)/ 7h >98 30: >98
29 DBU (1.2 eq)/7.5h >98 30: >98
29 DBU (1.2 eg)/41h >98 31 75

Tabella 5. Risultati sperimentali dellareazione riportata nello Schema 28.

| risultati sperimentali hanno mostrato che le reazioni di carbossimetilazione /o0 metilazione
sono procedute con risultati paragonabili a quelli ottenuti con il substrato modello, sia in
ambiente acido che basico. Eccezioni sono risultati il 2-idrossifenetil alcol 22 e
I'idrossitirosolo 27 dai quali, dopo reazione di carbossimetilazione, sono state ottenute
miscele complessedi prodotti.

Tra | substrati utilizzati, di particolare interesse sono [I'idrossitirosolo 27 e I'acol

omovanillico 29, sostanze naturali presenti negli scarti della lavorazione delle olive, dotati di
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ativita antiossidante e di scavenger di radicali liberi. Considerando che i composti
carbossimetilati 28 e 30 sono molecole nuove, éstata misurata |’ attivita di radical scavenger
per un confronto con i substrati di partenza 27 e 29 (Tabella 6). E' stato utilizzato il metodo
spettrofotometrico Uv-Vis della 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH, Figura 22),'%® un radicale
libero che in metanolo forma una soluzione colorata di viola, mentre la sua forma ridotta
incolore. Questo metodo sfrutta la capacita del composti dotati di attivita antiossidante di
neutralizzare i radicali liberi reattivi, convertendoli in radicali liberi stabili o composti neutri.
Per via spettrofotometrica s misura il decremento di assorbanza della DPPH, a intervalli di
tempo fino al raggiungimento del plateau, a concentrazioni fisse di antiossidante. |l parametro
indicativo dell’attivita del campione € I'ECso che esprime la quantita di antiossidante

necessaria aridurre del 50% la concentrazione iniziale di DPPH.

N\ )HH O —\ ) HTH
\
e o O
aoluziohe viola aoluEione iticolote
A B

Figura 22. Strutture dellaDPPH (A) e della DPPH ridotta (B).

ECso (lineare) ECso Lineare
Composto _
(mmol composto/mmol di DPPH) (UM)
Idrossitirosolo 27 0.15 9.0+0.58
Idrossitirosol o carbossimentilato 28 0.11 6.6+0.30
Alcol omovanillico 29 0.22 13+0.60
Alcol omovanillico carbossimetilato 30 0.22 14+0.70

Tabella6. Dati di attivita antiossidante con il metodo della DPPH.

| risultati ottenuti hanno mostrato che I'introduzione del gruppo carbossimetilico non ha
variato in maniera significativa I'attivita antiossidante dei prodotti di partenza. | nuovi
composti 28 e 30, per effetto del gruppo protettore introdotto, presentano, pero, una maggiore
lipofilicita, proprieta che aumenta la biodisponibilitd e che pud consentire un possibile
impiego in campo alimentare e cosmetico. Sull’ idrossitirosolo carbossimetilato 28 sono stati

inoltre condotti, saggi di attivita antitumorale, impiegando cellule di carcinoma polmonare e
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di melanoma, presso I’ Istituto di Neurobiologiadel CNR di Roma. Risultati preliminari hanno
mostrato che tale prodotto inibisce la crescita cellulare in maniera significativamente piu
sensibile dell’idrossitirosolo 27.

Nell’ambito di una collaborazione scientificain atto trail nostro gruppo di ricerca e quello dei
Prof.ri S. Cacchi e G. Fabrizi del Dipartimento di Studi di Chimica e Tecnologia delle
Sostanze Biologicamente Attive della Sapienza Universita di Roma, Ble composto é stato
impiegato come materiale di partenza nelle reazioni di cross-coupling Suzuki-Miyaura per la
preparazione di un ampio numero di nuovi derivati dell’idrossitirosolo caratterizzati dalla
presenza di una funzionalita arilica sull’anello aromatico. Un esempio € riportato nello
Schema 29

;0 I:IE!H3

HD]@/\/DCDMH3 D/\/UWUCI% 0 OC00GHs
HO HYCHEL e £ hsso >§:|I>::1\/

ArE(OHy
Pdydbaly
Sphuos
EzP0Oy

u] Ar

Schema 29. Reazione di cross-coupling dell’ idrossitirosolo tramite reazioni Pd-catalizzate.

Lametodologia di carbossimetilazione selettiva della funzione alcolica é stata applicata anche
afenoli con catena acolica pit lunga.

Non essendo disponibile in commercio, € stato necessario sintetizzare il 3-(2-idrossifenil)-1-
propanolo 33 per riduzione della 3,4-diidrocumarina 32, seguendo una procedura riportata in
|letteratura (Schema 30).1%°

o
sog
Et;0

FesaT5%

Schema 30. Sintesi del 3-(2-idrossifenil)-1-propanolo.
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| risultati delle reazioni di carbossimetilazione sono riportati nello Schema 31, Tabella 7.

o AR
o]

F1 F1
DET o HaS Oy
—_—
DM Ciifhasso
Fz Rz
33,36 34,3537 38
33 Fy=0H, E;=H 3 Fy=0H E,=H
36.F;=H, E,=CH ¥ F;=0CH;, F;=H
3T Fy=H, E;=0H

. Fy=H, Fy=0CH;

Schema 31. Reazione di carbossimetilazione di idrossifenil - 1-propanoli con DMC.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) Resa (%)
33 H»>S04 (0.2 eq)/4h >08 34: >98
33 DBU (1.2 eg)/4h >98 34: >98
33 DBU (1.2 eg)/20h >08 35: >98
36 H,S0, (0.2 eq)/5,5h >98 37:>98
36 DBU (1.2 eq)/5.5h >08 37:>98
36 DBU (1.2 eq)/90°C/21h >08 38: >98

Tabella 7. Risultati sperimentali dellareazione riportata nello Schema 31.

Anche in questo ultimo caso le reazioni hanno portato a rese quantitative del prodotti
carbossimetilati. Come gia descritto per il tirosolo 18, I'idrolis basica, condotta con KOH (1
M) in THF a temperatura ambiente, ha consentito la rimozione quantitativa del gruppo
protettore introdotto. Inefficace, € risultata I’idrolisi acida per HCl 0 H,SOs,.

E’ sato iniziato anche uno studio sulla selettivita di protezione del DMC verso dtre classi di
composti contenenti vari gruppi funzionali. A questo proposito sono stati presi come substrati
I’estradiolo 39 e il 2(4-aminofenil) etanolo 41 (Schema 3, Tabella 8), ottenendo risultati
soddisfacenti.
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Schema 32. Reazioni di carbossimetilazione.
Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) Resa (%)
39 H,S0,4 (0.2 eq) >08 40: >98
39 DBU (1.2 eq) >08 40: >98
41 DBU (1.2 eq) >08 42:>98

Tabella 8. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 32.

Con il substrato 41 non e stato possibile condurre la reazione in ambiente acido, per
formazione di un sale insolubile con il gruppo aminico.

Per concludere, questi risultati hanno evidenziato una nuova procedura, semplice ed
ecocompatibile, per la protezione chemoselettivadi gruppi acolici in molecole polifunzionali.
La maggior parte delle reazioni e proceduta in maniera quantitativa consentendo il recupero

del prodotto puro senzaricorrere a purificazioni cromatografiche.

3.2.3 Esterificazioni selettive di ossidrili alcolici in DM C

L’ esterificazione € una delle reazioni piu usate per la protezione di ossidrili. In |etteratura
sono riportate numerose applicazioni estese anche a livello industriale. Tuttavia, se le
molecole organiche presentano altri gruppi funzionali in grado di competere con le funzioni
ossidriliche, la reazione tende a dare miscele di prodotti di mono e poli-esterificazione.!*®
Alcuni esempi di esterificazione selettivasono basati sull’impiego di enzimi, soprattutto lipasi
ed esterasi,'?° sia per reazioni chemoselettive dirette, che come agenti di rimozione selettiva
delle protezioni.}?" 128

| pit comuni reagenti chimici usati per le acilazioni sono gli alogenuri acilici e le anidridi, che
in ambiente basico per piridina o trietilamina/DMAP, non sono selettivi. Una bassa selettivita
S riscontra impiegando anidride acetica in presenza di triflato di ame [Cu(OTf);] come
catalizzatore.'*® Sono stati sviluppati sistemi di esterificazione selettiva ra adcoli e acidi
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impiegando la reazione di Mitsunobu che riduce le difficolta legate alla reversibilita del
processo di Fischer.’*® L’ esterificazione condotta con acidi di Lewis procede con elevata
sdettivitatra alcoli e fenoli. L’ afnio cloruro, ad esempio, € ritenuto un eccellente catalizzatore
di ossidrili alifatici con una selettivita maggiore di 99:1 in presenza di gruppi fenaolici.
L'elevata chemosdlettivita osservata € attribuita ala bassa basicita e nucleofilicita
dell’ ossigeno fenolico (K, del fenolo & circa 10° volte pitl bassa di quella del metanolo) in
reazioni che coinvolgono molecole neutre catalizzate da acidi di Lewis o protici; viceversa, la

113 Analoghi risultati sono riportati

132

presenza di catalizzatori basici altera la chemoselettivita.

131

impiegando sali di lantanidi, *3* cerio (111) cloruro3, cerio triflato.

In letteratura € riportato che il rutenio (Il1) cloruro € un buon catalizzatore per
' esterificazione sia di ossidrili alcolici che di ossidrili fenolici con anidride acetica®®® In
guesta tesi, tale metodologia € stata studiata in termini di chemoselettivita utilizzando come
solvente di reazione il DMC invece dell’ acetonitrile.

Nello Schema 33 sono riportate le condizioni sperimentali e i risultati ottenuti. In tempi brevi
e stata ottenuta una selettivita totale con una resa quantitativa del corrispondente prodotto

acetilato 43.

o]

L

CH

EuCh lmol?a], dogD

DRI C/RTIS0 min

OH Reza: *98% OH
18 43

Schema 33. Reazione di acetilazione chemosel ettiva del tirosolo con RuCls.

Anche in questo caso, \erificata la selettivita della reazione, la metodologia e stata estesa, con
success, a substrati analoghi di interesse per il proseguimento della presente ricerca (Schema
34, Tabella9).



| N FuCL(1%5), A0 (12 eq) F1
P DMC/ET 20 numat
R Fz
R3 R3
22,24,27,29, 33, 36 44, 45, 46, 47, 48, 49
22, 4 Fy=0H, Fy=F3=H, n=1
24, 48, F1=F:=H, Fz=CH, n=1
27, 46. F1=H, Fz=F3=CH, n=1
20, 47, By=H, F;=0Me; F;=0H, =1
33, 48. F1=0H: Fa=R:=Hr=2
36, 490, Fy=Fy=H, R;=CH, =2
Schema 34. Reazioni di acetilazione chemoselettiva con RuCls.

Substrato | Conversione (%) | Resa (%)
22 >08 44: 85
24 >08 45: 91
27 >08 46: 75
29 >08 47: 95
33 >08 48: 0
36 >08 49: 80

Tabella 9. Risultati sperimentali dellareazione riportata nello Schema 34.

Come gia detto, in letteratura € riportato che i cloruri acilici, in presenza di un opportuno
acido protico o di Lewis, portano all’ esterificazione selettiva degli alcoli. Tali agenti acilanti,
pero, sono facilmente idrolizzati e richiedono dunque condizioni di reazione anidre.
Continuando laricerca di condizioni di reazione semplici e pratiche, nel presente lavoro s e
sfruttata I’idrolisi del cloruri acilici per effetto dell’umidita, in assenza di condizioni anidre,
per produrre la quantita di HCl necessaria a catalizzare la reazione di protezione selettiva
degli acoli (Schema 35).
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F1 E1
AoCl] deq)
DMC/ET 24h
1 1
Es Es
18,22, 24,27, 29, 33, 36 43, 44,45, 46, 47, 48, 49

18, 43, F1=F3=H, F3=0H, =1
2 4 Fi=CH, Fs=F3=H, =1
4, 45 F1=F;=H, F=0H, 1=l
7, 46 F1=H, F;=F:=0H, =1
™, 4T F1=H, F1=0Me, E3=CH n=1
33, 48 Fy=CH, F;=F:=Hn=2
36, 40 F1=Fy=H, E:=0H,r=2

Schema 35. Reazione di acetilazione selettiva con AcCl.

Substrato | Conversione (%) | Resa (%)
18 80 43: 80
22 >908 44: > 98
24 86 45: 86
27 95 46: 95
29 >08 47 95
33 90 48: 90
36 91 49: 91

Tabella 10. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 35.

La Tabella 10 mostra che, per tutti i substrati, |’ acetilazione é risultata selettiva; infatti le rese
di reazione sono state elevate (80 - >98%).

Trai prodotti ottenuti, un’ attenzione particolare deve essere rivolta all’ idrossitirosolo acetato
46, il piu semplice derivato lipofilo dell’idrossitirosolo recentemente identificato nell’ olio di
oliva®* La sua attivita antiossidante & risultata confrontabile a quella dell’idrossitirosolo in
oli ed emulsioni. Trova applicazioni come additivo in alimenti (quali burro e latte) e in

135 B importante evidenziare la semplicita della

composizioni farmaceutiche e cosmetiche.
metodol ogia messa a punto in questa tesi. Infatti, le sintesi chimiche di tale composto descritte
in letteratura utilizzano come materia prima di partenza |I’idrossitirosolo e prevedono piu
passaggi che coinvolgono protezioni e deprotezioni degli ossidrili alcolici e fenolici.*** Un

esempio e riportato nello Schema 36.
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Schema 36. Procedura sintetica per |’ ottenimento di idrossitirosolo acetato.

Piu recentemente € stata riportata un’ esterificazione enzimatica dell’idrossitirosolo con etil
acetato come agente acilante e lipasi.

Impiegando catalizzatori acidi (ad esempio, acido solforico 0 acido p-toluensolfonico) o
lipasi, ed agenti acilanti a catenalunga, a partire dall’ idrossitirosolo, sono stati preparati anche
esteri a caena lunga'® Studi di attivith antiossidante, effettuati con il metodo
spettrofotometrico della DPPH, hanno mostrato che la presenza e la lunghezza della catena
non influenza I’ attivita dell’idrossitirosolo. Essi, inoltre, mostrano una maggiore solubilta,
stabilita e attivita antiossidante in oli ed emulsioni.'*® Recentemente & stato riportato che i
derivati lipofilici dell’idrossitirosolo e dell’ acol omovanillico trovano applicazioni nel campo
delle nanotecnologie per le loro proprieta di “self-organizing” . >’

Considerata, dunque, I'importanza biologica di queste molecole, la metodologia utilizzata per
acetilare I’idrossitirosolo, € stata quindi estesa alla classe di composti fenalici, impiegando
cloruri acilici a catena lunga satura e insatura (Schema 37, Tabella 11). Con tutti i substrati i
risultati sono stati soddisfacenti; la metodologia e risultata selettiva con i vari cloruri acilici
impiegati.

E dato infine eseguito uno studio per la deprotezione del gruppo funzionale; sia I'idrolisi
basica con KOH, che I'idrolisi acida con HCI, che la riduzione con NaBH,4 in THF hanno

portato a conversioni e rese quantitative dei prodotti ossidrilati.
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5 245 5 +5 & & Q
5 +5 2+Q ° 52155 +5 &r &+ Q
255 +Q 0 55 +5 2+5 & & Q
i;ggig s 55 +5 2+5 & &+ Q
;552%”;5(22* Q 5 8280 o 22 s ot & ar 8
2
5+5 2+Q L ° 21220H+552+&+5&8T+8?+ Q
5 245 5 +5 & & Q
5 &+ &+ 55 +5 2+5 & &+ Q
5 &+ &+ 5 2+5 5 +5 & & Q
5 &+ &+ 5 2+5 5 +5 & & Q
5 &+ & 55 +5 2+5 & &+ Q
5 &+ &+ 55 +5 2+5 & & Q
5 &+ & &+ &+ &+ 5 2+5 5 +5 & &t Q
5 &+ & &+ &+8&+ & &+ &+ 55 +5 2+ 5 & &+ Q
5 +5 5 2+5 & & Q
5 +5 20H5 2+ 5 &+ & Q
5 245 5 +5 & & Q
5 5 +5 2+5 & & Q
5 2+5 5 +5 & & Q
5 245 5 +5 & & Q
55 +5 2+ 5 & &+ Q
5 5 +5 2+5 & &+ &+ & Q
5 245 5 +5 & &+ &+ & Q
55 +5 2+ 5 & &+ &+ &+ Q
5 +5 5 2+ 5 & &+ &+ & Q
5 +5 20H5 2+ 5 &+ &+ &+ & Q
5 2+5 5 +5 &+ &+ &+ &+ Q
5 5 +5 2+ 5 & & &+ & Q
5 5 +5 2+ 5 & &+ &+ &+ & &+ Q
5 2+5 5 +5 & &+ &+ &+ &+ &+ Q
5 5 +5 2+ 5 & &+ &+ &+ & &+ Q
5 +5 5 2+ 5 & &+ &+ &+ & &+ Q
5 +5 20H5 2+ 5 &+ &+ &+ &+ & &+
5 2+5 5 +5 & & &+ & & & Q
5 5 +5 2+ 5 & &+ &+ &+ & &+ Q
Schema 37. Reazioni di esterificazione selettivacon cloruri acilici.

Substr ati Conversione (%) | Resa(%) | Substrati Conversione (%) | Resa (%)
22,50 90 57: 65 36, 54 >08 79: >98
33,50 95 58: 75 18, 55 92 80: 90
36, 50 90 59: 60 22,55 74 81: 70
18,51 70 60: 65 24,55 88 82: 81
22,51 76 61: 70 27,55 >08 83: >98
24,51 86 62: 75 29,55 >08 84: >98
27,51 >08 63: >98 33,55 0 85: 80
29,51 >08 64: >98 36, 55 >08 86: >98
33,51 75 65: 70 18, 56 92 87: 90
36,51 95 66: 75 22,56 80 88: 78
22,52 90 67: 77 24,56 84 89: 75
33,52 88 68: 75 27,56 >08 90: >98
36, 52 90 69: 80 29, 56 >08 91: >98
18, 53 89 70: 86 33,56 93 92: 85
22,53 81 71: 80 36, 56 87 93: 75
24,53 86 72: 81
27,53 >08 73. >98
29, 53 >08 74: >98
33,53 >08 75: 70
36, 53 >08 76: 85
22,54 0 77: 60
33,54 >08 78. 80

Tabella 11. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 37.
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3.3 Messa a punto di process ossidativi chimici con IBX e DMP: sintesi di idrossitirosolo

ederivati a partire da tirosolo o alcol omovanillico.

3.3.1L’idrossitirosolo

L’idrossitirosolo 27 (2-(3',4 -diidrossifenil)etanolo, Figura 23) € un composto o-difenolico
naturale contenuto nell’olio di oliva,**® e nei reflui di lavorazione delle olive, in particolar
modo nelle acque di vegetazione.'*® Derivadall’idrolisi dell’ oleuropeina glicoside ad operadi
3-glicosidas cellulari o tramite catalis acida durante lo stoccaggio o la pressatura delle

140

olive.X*® puo trovarsi in forma libera o esterificata Figura 23).}*' Recentemente, & stato

identificato e quantificato anche in alcuni vini italiani bianchi erossi.%?
2 2 2
+2 2 w27 228+ 427 7 \l/ 8|L22+
, GIRWMRRTR X N
= 2 \/I(Z
2 *OF
2 GXURBHQD '

+2 I o /\l +2
) = 2 2
+2 +2
+2
\H\Z
|

2 2 *onrz/\( &+ 2+
+

2. _&=8+
+ \n/

2
' HOFHRWIRBXURSHOD DI QFROH 9 HEDWRIGH

Figura 23. Strutture chimiche dell’idrossitirosol o e suoi precursori e derivati naturali.

E gia data descritta la capacita antiossidante e di scavenger di radicali liberi
dell’idrossitirosolo attribuibile ala funzionalita o-difenolica. Studi in vivo eseguiti sui ratti
hanno dimostrato che basse dos di tale composto (0.5 mg/Kg) sono in grado di ridurre
sostanzialmente la formazione di prodotti di perossidazione lipidica generati in vivo
(isoprostani) da uno stress ossidativo (fumo passivo).'*® L’idrossitirosolo esplica numerose
144 |"aggregazione
il diabete, I'ischemia cerebrale e numerosi disturbi neurodegenerativi.'*® Di

altre attivita biologiche: previene acune patologie cardiovascolari,

piastrinica,*
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recente e stato utilizzato anche in campo agrochimico per il controllo della crescita di funghi e
batteri patogeni.*’ Studi in vitro su cellule in cui & stato indotto il processo tumorale, hanno
evidenziato come questa molecola agisca da detossificante nei confronti di agenti mutageni,
aumentando la capacita della cellula di riparare il proprio patrimonio genetico. E' stato
dimostrato, inoltre, che I'idrossitirosolo interviene anche nella fase di promozione del tumore
evitando la proliferazione e la mitos cellulare, oppure favorendo I'apoptos prima

dell’insorgenza della neoplasia vera e propria }#®

Per queste sue importanti proprieta, s
presenta come un prodotto di interesse in campo industriale. Malgrado non s sia ancora
affermato in campo farmaceutico, sono note applicazioni nel settore cosmetico, come

149 nel settore alimentare,

componente di creme protettive per la pelle e di rossetti per labbra;
come integratore alimentare o per stabilizzare e migliorare la qualita di aimenti e bevande, in
particolare gli oli vegetali. Fino a pochi anni fa I'idrossitirosolo non era disponibile
commercialmente; oggi € prodotto da alcune compagnie chimiche ma & commercializzato
ancora a prezzi elevati. Considerati questi aspetti laricerca e statarivolta alla messa a punto di
una metodologia sintetica semplice, ma soprattutto economica, estendibile anche a livello

industride.

3.3.2 Stato dell’ arte della produzione di idr ossitir osolo.

Considerata la sua presenza nelle matrici vegetali, in letteratura sono riportati numerosi
protocolli di estrazione dalle olive,**° dalle foglie d' olivo,*** dall’ olio di oliva *°? e dalle acque
di vegetazione.’™®* > Tali procedure sono spesso laboriose, richiedono I'uso di notevoli
quantita di solventi organici nocivi e infiammabili e adeguate apparecchiature di estrazione e
di purificazione. Inoltre, in alcuni casi I'idrossitirosolo non e recuperato puro ma in miscela
con altri componenti fenolici, in particolare con il tirosolo.

Da un punto di vista sintetico, in letteratura sono riportate alcune procedure che utilizzano

155 acido 3,4-dimetossifenil

come materidi di partenza il 3,4-dimetossifenil etanolo;
acetico;**® la 3,4-dimetossi benzaldeide.'®’ Tuttavia, tali sintesi richiedono molti passaggi e le
rese finai di idrossitirosolo non sono elevate. Piu convenientemente, pud essere preparato per
riduzione dell’ acido 3,4-diidrossifenil acetico (Schema 38). Intal caso, pero, e richiesto I'uso
di un reagente pericoloso, quae il litio aluminio idruro, e di un solvente anidro, il

tetraidrofurano.*>®
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Schema 38. Sintesi dell’idrossitirosolo a partire dall’ acido 3,4-diidrossifenilacetico.

Recentemente, sono stati messi a punto alcuni procedimenti sintetici a partire da materiali di
partenza contenuti stess nelle foglie di olivo, nell’olio di oliva e nelle acque di
vegetazione, quali I’oleuropeina e il tirosolo. Un esempio di utilizzazione dell’ oleuropeina
descrive una procedura che consente di ottenere una soluzione 0.1 M di idrossitirosolo in
acido cloridrico dopo idrolisi basica sotto flusso di azoto e successiva acidificazione
dell’idrolizzato.*® Un esempio pill recente di utilizzazione dell’ oleuropeina & stata descritta
da alcuni di noi ed é riportata nello Schema 39.*%° Per stabilizzare la funzione catecolica,
inizialmente s €& proceduto ala protezione degli ossidrili fenolici, utilizzando il
dimetossipropano (DMP) in presenza di acido canforsolforico (ACYS); la successiva idrolisi

basica e rimozione del gruppo protettore ha consentito di ottenere idrossitirosolo.

HOIj/\/O\[("// HOD/\/OH
| _
HO = © HO
Arrherlist 15
DMPIACS MeCH

8] OH
. . . NaDH&M
nusecels complessa di acetognds ——————————
Tif lugg o

Schema 39. Sintesi di idrossitirosolo a partire dall’ oleuropeina.

Lavori piu recenti hanno impiegato il tirosolo come substrato di partenza per la sintes di

BN

idrossitirosolo.  Un'interessante procedura € stata sviluppata sfruttando |’ ossidrilazione
aromatica operata da una polifenolo-ossidasi, latirosinasi EC 1.14.18.1, cui segue un work-up

riducente in presenza di acido ascorbico (Schema 40).°*
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Schema 40. Sintesi enzimatica dell’ idrossitirosolo dal tirosolo.

Lasintes e stata condotta in un mezzo acquoso, a pH neutro e a temperatura ambiente.
Tuttavia, sebbene proceda con una resa elevata, per ottenere 1 grammo di idrossitirosolo é
necessario utilizzare 1 litro di soluzione acquosa tamponata (circa 0.006 mM).

Un'atra sintes dell’idrossitirosolo a partire dal tirosolo, messa a punto da acuni di noi
(Schema 41),'%2 pur procedendo con rese soddisfacenti, € di difficile applicazione a livello
industriale in quanto richiede molti passaggi, condizioni drastiche di reazione e utilizza

reagenti tossici, come il cloruro di metilene e tribromuro di boro.

OH H CH
\‘
MaBr Quome o MOl a MetOH ||
Ha CuFx, DMF P
S?Eﬁ?% By 10000554 M
OH

CH CH

A.czO AcOH
H 3, 955

.‘_al,km)_ - BEn CHCl
-IFC bo 1
OH

&) LiAlHy, THF, r.t, 4k, 785
b CH,Cly, 304 HCL xt, 12k, 94%
c) lipasi, pH 7.5, 37°C, 1h, Coerr =58%.

OH

Schema 41. Sintesi chimica dell’idrossitirosolo dal tirosolo.
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3.3.3 Sintes di Idrossitirosolo e derivati lipofili con IBX e DMP

La procedura sintetica messa a punto in questatesi di dottorato e riportata nello Schema 42.

X X
& E 8
OH & E q
al b cl
OH 8
OH OH OH OH
18 I II 27

R =0CH;, CH;, catena alchilica lineare satura o insatura

Schema 42. Strategia sintetica dell’ idrossitirosol o.

Il punto chiave riguarda il passaggio a), ossia la protezione selettiva della catena alcolica del
tirosolo 18 che é stato realizzato impiegando le metodologie di protezione selettiva descritte

precedentemente con DMC (Cap. 2, par. 2) (Schema 43).

CH o E 12, RE=0CH;
43 R=CH
1) DMC/Hy5 04 o DEU 80, F~CH.(CH,)
2) Ao O]y - . R=':H3|:CH2)1+
3 RCUTMC B F=CH3(CHyH CH)p( CHy e
8T, E=CH:CHow( CHRCHa(CHR(CHy 1
OH OH

18 19,42,60,70,80,87

Schema 43. Passaggio a): sintesi di tirosol o protetto.

Il passaggio b) di cssidazione e stato condotto utilizzando IBX o SIBX in metanolo ala
temperatura di 0°C oppure DMP in THF a temperatura ambiente. In tutti i casi, a termine

dell’ossidazione, s é proceduto ad una fase di riduzione one-pot condotta utilizzando una

soluzione acquosadi N&S,04 (Schema 44).
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| H,;WET |
_ 2 N oh 80, 83. F=CH:(CHy){CH)(CH: )z
81, 90. F.=CH;( CHy ) (CHYCHo(CHY(CHy)7
OH DMF OH

19, 43, 60,70, 80, 87 RT, THF 28, 46,63, 73, 83, 90

Schema 44. Passaggio b) sintesi di idrossitirosolo.

| risultati sperimentali sono riportati in Tabella 12.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) Resa (%)
19 MeOH/SIBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 28: 85
19 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 28: 86
19 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >98 28: 85
43 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 46: 80
43 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >98 46: 81
60 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 63: 34
60 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >08 63: 82
70 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 73:88
70 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >98 73:85
80 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 83: 89
80 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >98 83: 90
87 MeOH/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 90: 73
87 THF/DMP (1.2 eg)/RT/30 min >08 90: 77

Tabella 12. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 44.

Dai risultati S € evidenziato che tutti i reagenti di ossidazione utilizzati hanno mostrato la
stessa reattivita. Pertanto, in seguito s € deciso di non utilizzare piu I'SIBX essendo il
reagente piu costoso. E da notare che le rese riportate non sono state calcolate dopo
purificazione cromatografica ma sono lapercentuale di prodotto recuperato dopo lavorazione.
L'ultimo passaggio sintetico ha riguardato la rimozione del gruppo protettore con le
metodologie gia descritte (cap. 2, par. 2).

Successivamente, per diminuire I'impatto ambientale del processo, S € messa a punto una

sintesi one-pot utilizzando il dimetil carbonato (Schema 45).
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Schema 45. Sintesi one-pot dell’idrossitirosolo carbossimetilato.

Modulando la temperatura e stato possibile sfruttare il DMC prima come agente
carbossimetilante (90°C) e successivamente come solvente di ossidazione (RT) ottenendo il
prodotto 28 con una resa complessiva dell’82% senza dover ricorrere a purificazioni
cromatografiche.

L'ultima parte del lavoro ha riguardato il recupero dell’acido o-iodobenzoico, unico
sottoprodotto dello stadio di ossidazione, e la sua riutilizzazione per la rigenerazione
ddl’ IBX, a fine di ottenere sia un abbattimento dei costi che un abbattimento dell’impatto
ambientale del processo ossidativo. Lavando le fasi organiche con una soluzione satura di
bicarbonato di sodio, I’acido o-iodobenzoico e stato trasferito nella fase acquosa. Variando il
pH, mediante aggiunte di acido cloridrico, & stato estratto con etil acetato. | migliori risultati
ottenuti hanno consentito un recupero dell’ 85%.

Sfruttando I’ atra interessarte peculiarita ossidativa dell’IBX e del DMP, di demetilare gli
eteri aril metil fenolici (cap. 1, par. 7), é stata messa a punto la sintes di idrossitirosolo a
partire dall’ alcol omovanillico con una strategia analoga alla precedente (Schema 46). Anche
in questo caso, i derivati protetti dell’alcol omovanillico sono stati ottenuti utilizzando le
procedure precedentemente descritte (cap. 2, par. 2). Conducendo lareazione in THF/acqua in
rapporto 10/1 per favorire I'idrolisi del complesso IBX-substrato (vedi meccanismo di
reazione Schema 13).

In Tabella 13 sono riportati i risultati sperimentali relativi allo step di ossidazione.

65



2+ D 2j\5 5 2&+
5 &+
"0&+ 62 R U8 5 &+ &+
$F2 5X&0 N 5 &+ &+
20 H 5&0 0& 20 H 5 &+ &+ &+ &+
5 &+ &+ &+ &+ &+ &+
2+ 2+
7+) + 2 7+) + 2
'0357 % 57 E
1D62 + 2
57
F A
2+ 2 5 5 28&+
IGRIMEDID 5 &+
-« GRMMAD S
- W IRH oe 5 &+ &+ &+ &+
5 &+ &+ &+ &+ &+ &+
2+ 2+
Schema 46. Sintesi di idrossitirosolo da alcol omovanillico.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
30 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 28: 91
30 THF/H,O/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 28: 86
47 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min 89 46: 85
47 THF/H,O/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 46: 80
61 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min 85 63: 70
61 THF/H,O/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 63: 84
74 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min >98 73: 80
74 THF/H,O/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 73: 88
84 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min 81 83: 66
84 THF/H,O/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 83: 89
91 MeOH/H,O/IBX (1.2eq)/0°C/30 min 75 90: 52
91 THF/DMP (1.2 eq)/RT/30 min >98 90: 73

Tabella 13. Risultati sperimentali delle reazioni di ossidazione riportate nello Schema 46.

Come s puo notare dalla Tabella 13, alcune delle reazioni di demetilazione ossidativa non

sono state ottenute con la conversione completa dei substrati, per cui S SONoO rese necessarie
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purificazioni cromatografiche. Anche in queste sintesi e stato possibile recuperare I’ acido o-

iodobenzoico proveniente dallariduzione dell’ IBX.

3.3.4 Sintes di idrossitirosolo e idrossitirosolo carbossimetilato con 1BX supportato su
matrice polimerica.

Come ulteriore avanzamento della ricerca, sia per migliorare |’economicita che
I’ecocompatibilita della sintesi dell’idrossitirosolo edei suoi derivati lipofili, € stato utilizzato
I"IBX supportato su polistirene disponibile commercialmente (Figura 24) come ossidante

nelle reazioni di inserzione ossidrilica del tirosolo e demetilazione ossidativa dell’alcol

0L

CH

omovanillico.

Figura 24. IBX supportato su polistirene.

La procedura sintetica, a partire dal tirosolo carbossimetilato 19, e riportata nello Schema 47.

Figenerazione della msina Fidumione con Mag Oy

SN T

IBE-mpportate Filkamiome -
jk ~ 0 (8]

oOH o7 o P,
\ \|

I\ DMC/HE 04 |

= o C Solverte ZaN -
OH OH CH
18 19 =

Schema47. Sintesi di idrossitirosolo carbossimetilato con IBX supportato.

Inizialmente, la reazione di ossidazione € stata provata nelle stesse condizioni
dell’ ossidazione con IBX omogeneo (MeOH/0°C/ IBX 1.2 eq) ottenendo, in questo caso, una
bassa conversione (27%). La reazione é stata successivamente condottain THF a temperatura
ambiente ottenendo risultati migliori; infatti dopo 1 orasi € avuto I’80% di conversione e resa

nel prodotto 28. A differenza dell’ ossidazione in fase omogenea, 1.2 equivaenti di IBX non
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sono dtati sufficienti a dare una conversione totale, probabilmente perché non tutti i Siti
dell’IBX sono disponibili. Sono quindi state eseguite delle prove per trovare la minima
guantita di resina necessaria per avere una conversione totale del substrato che éerisultata
essere pari a 2.1 equivalenti. Dopo I’ ossidazione, la miscela e stata filtrata per recuperare la
resina e la soluzione € stata sottoposta a riduzione con una soluzione acquosa di N&S;0Os. |
risultati ottenuti hanno mostrato una conversione e unaresa di idrossitirosolo carbossimetilato
pari a 98%.

Verificata I’ efficienza dell’ IBX-supportato nell’inserzione ossidrilica si € passati alla fase del
riciclo. Inizialmente, si & provato a rigenerare la resina utilizzando oxone in acqua,®®> ma sono
stati ottenuti scarsi risultati. Pertanto, € stata applicata la procedura riportata in |etteratura che
prevede I'impiego di tetrabutilammonio oxone, acido metansulfonico a temperatura ambiente,
sostituendo a diclorometano il dimetilcarbonato come solvente.*®® | risultati sperimentali

ottenuti sono riassunti graficamente nella Figura 25.

120

1001 M1 1

80

60

Resa (%)
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

n°reciclo

Figura25. Studio di riciclabilitadi IBX supportato nellasintesi di idrossitirosolo carbossimetilato.

Come s puo vedere, la resina ha mantenuto un’'elevata efficienza per diversi cicli di
ossidazione e solo a decimoriciclo laresadel prodotto finale e risultata pari al 50%.

Di maggiore interesse € I'impiego di tale ossidante per la sintesi diretta di idrossitirosolo 27 a
partire dal tirosolo 18 (Schema 48).
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Schema 48. Sintesi direttadi idrossitirosolo datirosolo con IBX supportato.

La semplificazione del processo di work-up, |’ assenza dell’ acido iodobenzoico nel grezzo di
reazione sono risultati essere requisiti fondamentali per ridurre le perdite del prodotto in fase
di lavorazione. | risultati sperimentali della reazione e del successivi ricicli sono riassunti in

Figura 26.
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Figura?26. Studi di riciclabilitadell’IBX supportato nella sintesi di idrossitirosolo.

In tutti i casinon S e osservata la presenza di sottoprodotti; infatti, anche in questo caso la
reazione e risultata essere selettiva per la formazione dell’idrossitirosolo e la resina ha
mantenuto la sua efficienza in numeros ricicli. Il recupero di idrossitirosolo dall’ambiente di
reazione e stato di circail 70%.

Un miglioramento ulteriore in termini di ecocompatibilita del processo e di efficienza
dell’ ossidante recuperato si e osservato utilizzando il DMC come solvente. | risultati ottenuti
SoNo riassunti in Figura 27.
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Figura27. Studi di riciclabilita dell’ IBX supportato nella sintesi di idrossitirosolo con DMC.

Infatti, in questo caso, la conversione della reazione e risultata quantitativa fino a quinto
riciclo.

Successivamente, I'IBX supportato € stato impiegato nella reazione di demetilazione
ossidativa per la sintesi di drossitirosolo 27 e idrossitirosolo carbossimetilato 28 a partire
rispettivamente da alcol omovanillico 29 e da acol omovanillico carbossimetilato 30

(Schema 49). Lereazioni sono state condotte in presenza di DM C/H,O in rapporto pari a 10:1
conil DMC.

25 5
| Xy ' 0&+ 2 > 1D62 + 2 >~
36 ,% 57
_ ,
Y\2&+ 24
2+ 5 + 2+
5 &22&+

Schema 49. Reazione di demetilazione ossidativa con IBX supportato e DMC.

| risultati ottenuti sono riassunti in Figura 28. Si pud osservare che in questo caso laresina ha
mantenuto pressoché inalterata la sua efficienza fino al decimo riciclo.

70



100
90 A1
80 A
70 1
60 1
50 1
40 7
30 1
20 1
10 A

B Alcol omovanillico 29

E1 Alcol omovanillico
carbossimetilato 30

resa (%)

nericicli

Figura28. Studi di riciclabilita dell’IBX supportato nella sintesi di idrossitirosolo daalcol omovanillico e alcol

omovanillico carbossimetilato con DMC.

3.4 Sintes di piceatannolo e derivati lipofili

3.4.1 Piceatannolo eresveratrolo

Gli stilbeni poliidrossilati sono prodotti naturali presenti in divers tipi di piante, ampiamente
studiati nel trattamento dei tumori.*®* 1| trans-resveratrolo 94 (trans-4,3' 5 -triidrossistilbene,
Figura 29), ad esempio, € una fitoalessina naturale prodotta dalle piante in risposta a
un’infeziore fungina, a un danno meccanico o ad irradiazione ultravioletta. S ritrova nei

legumi e principalmente nell’'uva e nd vino.'®® E

spesso correlato a cosiddetto “ paradosso
francese”, il fenomeno per il quale in Francia, nonostante I’ alto consumo di alimenti ricchi di
acidi grass saturi, il consumo di vino rosso riduce I'incidenza di mortalita per malattie
cardiovascolari. 1l trans-resveratrolo e altamente antiossidante, e questa proprieta € ala base
delle sue riconosciute proprietadi prevenzione nei confronti di varie patologie.®®

Il piceatannolo 95 (trans-3,4,3',5 -tetraidrossistilbene, anche conosciuto come astringina,
Figura 29), un analogo idrossilato del resveratrolo, € meno conosciuto poiché meno
abbondante in natura. E' stato individuato solo in acune specie: Melaleuca leucadendron
(albero di té bianco), Cassia garretiana (legume asiatico), Rheum undulatum (rabarbaro

coreano) ein culture di cellule in sospensione di Vitis vinifera (uva da vino).®’
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Figura 29. Struttura chimica del resveratrolo e del piceatannolo.

Avendo una funzione catecolica, tale composto ha attivita biologiche superiori a quelle del
resveratrolo. E' un potente antiossidante, un agente antiaritmico, mostra effetti antiallergici, €
un antileucemico e induce apoptosi cellulare®® Addirittura, dcuni autori hanno dimostrato
che l'attivita antitumorale del resveratrolo €, in redta, correlata ala formazione del
piceatannolo ad opera dell’enzima CYP1B1, appartenente alla famiglia del citocromo P450,
generalmente presente nel tumori umani.

Malgrado le numerose proprieta biologiche, studi in vivo mostrano una scarsa biodisponibilita
del piceatannolo che ne riduce drasticamente la capacita di azione. Un ulteriore interessante
campo di ricerca € quindi la sintesi di derivati lipofili che ne migliorino I’ assorbimento nel

COrpo umano.

3.4.2 Sintesi del piceatannolo e derivati lipofili con I1BX

Nell’ambito del recupero e della valorizzazione dei prodotti fenolici contenuti nei reflui
agroindustriali, in cui da anni e impegnato il gruppo di ricerca, e considerata I’ esperienza
maturata con i reagenti dello iodio ipervalente, in particolare I'IBX, e stata studiata
I’ossidazione diretta dei derivati lipofili del resveratrolo, proveniente dagli scarti delle

vinacce, per la produzione del piceatannolo e derivati (Schema 50).

E
R o]
R\n/o N e @ NN N
|@ IBX (1 2 eq)dDMEO
0 > e
ET

oy ng
0 0
96, 98, 100, 102 96, 97:R=CH; 97,99,101, 103
98, 99: R=(CH;hCH;
100, 101: F.={CH:)CHs
102, 103: R={CHyhsCHs

Schema 50. Sintesi di piceatannolo e derivati con IBX.
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| substrati 96, 98, 100, 102 protetti sulle funzioni 3, 5 dell’anello A, sono stati sintetizzati,
mediante esterificazione enzimatica impiegando lipasi provenienti da C. antarctica dal
gruppo di ricercadel Prof. Tringali e della Dott.ssa Spatafora dell’ Universita di Catania con il
guale il nostro gruppo di ricerca ha una collaborazione scientifica. Inizialmente la reazione di
ossidazione e stata applicata al resveratrolo 3,5-diacetato 96 nelle condizioni di reazione
utilizzate per la sintesi dei derivati dell’idrossitirolo (MeOH/0°C). Il substrato € risultato poco
solubile; e stato quindi necessario trovare la miscela di solventi in gado di solubilizzare il
composto in esame, mantenendo allo stesso tempo la resttivita e la selettivita dell’IBX. Per
questi motivi e stata utilizzata una miscela MeOH/CH3CI (1/1). La reazione, condotta a 0°C,
monitorata tramite TLC, é terminata in 1 ora permettendo |’isolamento del prodotto 97, con
una resa dell’ 80%. La reazione € stata ripetuta anche in dimetil solfossido a temperatura
ambiente ottenendo rese e conversioni paragonabili. Pertanto queste ultime condizioni

sperimentali sono state utilizzate con gli altri substrati di interesse (Tabella 14).

Substrato | Tempo (h) | Conversione(% ) | Resa (%)
96 1 >08 97: 85
98 1 >08 99: 85
100 2 >08 101: 74
102 2 >05 103: 85

Tabella 14. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 50.

Come s osserva dai risultati riportati in tabella, la procedura di inserzione ossidrilica é stata
efficiente con tutti i substrati utilizzati, mostrando un’elevata selettivita verso il prodotto
atteso. 11 picetannolo 95 s & ottenuto per riduzione con sodioboroidruro in tetraidrofurano a
temperatura ambiente con conversione e resa quantitative.

Anche in questo caso, b determinazione dell’attivita antiossidante é stata eseguita con il
metodo spettrofotometrico della DPPH. | dati hanno mostrato che il piceatannolo ha
un’ attivita molto elevata. Per i derivati lipofili, al’aumentare della lunghezza della catena
achilicadel gruppo protettore si € osservata una diminuzione dell’ attivita biologica rispetto al

piceatannolo, ma sempre piu elevata di quelladel resveratrolo (Figura 30).

73



30,00 1

25,00

20,00 1

15,00 7 ]

10,00 1 —

EC50 (microM)

0,00 T T T T T 1
94 95 97 99 101 108

n° prodotto

Figura 30. Risultati sperimentali dell’ attivitadi scavenger con il metodo della DPPH.
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3.5 Reazioni di ossidazione sui flavonoidi

3.5.1 Relazioni struttura attivita nei flavonoidi

Come detto nella parte introduttiva, i flavonoidi sono composti fenolici naturali ampiamente
diffus nel mondo vegetale che mostrano attivita biologiche e farmacologiche unitamente ad
una bassa tossicita. Alcuni di sono antiossidanti, scavenger di radicali liberi, anti-
infiammatori, anti-allergici, agenti mutageni, carcinogenici e anti-HIV.'%® Per nolte di queste
proprieta e stato condotto uno studio delle relazioni struttura-attivita (RSA) per comprendere
meglio i meccanismi di azione e soprattutto progettare sintes di composti con maggiori
capacita di azione.*®® Senza dubbio, I’ attivita pit studiata & quella di radical scavenger poiché
i flavonoidi sono altamente resattivi come donatori di idrogeno o di elettroni. Vari studi RSA
hanno puntato I’attenzione sul numero e sulla posizione dei gruppi fenolici presenti nella
struttura; in particolare, € risultato che le funzioni catecoliche, pirogalloliche e la presenza
dell’ ossidrile in posizione 3 impartiscono un’ ata attivita, mentre, ossidrili isolati o in meta tra

loro sono meno importanti ai fini di tale attivita (Tabella 15).17°

Substrato ICso (UM)
N
| | > 1000
N
|
Q
[al2} ~
~ \I
(T 166.43 + 3.61
4
a7
HO, N La)
| | 15.50 + 0.12
Va

492.57 £ 23.94

| | 463.40 + 22.28

11.04 + 0.38

Tabella15. Vaori sperimentali di attivitadi scavenger di alcuni flavonoidi riportati in letteratura.
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Inoltre, studi RSA eseguiti per valutare gli effetti cardiovascolari dei flavonoidi hanno
evidenziato I'importanza del doppio legame in posizione 2,3 e degli ossidrili in posizione 5, 7
o 4'.1"Y |nfatti, attivita citotossica dei flavonoidi verso cellule cancerogene sembra essere
atribuita principalmente ala presenza del doppio legame 2,3 e di funzioni catecoliche
sull’ anello B.1"2

Alla luce delle considerazioni appena fatte, emerge |'importanza di sintetizzare molecole
flavonoidiche che possiedano le funzioni principalmente responsabili della loro attivita

farmacologicaquali il doppio legame e la funzione catecolica

3.5.2 Stato dell’arte sulla sintesi di flavonoidi con struttura catecolica e formazione del
doppio legame in posizione 2-3.

In letteratura sono riportati vari metodi di sintesi di flavoni basati sull’ ossidazione di 2'-
idrossicalconi e flavanoni, composti disponibili in commercio a basso costo. | reagenti usati a
questo scopo sono SeO./pentanolo, ™ Pd-Clvuoto, ™ 1,-DMSOY"® Se0,-DMSOL® DDQ-
diossano,'’’ NalO;DMSO"® nickel perossido-diossano,”® H,0-NaOH,'®® Dowex2-
propanolo,}”> SeO,-diossano,'® SeO-iso-amil acol,'® Br,-NaOH, TI(NOs3)3H.0*®® |-
trietilenglicole,*®* InBrs e InCk supportati su silice,'® NBS/AIBN in microonde®® e cadis
enzimatica.*®’ Non sono, invece, riportati esempi di ossidrilazione diretta di flavonoidi a dare
sistemi catecolici.

Per questo motivo, si € pensato di sfruttare le potenziaita dell’IBX per la modificazione

diretta di flavanoni e flavoni per la preparazione di composti bioattivi.

3.5.3 Sintesi di flavoni a struttura catecolica con |BX

Inizialmente éstato condotto un lavoro preliminare per la scelta delle condizioni ottimali di
reazione, utilizzando come substrato il 6-idrossiflavone 3 (Schema 51). | dati sono riportati in
Tabella 16.

Schema 51. Reazione di ossidazione del 6-idrossiflavone con IBX.
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Substrato Condizioni sperimentali Convers.(%) | Resa(%)
MeOH/IBX (2eq)/0°C per 5h

3 <30 -

RT finoa48 h
3 THF/IBX (2eq)/RT/20 h Q0 104: 78
3 DMSO/ IBX (2eq)/RT/1 h > 08 104: > 98

Tabella 16. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 51.

Si e osservato che il mglior solvente, in termini di conversione e resa, e risultato essere il
DMSO che ha permesso di ottenere il flavone 5,6-diidrossilato 104 con conversione e resa
guantitative in tempi brevi senzaricorrere a purificazioni cromatografiche.

La metodologia nessa a punto € stata quindi estesa ad altri flavoni di interesse biologico
(Schema 52, Tabella 17).

1. IE%(2eq) DM 0
_—
2. Fagh ;0 H0

L Es=0H, F:=F i=R7=Fs=F:=Fy=H 105, F+=F4=0H, F;=F ;=F=F;=F4=H

£ RyeCH, B3=F;=Fi=Fs=F:=F;=H 107, By=FE=R:=Fy=CH, R:=R.i=Fs=H
T.Es=FE+=0H, E:=FEi=FEs=E3i=Fy=H
10, F;=0H, Fyj=F =R=F=F:=F;=H
1L Ex=E=0H, Es=E=Fs=E:=Fy=H
14 F3=FE+=H, R=FRi=Fs=F:=Fy=H
106, B;=F =F,=0H, E;=F ;=Fs=Fy=H

Schema 52. Reazione di ossidazione di flavoni con IBX.

Substrato Condizioni sperimentali Conwersione (%) | Resa(%)
1 RT/5h --- ---
1 riflusso/30h
5 RT/2h --- ---
5 80°C/1h >08 105: >98
7 80°C/1h
10 RT/1h
12 RT/2h
14 24h --- -
106 80°C/1h >98 107: >98

Tabella1l7. Risultati sperimentali reazioni riportate nello Schema 52.
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A differenza di quanto ci s aspettava, irisultati riportati in Tabella 17 hanno mostrato che
solo due substrati, il 7#idrossiflavone 5 e il 5,74 -triidrossiflavone 106, hanno reagito con
I’IBX in maniera selettiva portando, con conversioni e rese quantitative, ai prodotti 105 e 107.
Tali substrati sono pero risultati meno reattivi del composto 3 precedentemente utilizzato; si
infatti reso necessario condurre la reazione a temperature piu elevate. |1 5-idrossiflavone 1
non ha reagito con I'|BX neanche aumentando la temperatura o cambiando i solventi. Con |l
5.7-diidrossiflavone 7, invece, la conversione e stata totale, ma dopo lo step di riduzione,
I"'unico prodotto che s e osservato su TLC, e sato il substrato di partenza. La stessa
dtuazione s e verificata anche lavorando direttamente la reazione dopo I’ ossidazione o
acetilando direttamente il grezzo di reazione. Pertanto, S € ipotizzato che la presenza degli
ossidrili in meta fosse la causa del comportamerto anomalo. A tale scopo e stata condotta la

reazione di ossidazione su una molecola modello, quale il resorcinolo 108 (Schema 53).

OH ?H

1. B (2eq)DMEQRETAT l\
2 HagS 0y H,ORTIS _

OH OH
CH
108 109 Reea: 100%

Schema 53. Reazione di ossidazione del resorcinolo con IBX.

A differenza di quanto ci S aspettava, il Sstema s € dimostrato molto reattivo. Infatti, in
breve tempo, e stata osservata la formazione selettiva del prodotto 109. Questa prova ci ha
indotto ad ipotizzare che la coordinazione reversibile osservata nel composto 7 non e
attribuibile alla presenza degli ossidrili in posizione meta, ma probabilmente ad un
meccanismo piu complesso in cui evidentemente e coinvolto anche I'anello eterociclico.
Anche il 3-idrossiflavone 10, il 3,6-diidrossiflavone 12 e il 3,7-diidrossiflavone 14 hanno
mostrato una regttivita analoga a quella precedentemente mostrata. Si- € osservato, infatti, una
conversione totale e la formazione successiva del substrato dopo riduzione o lavorazione.

L’ applicazione del sistema ossidante € stata estesa anche ai flavanoni Schema ™4, Tabella

18), i quali hanno mostrato un analogo comportamento.
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Rz

1. IBE/DMEOET

110 Fi=0H, Rs=F =Rs=Rz=Fy=H
11% E=CH, Fs=F.i=Fs=Fr=Fy=H
114 F;=F=F;=0H, R,;=F s=F;=H
116. Fs=F=F4=CH, Fz= OCH:, Ri=Fs=H

2. HagS a0y /Ha0

E:

11L Rs=R=0H, R=Re=Fs=F4=H
113. R=Fe=0H, R;=F =F;=F,=H
115, Ry=F7=R3=Fy=0H, R=Fz=H

Es o]

Schema 54. Reazione di ossidazione di flavanoni con IBX.

Substrato | Tempo (h) | Conversione (%) | Resa(%)
110 1 >08 111: 82
112 48 80 113: 50
114 3 >08 115: 80
116 2 >08 115: 80

Tabella 18. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 54.

Con il substrato 116, avente un metossile in posizione 3, I'IBX ha effettuato una

demetilazione ossidativa che € risultata ancora una volta selettiva e quantitativa.

3.5.4 Sintes di flavoni da flavanoni con I BX

Negli anni sono stati sviluppati diverss metodi per introdurre insaturazioni adiacenti ad una

funzionalita carbonilica; tuttavia, alcune di queste procedure, prevedevano I'impiego di

reagenti tossici a base di selenio con procedure a uno o piu stadi.

Sfruttando un’ulteriore capacita ossidativa dell’|BX, ossa la deidrogenazione in a ad un
gruppo carbonilico con conseguente formazione di composti a,3-insaturi, s € pensato di
preparare flavoni a partire dai flavanoni. La reazione e stata inizialmente applicata a
flavanone 117 (Schema 55) ed ha mostrato buoni risultati. Infatti il flavone 118 € stato isolato

con unaresadel 60%.
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O DMEOIBES eq 10 CiZTh -
Fesa: s

Schema 55. Sintesi del flavone dal flavanone con IBX.

Osservati i buoni risultati, s € proceduto all’ ossidazione dei flavanoni ossigenati per i quali

stato iniziamente necessario proteggere la funzionalita fenolica reattiva al’ ossidazione. 1l

substrato inizialmente utilizzato e stato il 6-idrossiflavanone 110 che é stato acetilato a dare il
prodotto 119 e poi ossidato (Schema 56).

DRISOIE2 equan® mqh
L oamrersiomee ; 45%%

IEI]

Schema 56. Reazione di ossidazione del 6-acetossiflavanone 119 con IBX.

Sia la resa che la conversione sono risultate basse; s e pensato dunque di verificare
I"influenza del gruppo protettore sulla reattivita del sistema introducendo un gruppo che fosse
elettron donatore. Pertanto, la reazione di ossidazione e stata condotta utilizzando il 6-

metossiflavanone 121 (Schema 57).

o O 0 O
O [CHzk S04/F5L00; O DRMEQIEN2 e A0 L340
—_—l >
Detore JFLT i

H:CO Comnersiome; 65%% H:C0
Resa 6005

HO

110 121 4

Schema 57. Reazione di ossidazione del 6-metossiflavanone con IBX.
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Come ci s aspettava, laresa del prodotto finale 4 € risultata piu elevata a dimostrazione che il

gruppo protettore svolge un ruolo importante nella resttivita del substrato. Questa procedura &
stata applicata e ad dtri flavanoni (Schema 58, Tabela 19) ottenendo, in questi cas,

conversioni elevate marese finali dei prodotti basse a causa di difficolta pratiche durante le

purificazioni cromatografiche.

a:l
)

{\:

Es
122, 123,125

Ry
/C'\ - i; :Rs'

@ B
Er 2 AN
Ey
CMSOMEX(2 eq) |
B O
6,124,126

122, 6. FmOCH; Fy=Ry=Fy=H
123, 124 F.=E=F4=0CH;, By=H
135, 136 E =R =F:=F4=0CH;:

Schema 58. Reazione di ossidazione di flavanoni metossilati con IBX.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
122 DM SO/ IBX (2eq)/95°C/48h 75 6: 45
123 DM SO/ IBX (2eq)/70°C/24h 85 124: 20
125 DMSO/ IBX (2eq)/70/29 h 88 126: 35

Tabella 19. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 58.

Infine s € pensato di condurre sia la reazione di ossidrilazione che di insaturazione sui

flavanoni in un unico stadio, variando la temperatura e la quantita di 1BX. Anche in questo

caso, il substrato utilizzato é stato il 6-idrossiflavanone 110 (Schema 59).

n| O

O DMS0/IEN 2 e q)
—_—

HO RT/h

110

HO

0H

) O Ji ]
DMSOEXE e) II
o 224k

0 Comversione: 100%%

111 Resa: ? 104

Schema 59. Reazione di ossidrilazione e insaturazione del 6-idrossiflavanone con IBX
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La reazione € stata inizialmente condotta a temperatura ambiente fino alla completa
scomparsa del substrato; a questo punto la miscela é stata scaldata fino a 90°C e sono steti
aggiunti altri due euivaenti di IBX. L’analis TLC e H-NMR ha mostrato la completa
conversione del substrato ma la presenza di numeros prodotti di reazione. Lo stesso
andamento e stato osservato anche congli atri substrati. Pertanto, non € possibile eseguire la
doppia ossidazione one-pot. Evidentemente, I'orto-chinone che s forma per inserzione
ossidrilica iniziade, se non viene ridotto a catecolo pud dar luogo a reazioni collaterali a
discapito della selettivita di ossidazione dell’ IBX.
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3.6 Isocromani: sintesi, ossidrilazione e apertura d’anello.

3.6.1 Generalita

Gli isocromani (3,4-diidro-1H-benzo[c]pirani, Figura 31) sono una classe di composti rari in

natura, ritrovati solo di recente nell’ olio di oliva.?*

Figura 31. Struttura base di isocromani.

Gli idross-1-arilisocromani sono dotati di molteplici attivita biologiche quali quella

® e sono inibitori dell’aggregazione piastrinica;*®°

antiossidante, di radica scavenger'®
rappresentano, inoltre, unita strutturali di composti attivi commercialmente disponibili come
farmaci e cosmetici. Alcuni di hanno azione analgesica, antidepressiva, antistaminica,
antiinfiammatoria, antiipertensiva.’® Alcuni isocromani sintetici sono impiegati come
erbicidi, ligandi dei recettori della dopamina e fragranze.'®' Recentemente, studi di struttura:
attivita relativi all’azione antiossidante hanno dimostrato I’importanza dei gruppi ossidrilici
presenti negli anelli aromatici degli isocromani.*®® Gli isocromani poliidrossilati sono anche
inibitori della proliferazione cellulare e attivi contro alcune forme tumorali. %

Anche i composti derivanti dall’ apertura dell’anello eterociclico degli isocromani, aventi 1o
scheletro base del benzofenoni, oltre ad essere dei fine-chemicals, sono spesso impiegati

1

come intermedi nella sintesi di benzodiazepine, **° e possiedono le caratteristiche strutturali

per importanti attivita biologiche quali la citotossicita. %4

3.6.2 Stato dell’ arte sulla sintesi degli isocromani

La letteratura riporta varie procedure sintetiche di isocromani impiegando reazioni di
ciclizzazione C-C 0 G-0. %, Tra queste, la piti comune & la reazione di oxa-Pictet-Spengler,
una modificazione della Pictet- Spengler. Mentre nella Pictet- Spengler un composto a struttura
fenetilamminica reagisce con un chetone o un'aldeide a dare una base di Schiff che
successivamente ciclizza a dare un derivato dell’isochinolina; nella oxa-Pictet-Spengler, un
composto come il 2feniletanolo reagisce direttamente con un’adeide o un chetone a dare

I”isocromano. Questa reazione fu descritta per la prima volta nel 1992 da Wunsch e Zott e
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prevedeva I'impiego di ZnCh/HCI gassoso o di acido p-toluensolforico come catalizzatori
della Fiedel-Craft, ad elevate temperature. Successivamente e stato descritto che, per substrati
attivati dalla presenza di un ossidrile fenolico in para ala posizione di ciclizzazione, possono
essere utilizzate condizioni di reazione piu blande. Un esempio € la reazione tra
I'idrossitirosolo 27 e adeidi o chetoni, il cui meccanisno di reazione eriportato nello

Schema 60.
+_H
. CH HO
I s ey op
e +
N ¥ NN O HO jf
27
B0
“ RE
_ HO HO
HO \
| pZ o HO R HO "
Nt
HO
B R R:L)\ Fs Rl)J\RE

H

Schema 60.M eccanismo dellareazione di oxa-Pictet Spengler con substrati attivati.

L’idrossitirosolo 27 reagisce con composti carbonilici formando un emiacetale. Da questo
composto, per perdita di una molecola dacqua e successiva chiusura d'anello, attivata
dall’ ossidrile in posizione para, g ottiene I'isocromano. Le condizioni di reazioni prevedono
I"impiego di acido p-toluensolforico come catalizzatore, metanolo, e temperature basse di
reazione (4 °C).1% Recentemente la reazione di oxa-Pictet Spengler & stata eseguita anche in

mezzi acquosi ricorrendo all’ uso di surfattanti.®’

3.6.3 Ossidazioni di isocromani con 'l BX

In questo lavoro di tesi, b reazione di oxa-Pictet Spengler su substrati attivati, riportata in
letteratura, € stata utilizzata per la sintesi di una serie di isocromani utilizzando, in molti cas,
molecole naturali, seguita da ossidazione con IBX.1% Iniziamente |a sintesi & stata applicata
utilizzando aldeidi e chetoni alifatici (Schema 61, Tabella 20).
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R H E
/T-L H;S0, (0.2 eq)
* 0
By Ef F E

1

E; s
24 27 29 127,128 129 129 130, 131, 132, 133,134
4. F=CH, Fi=H 127, Bz=H, E3=CH; 130, R=0I, E1=Fs=H, F3=CHz
7. E=F1=CH 138 Fy=F:=CH; 13L E=F;=0H, E;=H, F;=CH-
0, B=0CHz Ei1=0H 12X, Fp=H, Rz=(CHuCH: 132 R=F;=0H Fyp=F;=CH;

133 R=0CH;, F1=0H, Ra=H, R3=CHs
134 F=0CH;, Fy=0H, Fy=H, Fa=(CH;CH;

Schema 61. Sintesi di isocromani mediante reazione di oxa-Pictet Spengler.

Substrati Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
24,127 | CH,Cl/H,S04(0.2 eq)/0°C/5’ >08 130: 90
27,127 | CH,C,/H,S04(0.2 eq)/0°C/5’ >98 131 >70
27,128 | H,S04(0.2 eq)/RT/2h >08 132: 65
29,127 CH,Cl,/H2S04(0.2 eq)/0°C/5’ >08 133: 95
29,129 DMC/H,S04(0.2 eq)/ RT/30’ >08 134: 75

Tabella 20. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 61.

Come prevedibile, si € evidenziato che le aldeidi erano piu reattive dei chetoni. Infatti, per
tutte le reazioni le conversioni sono state quantitative e i recuperi del prodotto puro
dall’ambiente di reazione, sono risultati buoni. La resttivita & stata mantenuta anche con
aldeidi a catena lunga, nello specifico I’ ottanale 129. Per le reazioni condotte a temperatura
ambiente, 0 comunque superiori ai 4°C, e stato possibile sostituire al CH,Cl, il DMC.

La metodologia € stata quindi estesa alle aldeidi aromatiche per sintetizzare i corrispondenti

1-arilisocromani di maggior interesse in campo applicativo (Schema 62, Tabella 21).
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HO

HyS0, (0.2 eq)

E
2@
k1

DMCET
Fi 2
’ (
Ez:
B
24, 27 29 135, 136, 13T 138,139 140, 141, 142 143, 144, 145, 146
. R=0H, F1=H 135 E=F:=H 1I8. F=0H, F1=FE;=F:=H
IT.F=F1=CH 136 R :=H, Rz:=0H I30. F=F:=0H, R1=F:=H

20, F=0CH; Fy=CH 137, y=CCH;, Ry=CH 140. F=F;=0H, F;=H, Ry=0CH;
141. B=R,=0H, Ry=F;=H

142, B=R)=F3=0H, Fs=H

143. F=R1=F3=0H, F2=0CH;
144, F=0CH;, F,=0H, Ey=F;=H
146 F=0CH;, F=F;=0H, F;=H
146. F=Ry=0CH: Fi=F:=0H

Schema 62. Sintesi di 1-aril isocromani mediante reazione di oxa-Pictet Spengler.

Substrati Tempo (h) | Conversione (%) | Resa(%)
24,135 3 >08 138: 74
24,136 12 >08 139: 47
24,137 3 >08 140: 60
27,135 25 >08 141: 82
27,136 20 >08 142: 56
27,137 25 >98 143: 83
29,135 7 >98 144: > 98
29,136 12 >98 145: 30
29,137 12 >08 146: 79

Tabella 21. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 62.

Successivamente, alcuni degli 1-arilisocromani sintetizzati sono stati ossidati con IBX per
introdurre la struttura catecolica (Schema 63, Tabella 22).
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Rz

TN

Ei
13 E=R+=F:=H, R=0H EXRT N 141 F=Ri=0H, F=E=FRs=H
13 E=R+=H Ri=FE:=0H —_— | M} RE=Ri=F+ OH E:=Fs=H
140 F=H, F1=F:=0H, R:=0CH: e \/ 0 143. B= Ri=E«+OH: Bs=0CH:; B+=H
144 E=0H, E.= OCH:, Bi=F:=H E E 7. B=R=E+sH Ri=R=0H
145 E=F:=0H, Ri=0CH; B:=H 14%. =R~ Ri=R:=R+0H
146 E.=F OH, Ri=Fz=0CHs 149, E=FE+=H Ri=F:=RE+0H
150. B=H; F1=R+=F:=R+0H
151. E=Ri=F+=Ra=0H; F:=H
B H
Es Ea
138, 179, 140, 144, 145, 146 141, 142, 143, 147, 148, 149, 150, 151

Schema 63. Reazioni di ossidazione di isocromani con IBX.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa (%)

141: 14
138 | THF/IBX (1.2eq)/RT/85h >98 147: 86

148: 36
139 | THF/IBX (L.1eq)/RT/7 h 61 149: 25

149: 33
139 | THF/IBX (2.1eq)/RT/48h >98 150: 67
140 THF/H,0 (10%)/IBX (L.1eq)/RT/L5h 85 149: 85
140 | THF/H,O (10%)/IBX (2.1eq)/RT/18 h >98 };‘85 23
144 | THF/H,O (10%)/IBX (1.1eq)/RT/15 68 141: 68
145 THF/H,0 (10%)/1BX (1.1eq)/RT/10’ 67 142: 67
145 | THF/H,0 (10%)/1BX (2.1eq)/RT/16 h >98 151: 60
146 | THF/F,O (10%)/1BX (1.1eq)/RT/L5 h 42 143: 42
146 | THF/H,O (10%)/IBX (2.1eq)/RT/18h >98 151: %5

Tabella 22. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 63.

Il THF e risultato essere il miglior solvente, le reazioni sono state condotte a temperatura
ambiente e come gia detto, per condurre la demetilazione ossidativa € stato necessario
aggiungere acqua. Le rese sono state calcolate mediante analis HPLC in presenza di uno
standard interno. Agendo sulla quantita di IBX e sul tempo di reazione € stato possibile
modulare la selettivita del sistema. Ad esempio, dal substrato 146, per demetilazione
ossidativa, € stato ottenuto sia il prodotto di parziale demetilazione 143 che di totale
demetilazione 151 (Schema 64, Tabella 23).
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Schema 64. Reazione di demetilazione ossidativa dell’isocromano 146.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
146 THF/H,0 (10%)/IBX (1.1eq)/RT/1,5 h 42 143: 42
146 THF/H,0 (10%)/1BX (2.1eq)/RT/18 h >08 151: 95

Tabella 23. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 64.

S e osservata un’elevata selettivita di reazione trai due anelli dell’isocromano; inizialmente
infatti, la demetilazione é avvenuta solo nell’anello A, e in tempi rapidi (1.5 h) si € osservata
la scomparsa del substrato. E' da sottolineare che, malgrado il controllo dellareazione su TLC
abbia mostrato una totale conversione, dopo la fase di riduzione e lavorazione, Si € osservato
nuovamente il substrato. Probabilmente, anche in questo caso, come gia ottenuto con i
flavoni, una parte del complesso IBX-substrato non e evoluto ai prodotti findi. Dopo
I’ossidazione dell’anello A, s & osservato che la demetilazione dell’ anello B € stata completa
dopo 18 h formando selettivamente il prodotto 151.

Nello Schema &, e nella Tabella 21 sono riportati i dati della reazione di inserzione

ossidrilica
HO HO HO HO
rsm'r \ \
s}
o
139 15l]

Schema 65. Reazione di inserzione ossidrilica per I’isocromano 139.
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Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
148: 36

139 THF/IBX (1.1eq)/RT/7 h 61 149- 75
148: 37

139 THF/IBX (1.1eq)/RT/24 h 63 149- 26
148: 47

139 THF/IBX (2.1eq)/RT/24 h 91 149: 26
150: 18

149: 33

139 THF/IBX (2.1eq)/RT/48 h >98 150: 67

Tabella 24. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 65.

In questo caso, non e stata osservata una differenza significativa di selettivita tral’anello A e
B dedll’ isocromano. La conversione non e risultata quantitativa neanche prolungando i tempi
di reazione. Questo ci ha indotto a supporre che essa dipenda non tanto dal tempo, quanto
dalla quantita di IBX. Infatti, lavorando in eccesso di IBX, si & osservata una maggiore
conversione a vantaggio del prodotto ossidrilato sull’anello A 148, ma e stato identificato
anche il prodotto 150. In queste ultime condizioni, prolungando ulteriormente i tempi di
reazione, si e osservato che il composto 148 s e convertito completamente nel prodotto
idrossilato 150.

Un’ ulteriore osservazione importante € la completa selettivita di reazione nell’anello A trale
posizioni 5 e 7 (Schema 65), in quanto quest’ ultima non € affatto coinvolta nella reazione di
ossidazione.

Infine, dal confronto dei risultati della demetilazione ossidativa con quelli dell’inserzione
ossidrilica & emerso che, in generade, la demetilazione ossidativa € piu rapida, sia nel primo
stadio di ossidazione che nel secondo.

Per chiarire la selettivita di reazione riscontrata per i due anelli dell’isocromano,
nell’inserzione ossidrilica, sono state messe a confronto la reattivita del prodotto 139, con
guelladel substrato 138 (Schema 66, Tabella 25).

HO HO

Schema 66. Reazione di inserzione ossidrilica per I'isocromano 138.
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Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)

141: 14
147: 86

138 THF/IBX (1.2eq)/RT/85 h >08

Tabella 25. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 66.

Con il substrato 138, s € osservata ancora una buona selettivita verso la posizione 5, ma non
totale come nel caso del substrato 139, a dimostrazione che i sostituenti dell’anello B
evidentemente hanno svolto un ruolo fondamentale.

Infine, per evidenziare le differenze di velocita tra la demetilazione ossidativa e I’ inserzione
ossidrilica, sono stati ossidrilati i substrati 140 (Schema 67, Tabella 26) e 145 (Schema 68,
Tabella 26). In entrambe le reazioni, sia che avvenga sull’anello A che sull’anello B, la
demetilazione ossidativa € risultata essere piu veloce rispetto al’inserzione ossidrilica. Questo
ci ha permesso di modulare la reattivita per I’ ottenimento di prodotti di sola demetilazione o
di inserzione. Dalla Tabella 26 § evidenzia che é possibile ottenere 1o stesso composto

partendo da substrati divers (si vedano gli esempi relativi ai prodotti 149, 150, 151).

HO N HD
| IBXET
= THF/H, 0
g
NG
OCH;
OH
lmOH 149

Schema 67. Reazione di ossidazione dell’isocromano 140.

HCO HO HO
O O ot
O THF
HO D g HO ©
J (] 4
NN
Y OH
OH OH
145 142

CH
151

Schema 68. Reazione di ossidazione dell’isocromano 145.
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Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
140 THF/H,0 (10%)/IBX (1.1eq)/RT/1,5h 85 149: 85
140 | THF/H,O (10%)1BX (2.1eg)/RT/18 h >98 iig:: g
145 THF/H,0 (10%)/IBX (1.1eq)/RT/10’ 67 142: 67
145 THF/H,0 (10%)/IBX (2.1eq)/RT/16 h >08 151: 60

Tabella 26. Risultati sperimentali delle reazioni riportate negli Schemi 67 e 68.

Per concludere, con la procedura descritta, i composti 141, 142, 143, sintetizzati partendo
dall’idrossitirosolo 27 mediante la reazione di oxa-Pictet Spengler, sono stati ottenuti a partire
dall’ alcol omovanillico 29, un composto naturale, facilmente reperibile in commercio, a basso
costo.

Per i composti ottenuti, data la presenza delle funzioni catecoliche, e stata determinata
I'attivita di scavenger di radicali liberi, utilizzando anche in questo caso il metodo
spettrofotometrico della DPPH. | risultati ottenuti sono riportati in Figura 32.

0.43 7
T
5 036 —
©°
E 0.28 — —
2021 = o T E—
S || -
£ 0.14 T
E
2 007 T M —
6]
w
0.00 T T T T T T T T |
27 141 142 143 147 148 149 150 151
prodotto n°

Figura32. Riassunto dei risultati sperimentali di ECsp.

| substrati 141 e 147 hanno mostrato una ECso paragonabile. Essi differiscono solamente per
la posizione della funzione catecolica sull’anello A, che non sembra quindi aver influenza
sull’ attivita antiossidante. La presenza di un ulteriore ossidrile in posizione 4’ nell’anello B,
come nel caso dei composti 142 e 148, ha comportato una diminuzione dell’attivita
antiossidante. La differenzadel valori di ECsg € risultata pit marcata trai composti 147 e 148.
Nel caso del composto 149, in cui la funzione catecolica & presente nell’anello B ed un
ossidrile s trova in posizione 6 sull’anello A, i valori di ECso sono risultati piu elevati del

composto 148. La presenza di due funzionalita catecoliche, come nei composti 150 e 151, ha
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comportato un aumento dell’ attivita antiossidante, soprattuto nel composto 150 che e risultato
essere il piu attivo tra tutti i substrati testati. La sostituzione di un ossidrile con un metossile
(composto 143) ha depresso |’ attivita biologica.

Confrontando i dati ottenuti sugli L-arilisocromani con quelli dell’idrossitirosolo 27 (0.14
MMOlijgrossitirosolo/MMOlipppH) S € 0SServato che quest’ ultimo risulta essere ancora il piu attivo,
ma, analizzando il tempo necessario a raggiungimento del plateau della DPPH, emergono
importanti differenze: I'idrossitirosolo 27 cosi come I’'isocromano 141 esplicano la loro
attivita in tempi dell’ ordine dei minuti, mentre tutti gli atri in tempi inferiori ai 30 secondi
(Figura 3). Tali risultati meritano ulteriori approfondimenti per una corretta correlazione

struttura-attivita antiossidante.

120 ~

100

80 H

60 T{ [

tempi (s)

40 H H

gilaininEmminin

27 141 142 143 147 148 149 150 151

prodotto n°

Figura 33. Tempi di raggiungimento del plateau della DPPH ad opera degli antiossidanti in esame.
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3.6.4 Apertura d’anello di 1-arilisocromani con 1BX

La letteratura ci offre pochi esempi di apertura d'anello di isocromani. La reazione di
ossidazione piu applicata prevede I'impiego del reagente di Jones preparato solubilizzando
I’ossido di cromo (V1) in acido solforico concentrato. La reazione procede con alte rese adare
il prodotto completamente ossidato, ma risulta molto tossica.'®® Un altro esempio, & basato
sull’impiego del dimetildiossirano (DMD), un ossidante per anni studiato dal nostro gruppo di
ricerca!®® Tale ossidante & efficiente, ma richiede una preparazione laboriosa a momento
dell’ uso.

Considerate le potenziaita biologiche e di fine-chemicals dei prodotti derivanti dall’ apertura
d anello degli isocromani s € pensato di sviluppare una metodologia di ossidazione efficiente.
Anchein questo caso s e pensato di utilizzare I'I|BX di cui e riportatain letteratura la capacita
di ossidare selettivamente |e posizioni benziliche con un meccanismo SET (cap. 1, par. 7.2).%°

Prima dell’ ossidazione, per evitare le reazioni di inserzione ossidrilica e demetilazione, gli

ossidrili fenolici sono stati acetilati. | risultati dell’ ossidazione sono riportati nello Schema
69, Tabella 27.

T O DO
B O LiLOmWRT R © Exr3 oMo B o
| R F2 Fz
B3 Es B3
144, 145, 146 152,154, 156 153 155, 157

144 R=CH, R1=0CH;, Ry=Fs=H 152, 153, F=
146, R=F3=0H, F1=0CH;, Fa=H 154, 155, F=
146, RE=F;=0H, F;=R;=0CH; 156, 157

o, F1=00CH; Fi=Fi=H
=040 Fy=0CH: Ea=H
=0de, By=F=CCH-

A

Schema 69. Ossidazione di 1-arilisocromani total mente acetil ati.

Substrato Condizioni sperimentali Conversione (%) | Resa(%)
152 DMSO/IBX (3 eq)/80°C/24 h 92 153: 36
154 DMSO/IBX (3 eq)/95°C/24 h 92 155: 15
156 DMSO/IBX (3 eq)/80°C/6.5 h 84 157: 21

Tabella 27. Risultati sperimentali delle reazioni di ossidazione riportate nello Schema 69.
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Le conversioni e rese sono state calcolate mediante HPLC con il metodo dello standard
interno. | risultati hanno mostrato conversioni elevate ma scarsa selettivita verso il prodotto di
apertura d’anello. | cromatogrammi presentavano, infatti, diversi sottoprodotti di reazione
derivanti, probabilmente, da ossidazioni ulteriori anche a carico della funzione alcolica. Non
S sono osservati pero, prodotti di ossidazione benzilica, evidenziando la buona selettivita

dell’IBX nell’ ossidazione della posizione benzileterea.

3.6.5 Reazione di apertura d’anello con il sistema O,/L accasi/Mediatore (HBT)

Considerati i risultati non completamente soddisfacenti dell’ ossidazione benzilica degli
isocromani con IBX, s e pensato di ricorrere alla catalis enzimatica. Tale dbiettivo € stato
parte integrante di una collaborazione scientifica avviata tra il nostro gruppo di ricerca e
guello del Prof. C. Gadli e della Dott.ssa P. Gentili del Dipartimento di Chimica della
Sapienza Universita di Roma, che da anni si occupano dello studio dei meccanismi di
reazione mediate dalle Laccas. Di questi enzimi s e gia parlato in maniera approfondita
nell’ Introduzione (Cap. 1, par. 9) e s e specificato che per |I’ossidazione di sistemi benzilici e
benzileterei & necessario ricorrere al’ uso di mediatori.”

Sulla base delle precedenti considerazioni, il lavoro di ossidazione degli isocromani € stato
condotto utilizzando I’ 1-idrossibenzotriazolo (HBT) come mediatore delle laccasi provenienti
dalla specie Trametes villosa, nella miscela di solventi tampone acetato/1,4-diossano (1/1v) di
cui erano gia noti i dati di stabilitd dell’enzima.®® Allo scopo di migliorare ulteriormente
I’ ecocompatibilita del processo, sono state effettuate, prove di attivita della laccas nella
miscela di solventi tampone citrato (pH=5)/DMC. A tae scopo, in analogia a quanto studiato
con altri solventi, il substrato di riferimento e stato il p-metossi benzilalcol 158, ossidato con
il sistemalaccasi/HBT siain tampone citrato che nella miscela tampone citrato/DMC (10/1). |
risultati sperimentali hanno mostrato che la miscela di solventi in esame ha dato risultati

paragonabili a quelli ottenuti con il solo tampone e pertanto utilizzabili (Schema 70).

OH e,
laccasilHET tatpone citrato resa TS50
BTk tampone citratoDIC (101 resa T8
Ol Chle
158 159

Schema 70. Reazione di ossidazione del p-metossi benzilalcol 158 con il sistemalaccasi/HBT.
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Successivamente, e stata eseguita una reazione di ossidazione del 2,4,6-triclorofenolo 160 con
le laccas e la miscela di solventi tampone citrato/DMC in divers rapporti (Schema 71,
Tabella 28).

OH .
1 1 1 1
laccasiE T
Cl 2
160 161

Schema 71. Reazione di ossidazione del 2,4,6-tricloro fenolo 160 con laccasi in solventi misti.

tamponecitrato (pH=5)/DMC
Tempo (h) 10/1 3/1 11
Resa prodotto 161 (%)
3 81 55 0
24 85 77 21

Tabella 28. Risultati sperimentali della reazione riportata nello Schema 71.

| risultati hanno mostrato come fino ad un rapporto 3/1 della miscela di solventi le rese in
termine di ossidazione sono state soddisfacenti mentre subivano un decremento se in miscela
1/1. Sulla base di queste considerazioni, si & deciso di impiegare la miscela di solventi pari a
5/1, in cui I'enzima manteneva attivita catalitica e alo stesso tempo permetteva di
solubilizzare i substrati in esame.

Anche in questo caso, poiché € noto che le laccasi possono catalizzare reazioni di
polimerizzazione su sistemi fenolici,” gli ossidrili fenolici sono stati acetilati prima della
reazione di ossidazione. | risultati ottenuti dall’ ossidazione del substrati 141, 144, 145 e 146
sono riportati nello Schema 72, Tabella 29.
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141 F=F;=0H Ry=F:=H 152, 153, E=0d e, F1=0CHz, Ra=F:=H
144 R=CH, F;=0CH;, Fy=R;=H 154, 155. R=R;=COlic, F1=0CH;, Fy=H
145. F=F;=0H, F;=0CH; F;=H 156, 157. E=F;=04e, F1=F,=0CH,
146, E=F:=0H, F1=Fs=0CH; 160, F=F1=Cde, Bp=F3=H

Schema 72. Reazione di aperturad’anello di isocromani con il sistema O,/LaccasiHBT .

Substrato Condizioni sperimentali Tempo (h) Conversione (%) | Resa(%)
152 Tampone acetato/diossano (1/1 v/v) 20 75 153: 55
152 Tampone acetato/DMC (5/1 v/v) 20 63 153: 60
154 Tampone acetato/diossano (1/1 v/v) 24 16 155: 10
154 Tampone acetato/DMC (5/1 v/v) 24
156 Tampone acetato/diossano (1/1 v/v) 24 75 157: 22
156 Tampone acetato/DMC (5/1 v/v) 24 74 157: 41
160 Tampone acetato/diossano (1/1 v/v) 24 A
160 Tampone acetato/DMC (5/1 v/v) 24 30

Tabella 29. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 72.

Le rese e le conversioni sono state calcolate via HPLC applicando il metodo dello standard
interno. | risultati ottenuti hanno mostrato che anche per gli 1-arilisocromani, la posizione
preferenzialmente ossidata dal sistema laccasi/HBT é quella benzil eterea. La reazione di
ossidazione enzimatica sul substrato 152 ha portato a risultati soddisfacenti; infatti, le rese di
reazione sono state buone sia in tampone acetato/diossano che in tampone acetato/DMC. Nel
caso del substrato 156, la presenza degli acetili nella struttura degli isocromani ha ridotto la
selettivita dell sistema enzimatico; mentre i substrati 154 e 160 hanno mostrato una scarsa
reattivita Poiché era noto che | “rate determining step” dell’ ossidazione € lo strappo di
idrogeno dal substrato da parte del BTNO (specie radicalica derivante dall’ ossidazione
enzimatica dell’HBT),% sono dtati effettuati studi sulla determinazione del valore della
costante di velocita del processo HAT su molecole modello in cui € presente la posizione

benzileterea (Schema 73). | risultati hanno mostrato che, in accordo con il carattere elettrofilo
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del radicale BTNO, la presenza di gruppi elettron attrattori quali I’ acetile riduce la costante
cinetica del processo HAT; a contrario, gruppi elettron donatori quali il metossile 1o

aumentano.

k=13 M1l k= 42 M1sl k< natwrale decomposizione di BTHNO

\_ OMe \\ _ OMe N\ _CiMe

OMe e

Schema 73. Determinazione del valore delle costanti cinetiche del processo HAT su molecole modello.

Sulla base di questi risultati S € pensato di condurre I’ ossidazione enzimatica del substrato
141, i cui gruppi fenolici sono stati protetti mediante acetonide, un gruppo elettron-donatore
(Schema 74). A conferma delle prove cinetiche eseguite in tampone acetato/diossano, le
reazioni di ossidazione hanno portato ai prodotti in rese maggiori. La reazione condotta nella

miscela tampone acetato /DM C ha mostrato una scarsa reattivita a causa della insolubilita del
substrato.

HO Cl ] OH
HaCO, OCH; >< ><
0 . .

HO 0 OuLeHET o 0 O

HYCHCL hifhusso ET21h _
|
¢ ¢ g

141 162: 33% 163

tesain tampone acetato/diossano: 83%
resa in tampone acetato/DRIC: 6%

Schema 74. Reazione di protezione e ossidazione dell’ 1-arilisocromano 141.
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3.7 Ossidazione enzimatica di catechine con il sistema catalitico O,/Laccasi/HBT

Come detto, le catechine sono una classe di flavonoidi che, grazie alla loro elevata attivita
antiossidante e di scavenger di radicali liberi, sono agenti protettivi contro acune forme
tumorali, patologie cardiovascolari e fenomeni infiammatori. Recenti studi hanno mostrato
anche |’ attivita antibattericadi tali composti nei confronti dell’ Helicobacter pylori, il batterio
responsabile dell’ ulcera gastrica. >

In letteratura sono riportati diversi esempi di ossidazione di catechine da parte di sistemi
enzimatici e in particolare di laccas che portano alla formazione di oligomeri €/o polimeri
derivanti da reazioni radicaliche a carico di anelli aromatici.?®? Con lo scopo di ossidare la
posizione benzilica, si € pensato di studiare la reattivita dell’ anello eterociclico delle catechine
nelle condizioni gia impiegate per I'ossidazione degli 1-arilisocromani (Cap.3, par. 6.5):
sistema catalitico Oy/Laccas da T. villosa/HBT, miscela tampone acetato/diossano (/1 v),

protezione degli ossidrili fenolici tramite acetilazione (Schema 75).

OH Ae
OH Qe
HO O o ) D AT
_ ey | P OplLaccasiHBT o ccoun prodotto
OH “Ode RT
OH Ode
lo4, 165 —oH 164 =24 166 166, 167
UOH 16E ¥ T 167

Schema 75. Reazione di ossidazione enzimaticadi catechine totalmente acetilate.

Come ci si aspettava, isubstrati acetilati si sono rivelati non reattivi, in accordo con gli studi
eseguiti e precedentemente discussi (Cap. 3, par. 6.5) secordo i quali sostituenti elettron
attrattori esercitano un effetto disattivante nelle reazioni di ossidazione laccasi/mediatore.

Sulla base di questi risultati preliminari s e deciso di proteggere i gruppi fenolici delle
catechine mediante reazione di metilazione ed eliminare eventuali ossidazioni collaterali

dell’ ossidrile alcolico in posizione C-3 derivatizzandolo come acetile (Schema 76).
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Schema 76. Reazioni di protezione delle funzionalita reattive delle catechine.

| substrati cosi ottenuti sono stati ossidati con il sistema catalitico O,/Laccasi/HBT (Schema
77, Tabella 30).

O ule Ohle O

ORI Ol OB

o M0 o \
04Le/HET \Q: l +

o —_— =

Ofc | 0 & Ofc
O OH OMe O
170,171 172,174 173,175

—=ge 166,168, 169

conge 167,170,171

Schema 77. Reazioni di ossidazione di 5,7,3' ,4’ -tetrametil- 3-acetil catechine.

Substrato Tempo (h) Conversione (%) Resa (%)
172: 22
170 28 90 173 11
172: 32
170 50 >908 173 16
174: 23
171 50 80 175: 11

Tabella 30. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 77.
Le rese e le conversioni sono state calcolate tramite HPLC con il metodo dello standard

interno a causa delle difficolta operative correlate ala purificazione dei prodotti finali,
instabili su dlice. Infatti, sono stati isolati solo acuni prodotti derivanti dalla
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ossifunzionalizzazione della posizione benzilica G4 (172, 174) e dalla ulteriore ossidazione
dell’ ossidrile inserito (173, 175).

Con la (+)-5,7,3 ,4 -tetrametil-3-acetilcatechina 170, protrarre la reazione per tempi piu
lunghi ha portato ad un piccolo aumento della conversione e resa dei prodotto 172 e 173.

La ()-5,7,3 4 -tetrametil- 3-acetilepicatechina 171 pur mostrando una minore reattivita del
substrato 170, ha portato a risultati analoghi.

Allo scopo di verificare I'influenza del gruppo estereo in posizione G3 sulla reattivita e
selettivita del sistema, lareazione € stata condotta sui substrati 168 e 169 in cui era presente la
funzione alcolica libera (Schema 78, Tabella 31).

Schema 78. Reazioni di ossidazione delle 5,7,3’ 4’ -tetrametil catechine.

Substrato | Tempo (h) | Conversione (%) | Resa (%)
168 28 75 e ég
168 50 76 1;2 ‘2‘;
168 7 77 gg g
169 50 80 gg 312

Tabella 31. Risultati sperimentali delle reazioni riportate nello Schema 78.

O hde Oble Onde
ORI O hle Obde
B0 oo M0 oo Ml oo
O3/Lc/HET +
: 2.
OH OH OH
OhI: Ohe OH Okle O
168,160 176,178 177,179
—=(0H 1% 176, 177
CO0H 169 178 172

| dati sperimentali hanno mostrato che, con questi substrati, conversioni e rese sono risultati
essere quasi coincidenti a dimostrazione ddla maggiore selettivita del sistema verso
I’ossidazione in posizione C-4. Per la (+)-5,7,3 4 -tetrametilcatechina 168, la presenza

dell’ ossidrile libero in G-3 & sato un fattore determinante nel favorire I’ ossidazione di 176
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con conseguente aumento della resa del prodotto 177. Questo andamento non € stato
osservato per la (-)-5,7,3 4’ -tetrametilepicatechina 169. A conferma della selettivita di
ossidazione osservata nella posizione C-4 sono stati effettuati studi teorici di determinazione
dell’ energia del legame C-H in posizione 4 e in posizione 2. | calcoli hanno mostrano che i
conformeri 1 e 2 riportati nello Figura 34 sono quelli piu stabili.

Conformero 1: Conformero 2
angolo diedro f cpc1.crrc = -77.09° . - R
DH°; = -183.19 K cal/mol angolo diedro f C2,Cc1,C1,C2 = 103.93

DH° = -183.13 Kcal/mol

conformeri della catechina

10 r
] 3 o
8 7 -
3 . r
£ ] C
T 67 -
< ] C
(] - L
2 4 3 -
g ] C
e ] -
5 27 3
] 1 2
0 G e
-180 -120 -60 0 60 120 180 Conformero 3:
angolo diedro (C3,C2,C1',C2) () angolo diedro f cpc1c1,c0 = -31.76°

DH°; = -174.91K cal/mol

Figura 34. Determinazione dei conformari piu stabili della catechinatetrametilata 164.

Dal punto di vista meccanicistico, lareazione di ossidazione con O/Laccas/HBT, per strappo
di un atomo di idrogeno, porta alla formazione di un radicale. Pertanto, dei due possibili
radicali sul C-2 o sul C-4 no state misurate le entalpie di formazione. Come si puo
osservare dai dati riportati nella Figura 35, tali valori sono risultati paragonabili. Pertanto, la
selettivita dell’ ossidazione in C-4, osservata sperimentalmente, non sembra essere giustificata
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dai calcoli teorici. In redta, la stabilizzazione del radicae formatos in posizione C-2,
comporta una rotazione dell’anello B con formazione del conformero 3 caratterizzato da un
massimo di energia (Figura 34). Dungque, s puo concludere che complessivamente la
formazione del radicale in C-2 e sfavorita

Radicale C4 della catechina:

DH®; = -163.32 Kcal/mol - —Rigfa:f (ali dellla catechina:
BDE =72 Kcal/mol F=- cal/mo

: _ . BDE = 71 Kcal/mol
angolo diedro f c2,c1,c1,.c2 = 73.08 angolo diedro Gcicrcr = 11.4°

Figura 35. Calcolo delle energie di formazione del radicalein C-4 e C-2.

Ad analoghe considerazioni s € giunti dall’analisi teorica effettuata sulla epicatechina
tetrametilata 165 (Figura 36). In questo caso, dal punto di vista delle entalpie di formazione
dei radicali in C-2 0 in C-4, la formazione del radicale in C-2 sembra essere quella favorita,
ma la conformazione assunta da tale radicale corrisponde a conformero 3 meno stabile; di

conseguenza il bilancio energetico favoriscel’ ossidazione della posizione C-4.
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Conformero 1:
angolo diedro f c2.cicrc2 = 66.439°
DH°; = -184.97 Kca/mol

conformeri dell'epicatechina

i

[EnY

DH, relativo (Kcal/mol)
N

o

RN AR R LR R E e R Ry
-180 -120 -60 0 60 120 180

angolo diedro (C3,C2,C1'C2) (°)

Radicale C4 dell'epicatechina:
DH°; = -163.38 Kcal/mol
BDE = 73 Kcal/mol
angolo diedro f C2,CLCL,C2 = 77.8°

Conformero 2:
angolo diedro f C2,C1Cl,C2 = -106.49°
DH®; = -184.61 Kcal/mol

§ Conformero 3:

angolo diedro f c2,c1er.ce = -32.05°
DH°r = -183.26K cal/mol

i

Radicale C2 dell'epicatechina:
DH°; =-167.71 Kcal/mol
BDE =69 Kcal/mol
angolo diedro f C2,CcLCL,Cc2 = 12.17°

Figura 36. Calcoli teorici dell’ ossidazione radicalica della epicatechina tetrametilata 165.

Dadl’ ossifunzionalizzazione in posizione C-4 € possibile ottenere, per ogni substrato, due

diastereoisomeri (Figura 37).



_~__20H 20 H
0 2 R | 0 2
m o .

2+ < o4
20H 2+ 20H 2+

Figura 37. Strutture diatereoisomeriche dei prodotti di ossofunzionalizzazionedi 5,7,3' ,4'-tetrametil catechine.

Il cacolo del valore delle costanti di accoppiamento J 4, mediante anaisi *H-NMR dei
prodotti ottenuti, per confronto con i dati riportati in letteratura,?°® ha permesso di stabilire che
I’inserzione ossidrilica avviene sempre nella stessa direzione dell’ ossidrile in C-3, portando,
pertanto, stereoselettivamente alla formazione del prodotti 176a e 178b. Dati analoghi erano
stati riportati in letteratura ad opera di alcuni funghi filamentos presenti nelle piante del te,
quali quelli della specie Diaporthe. 294 2%

| prodotti ottenuti, i flavan-3,4-dioli, sono i precursori nella sintesi delle proantocianidine, una
famiglia di polifenoli naturali a struttura oligomerica che presentano un legame
interflavanilico fra le posizioni C4-Cg 0 C4-Cs delle unita flavan4-oliche (Figura 38).
Presentano importanti attivita biologiche quali quella antiossidante, di scavenger di radicali

liberi e anti-tumorale.?°®

Figura 38. Esempio di proantocianidina.
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Il composto 173 € un derivato della taxifolina (Figura 3) un bioflavonoide ubiquitario nel
regno vegetale che presenta un’ attivita antiossidante superiore a quella della vitamina E e dei
209

carotenoidi; %% ha effetti  antitumorali, & antimutagenico;?°® anivirde®! e

antiallergico.?!? E' stato recentemente isolato un batterio aerobico (Burkholderia sp. KTC-1)
presente nella torba tropicale, responsabile della degradazione della catechina in due steps a

formare la taxifolina.?*®

Figura 39. Struttura chimica della taxifolina
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4. CONCLUSIONI

Laricerca svolta nel triennio di dottorato ha previsto 1o sviluppo di metodologie ossidative
con reagenti chimici biomimetici ed enzimatici per I’ ottenimento di fine chemicals e composti
biol ogicamente attivi a partire da composti presenti negli scarti agroalimentari.

La prima parte del lavoro ha previsto la messa a punto di una serie di metodologie di
protezione delle molecole in esame. Nello specifico, € stata sviluppata una procedura di
metilazione di flavoni impiegando il dimetilcarbonato (DMC), un composto ecocompatibile,
nel ruolo di solvente/reagente, in sostituzione del tossici e cancerogeni agenti metilanti di uso
comune qudi lo ioduro di metile e il dimetilsolfato. Il sistema s e rivelato efficiente, i
prodotti metilati sono stati ottenuti con rese quantitative. Tale reagente e stato utilizzato anche
per metilare i flavoni, importanti prodotti biologicamente attivi, dotati di maggiore
biodisponibilita rispetto ai corrispondenti composti idrossilati.

Successivamente, il DMC é stato impiegato come agente carbossimetilante per la protezione
selettiva di funzioni alcoliche presenti nei composti fenolici e come solvente nelle reazioni di
acetilazione selettiva degli stess composti. Sono state messe a punto due metodologie di
acetilazione; la prima con anidride acetica in presenza di quantita catalitiche di tricloruro di
rutenio e la seconda con cloruro di acetile in assenza di catalizzatore. Quest’ ultima procedura
e stata estesa per esterificare le funzioni acoliche di composti fenolici con cloruri di acidi a
catena lunga satura e insatura. La maggior parte di queste reazioni € avvenuta con conversioni
e rese quantitative e il prodotto target € stato recuperato puro per semplice work-up. Oltre alla
metodologia di protezione, sono risultati interessanti anche alcuni dei prodotti ottenuti, in
particolare i derivati dell’idrossitirosolo, in quanto molecole antiossidanti dotate di una
maggiore lipofilicita e quindi maggiore biodisponibilita rispetto a quelle naturali.

L’impiego de reagenti ossidanti appartenenti alafamigliadello iodio ipervaente, quali I'I1BX
e il DMP, ci ha permesso di raggiungere altri importanti obiettivi. Sfruttando la capacita di
tali ossdanti di formare la funzione catecolica per inserzione ossidrilica 0o demetilazione
ossidativa, e stato possibile mettere a punto nuove procedure sintetiche dell’idrossitirosolo,
una molecola dotata di molteplici attivita biologiche, a partire da materiali di partenza presenti
negli scarti agroindustriali, qudi il tirosolo e I’acol omovanillico. Tali procedure, per la loro
originalita, semplicitd, economicita, efficienza e il basso impatto ambientale, sono state
oggetto di un brevetto nazionale ed uno internazionade. La sintesi dell’idrossitirosolo e stata

presa come metodologia di riferimento per verificare I’ efficienza nelle reazioni di inserzione
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ossidrilica e demetilazione ossidativa dell’IBX supportato su polistirene. 1l nuovo resttivo
eterogeneo ha nostrato una selettivita elevata; e stato recuperato e riutilizzato per dieci volte
con un notevole abbattimento dei costi e dell’impatto ambientale del processo ossidativo.
Inoltre, sono state sintetizzate altre molecole di pregio quali il piceatannolo e derivati lipofili
per sintesi direttada trans-resveratrolo, composto presente negli scarti della lavorazione del
vino, i flavoni e flavanoni con struttura catecolica, importanti antiossidanti; gli 1-
arilisocromani poliossidrilati. Lo studio sulle ossidazioni con IBX € proseguito analizzandone
altre potenzialita quali la capacita di deidrogenare in posizione adiacente ad un gruppo
carbonilico per sintetizzare flavoni a partire da flavanoni, e la capacita di ossidare la posizione
benzilica per indurre I’ apertura d’anello di 1-arilisocromani allo scopo di formare importanti
fine-chemicals.

Gli ultimi e piu recenti dati sono relativi all’impiego della catalisi ossidativa enzimatica
ricorrendo a sistema Oo/laccasi/HBT per ossidare la posizione benzileterea degli 1-
arilisocromani e la posizione benzilica delle catechine. | risultati ottenuti sono stati
soddisfacenti. In particolare, nell’ ossidazione delle catechine, il sistema catalitico ha mostrato
una stereoselettivita nell’inserzione ossidrilica in posizione C-4 che mima quanto avviene in

natura ad opera di batteri endofiti delle piante del te.
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5. PARTE SPERIMENTALE

5.1 Strumenti e materiali utilizzati

Gli spettri di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR) sono stati registrati con uno
spettrofotometro Bruker 200 MHz, usando solventi deuderati quali cloroformio deuterato
(CDCk), metanolo deuterato (CDsOD) acetone deuterato ((CD3).CO) ed acqua deuterata
(D20). I chemical shift sono espressi in parti per milione (ppm) e le costanti di accoppiamento
in Hertz (Hz).

Gli spettri di massa sono stati registrati utilizzando un gascromatografo Shimadzu GC-17 A
con un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID) interfacciato con uno spettrometro di massa
GC/MS QP 5050A, equipaggiato con una colonna capillare Supelco CPSIL8CB lunga 30
metri. La programmata piu utilizzata € stata la seguente: temperatura iniziale: 100°C;
temperatura finade: 280°C; velocitas 10°C/min; temperatura dell’iniettore e del detector:
280°C.

Gli spettri HPLC sono stati registrati con uno strumento Varian ProStar con un rivelatore UV,
equipaggiato con una colonna Varian Pursuit 5 C18 150* 4,6 mm.

Il programma utilizzato, alla lunghezza d’ onda di 280 nm, € stato:

Eluente
Tempo (min) Acqua (%) Acetonitrile (%)
Prerun 0 10
10 % 10
25 40 60
30 40 60
35 % 10

Le analis UV-Vis sono state condotte con uno strumento Perkin Elmer Lamda 20, con
cuvette in quarzo (1x1x3 cm).

Il decorso delle reazioni € stato monitorato attraverso cromatogafia su strato sottile (TLC),
utilizzando @mme fase stazionaria gel di silice Merck (230-400 mesh) e come fase mobile
miscele di etere di petrolio/etil acetato o diclorometano/metanolo. | rivelatori utilizzati sono
stati la lampada UV (?=254 nm); una soluzione etanolica di p-anisaldeide; il reattivo

molibdico; un reattivo allo iodio; un reattivo contenente acido solforico.
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| prodotti chimici commerciali ei solventi utilizzati sono stati acquistati presso le ditte Sigma-
Aldrich, Fluka, Acros

5.2 Procedura generale di metilazione di flavoni e flavonoli con il sisstema DM C/DBU

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole) & stato solubilizzato in DMC (8 ml) e dopo
aggiunta della base DBU (1.2 mmoli), la miscela é dtat lasciata in agitazione alla temperatura
di riflusso (90°C) e monitorata via TLC. A completa scomparsa del substrato, il solvente e
stato allontanato per evaporazione a pressione ridotta dopo I’ aggiunta di 3 volumi di MeOH
con il quale il DMC forma un azeotropo. |l residuo organico ottenuto e stato solubilizzato con
etil acetato, procedendo quindi alla fase di lavaggio con una soluzione acquosa satura di
cloruro di sodio (NaCl). Alla fase organica € stato aggiunto sodio solfato anidro per eliminare
residui acquosi della lavorazione. Dopo filtrazione del sodio ®lfato, il solvente organico e
stato eliminato per distillazione sotto pressione. Se necessario, il grezzo ottenuto e stato
purificato tramite colonna cromatografica utilizzando come fase fissa gd di silice (230-400

mesh, Aldrich), e fase mobile diclorometano/metanolo.

5.3 Procedura generale di carbossimetilazione di ossidrili alcolici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole) é stato solubilizzato in dimetil carbonato (10
ml); dopo aggiunta di DBU (1.2 mmoli o 0.1 mmoli) o SO, (0.2 mmoli) la miscela di
reazione € stata lasciata sotto agitazione magnetica ala temperatura di riflusso e monitorata
via TLC. Alla completa scomparsa del substrato, il solvente € stato allontanato per
evaporazione a pressione ridotta dopo |'aggiunta di 3 volumi di MeOH. Il residuo organico
ottenuto e stato solubilizzato con etil acetato, procedendo quindi allafase di lavaggio con una
soluzione acquosa satura di cloruro di sodio (NaCl). Alla fasi organiche riunite e stato
aggiunto sodio solfato anidro per eliminare residui acquosi dellalavorazione. Dopo filtrazione
del sodio solfato, il solvente organico € stato eliminato per distillazione a pressione ridotta.
Quando necessario, il grezzo ottenuto € stato purificato tramite colonna cromatografica
utilizzando come fase fissa gel di slice (230-400 mesh, Aldrich), e fase mobile
etilacetato/etere di petrolio.
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5.4 Misuredi attivita antiossidante con il metodo della DPPH

Aliquote di una soluzione di molecola da testare come antiossidante, solubilizzata in
metanolo, sono state aggiunte a 2.8 ml di wa soluzione 6x10° M di DPPH in metanolo. 1|

decremento di assorbanza del radicale libero della DPPH € stato determinato per via
spettrofotometrica, registrando i valori ottenuti, alla 2=516 nm (€6 = 10357+162 M™cm) a

25°C nel tempo, fino ad arrivare ad un plateau. Per ogni concentrazione di antiossidante, &
stata registrata la cinetica di reazione. Da questi grafici € stato determinato il valore
percentuale di assorbanza della DPPH rimasta inalterata allo stato stazionario, corretto per
comparazione con la soluzione di DPPH di controllo, priva cioe della molecola da testare. |
valori cosi ottenuti sono stati riportati in un altro grafico in funzione del rapporto molare tra
antiossidante e DPPH, da cui e stata estrapolata I’ attivita antiossidante espressa come la
guantita di antiossidante necessaria a ridurre del 50% la concentrazione iniziale di DPPH
(EC50):

Concentrazione Efficiente (ECsp)= mmoli/L antiossidante/moli/L DPPH

5.5 Procedura di sintesi del 3-(2-idrossifenil)-1-propanolo 33 12°

Una soluzione di 3,4-diidrocumarina 32 (10 mmole) in etere etilico anidro (8 ml) e stata
aggiunta goccia a goccia, a temperatura ambiente, ad una sospensione posta in agitazione di
LiAlH4 (15 mmoli) in etere etilico anidro. La miscela di reazione e stata messa a riflusso per 4
h e lasciata in agitazione a temperatura ambiente tutta la notte. L’eccesso di LiAIH,4 € stato
distrutto per cauta aggiunta di una misceladi THF/H,O (1:1 v/v, 1 ml) e successiva agitazione
di 30 minuti. Quindi e stata aggiunta, goccia a goccia, una soluzione di H,SO4 (5%, 6 ml) fino
a completa scomparsa del gas che si sprigiona dall’ambiente di reazione. La fase acquosa €
stata separata, ed estratta con etere etilico (2x6 ml). Le fasi organiche riunite sono state lavate
con HO (6 ml), una soluzione acquosa a 5% di NaHCO;3 (6 ml), una soluzione satura di
NaCl (6 ml) e seccate con NaSO,. Il solvente organico € stato eliminato per distillazione
sotto pressione. Il grezzo di reazione € stato purificato con una colonna cromatografica
utilizzando come fase fissa gel di slice (230-400 mesh, Aldrich), e fase mobile
diclorometano/etilacetato (7/1).
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5.6 Procedura di acetilazione selettiva, con anidride acetica e tricloruro di rutenio, di
ossidrili alcolici

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetil carbonato (3 ml), posta sotto agitazione
magnetica a temperatura ambiente, sono stati aggiunti aggiunti anidride acetica (1.2 mmoli) e
cloruro di rutenio (0.01 mmoli). La reaziore e stata monitorata via TLC e GC/MS. Alla
completa scomparsa del substrato, il dimetil carbonato e stato allontanato dalla miscela di
reazione mediante distillazione a pressione ridotta. I grezzo ottenuto e stato solubilizzato con
etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaCl. La fase acquosa € stata estratta con etil
acetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di NaCl fino a
neutralita e poi seccate su NSO, anidro. Dopo aver alontanato il solvente per distillazione a
pressione ridotta, quando necessario, il prodotto ottenuto € stato purificato su colonna
cromatografica utilizzando come fase fissa gel di silice (230-400 mesh, Aldrich) e come fase

mobile una miscela di etere di petrolio/etil acetato.

5.7 Procedura generale di esterificazione selettiva, con cloruri acilici, di ossidrili alcolici

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilcarbonato (3 ml), posta sotto agitazione
magnetica, a temperatura ambiente, sono state aggiunte 1.2 mmoli di cloruro dell’acido. La
reazione € stata monitorata tramite TLC. Dopo la completa scomparsa del substrato, il
solvente di reazione € stato allontanato per distillazione a pressione ridotta. 1l residuo e stato
solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaCl. La fase acquosa
dtata estratta con etil acetato. Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione
satura di NaCl fino a neutralita, quindi seccate su N&SO, anidro. Se necessario, il grezzo di
reazione e stato purificato su colonna cromatografica di gel di slice (230-400 mesh),

utilizzando come eluente la miscela etere di petrolio/etil acetato.

5.8 Procedura generaledi idrolisi basica o acida di gruppi esterei o carbossimetilici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole) & stato solubilizzato in acqua/THF (1:1).
Dopo I'aggiunta di HCI 37% (1.5 mmoli per ogni gruppo idrolizzabile) o KOH (1.5 mmoli
per ogni gruppo idrolizzabile), la miscela € stat posta sotto agitazione magnetica alla
temperatura opportuna fino a completa scomparsa del substrato. La reazione € stata
monitorata via TLC e GC/MS. Alla completa scomparsa del substrato, il solvente é stato

allontanato per distillazione a pressione ridotta. Dopo aver portato il pH della fase acquosa
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residuaacirca 7, per aggiuntadi acido o di base, si € proceduto all’ estrazione con etil acetato
per 3 volte. Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione acquosa satura di
cloruro di sodio; quindi e stato aggiunto sodio solfato anidro per eliminare residui acquosi
della lavorazione. Dopo filtrazione del sodio solfato, il prodotto & stato recuperato per

evaporazione del solvente organico per distillazione a pressione ridotta.

5.9 Riduzione con sodioboroidruro

Il substrato (1 mmole), solubilizzato in THF (10 ml), dopo aggiunta di sodioboroidruro (5
mmoli) e stato lasciato sotto agitazione magnetica a temperatura ambiente. La reazione é stata
monitorata via TLC e GC/MS. Dopo la completa scomparsa del substrato, il solvente € stato
allontanato per evaporazione a pressione ridotta. |l residuo organico e stato solubilizzato con
etil acetato e lavato con una soluzione acquosa satura di cloruro di sodio. Alla fase organica e
stato aggiunto sodio solfato anidro per eliminare residui acquosi della lavorazione. Dopo
filtrazione del sodio solfato, il prodotto € stato recuperato per evaporazione del solvente

organico per distillazione a pressione ridotta.

5.10 Ossidazione dell’ acido o-iodobenzoico ad I BX

Ad una soluzione di acido o-iodobenzoico (20 mmoli), solubilizzato in acqua (65 ml) é stato
aggiunto oxone (29 mmoli). La miscela & dtata lasciata sotto agitazione magnetica per circa 3
ore ala temperatura di 70°C. La sospensione € stata quindi raffreddata a 5 °C e mantenuta a
questa temperatura per circa 1.5 ore sotto leggera agitazione. La miscela é stata filtrata sotto
vuoto, lavando ripetutamente il solido prima con acqua (6x10 ml) e poi con acetone (2x10

ml). Il solido & stato seccato a temperatura ambiente per tutta la notte e recuperato con una
resadel 75-80 %.

5.11 Reazionedi inserzione ossidrilica di composti fenolici con IBX

Ad una soluzione di fenolo (1 mmole) in metanolo (4 ml), posta sotto agitazione magnetica,
alla temperatura di 0 °C, é stato aggiunto IBX (1.2 mmoli). Dopo 30 minuti s € osservata la
scomparsa del substrato. Alla soluzione sono stati aggiunti acqua (4 ml) e sodio ditionito (2
mmoli); la miscela é stata |asciata sotto agitazione magnetica fino ad osservare una variazione
cromatica da rosso a bianco (5 minuti). Dopo aver alontanato il metanolo per ditillazione a

pressiore ridotta, il grezzo di reazione e stato solubilizzato con etil acetato e trattato con una
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soluzione satura di sodio bicarbonato. La fase acquosa é Stata estratta con etil acetato. Le fas
organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di cloruro di sodio fino a
neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. Il prodotto é stato recuperato dopo distillazione
del solvente a pressione ridotta.

5.12 Reazione di inserzione ossidrilica di composti fenolici con DM P

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in tetraidrofurano (4 ml) posta sotto agitazione
magnetica a temperatura ambiente, sono state aggiunte 1.2 mmoli di reattivo di Dess-Martin.
Dopo un'ora, si € osservata la scomparsa del substrato. Alla soluzione e stata aggiunta acqua
(4 ml) e sodio ditionito (2 mmoli, 348 mg). La miscela € stata lasciata sotto agitazione
magnetica fino ad osservare una variazione cromatica da rosso a bianco (5 minuti). Dopo aver
dlontanato il solvente per distillazione a pressione ridotta, il residuo di reazione é stato
solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di sodio bicarbonato. La fase
acquosa e stata estratta con etil acetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una
soluzione satura di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. 11

prodotto é stato recuperato per distillazione del solvente a pressione ridotta.

5.13 Reazione di demetilazione ossidativa di composti fenolici con I1BX

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in THF (3 ml) e acqua (300 ul), posta sotto
agitazione magnetica, alla temperatura ambiente, sono state aggiunte 1.2 mmoli di IBX. Dopo
lacompleta scomparsa del substrato, alla soluzione sono stati aggiunti acqua (3 ml) e NS0,
(2 mmoli). La miscela é stata posta sotto agitazione magnetica per 5 minuti, la variazione
cromatica che si osserva da rosso a bianco indicalafine della reazione. Dopo aver alontanato
il THF per distillazione a pressione ridotta, il grezzo di reazione € stato solubilizzato con etil
acetato e trattato con una soluzione satura di NaHCOs. La fase acquosa e stata estratta con etil
acetato. Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di NaCl fino a
neutralita e seccate su NaSO, anidro. Dopo distillazione del solvente a pressione ridotta e

purificazione cromatograficas e ottienuto il prodotto puro.
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5.14 Reazione di demetilazione ossidativa di composti fenolici con DM P

Ad una soluzione di substrato(1 mmole) in THF (3 ml) e acqua (300 pl), posta sotto
agitazione magnetica a temperatura ambiente, sono state aggiunte 1.2 mmoli di reattivo di
Dess-Martin. Alla completa scomparsa del substrato, ala soluzione si sono aggiunti acqua (3
ml) e NaS;0, (2 mmoli) ed & stata mantenuta |’ agitazione magnetica per 5 minuti. La
variazione cromatica da rosso intenso a giallo pallido indica la fine della reazione. Dopo aver
allontanato il solvente per distillazione a pressione ridotta, il residuo di reazione e stato
solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaHCO;3. La fase acquosa &
dtata estratta con etil acetato. Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione
satura di NaCl fino a neutralita e seccate su NaSO, anidro. Dopo distillazione del solvente a
pressione ridotta e purificazione per cromatografia in silice flash su colonna s é ottenuto il

prodotto puro.

5.15 Sintesi one-pot di idrossitir osolo carbossimetilato

Ad una soluzione di tirosolo (1 mmole) in dimetilcarbonato (3 ml), sotto agitazione
magnetica, allatemperatura di riflusso, sono state aggiunte 0.2 mmoli di H,SO, 96%. Dopo 8
ores € osservato la completa scomparsa del substrato. La miscela di reazione € stata portata a
temperatura ambiente esi sono aggiunti 2 ml di acqua e 1.2 mmoli di DMP. Trascorsi 50
minuti, s e aggiunto Nax$0,4 (2 mmoli) es e lascia sotto agitazione magnetica per 5 minuti.
Dopo aver alontanato il solvente per distillazione a pressione ridotta, il residuo € stato
solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaHCOs. La fase acquosa e
stata estratta con etil acetato. Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione
satura di NaCl fino a neutralita, quindi seccate su N&SO, anidro. Il prodotto € stato

recuperato per distillazione a pressione ridotta

5.16 Reazione di inserzione ossidrilica di composti fenolici con IBX supportato su
polistirene

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilcarbonato (10 ml), sotto agitazione
magnetica, alla temperatura ambiente, sono state aggiunte 2.1 mmoli di IBX supportato. Alla
completa scomparsa del substrato, la resina € stata rimossa per filtrazione e lavata con
dimetilcarbonato. La miscela di reazione € stata versata direttamente nell’ ambiente riducente

costituito da acqua (10 ml) e NaS;04 (2 mmoli) posto sotto agitazione magnetica, fino a
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completa variazione cromatica da rosso a gialo pallido. Dopo aver allontanato il solvente per
distillazione a pressione ridotta, il residuo di reazione é stato solubilizzato con etil acetato e
trattato con una soluzione di HCI (1N). La fase acquosa € stata estratta con etil acetato. Le fas
organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di NaCl fino a neutralita e seccate
su NaSO, anidro. Dopo distillazione del solvente a pressione ridotta e purificazione per
cromatografiain silice flash sucolonna si € ottenuto il prodotto puro. Laresina é stata seccata
atemperatura ambiente.

5.17 Reazione di demetilazione ossidativa di composti fenolici con IBX supportato su

polistirene

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilcarbonato (10 ml), sotto agitazione
magnetica, alla temperatura ambiente, sono state aggiunte 100 pl di acquae2.1 mmoli di IBX
supportato. Alla completa scomparsa del substrato, la resina € stata rimossa per filtrazione e
lavata con dimetilcarbonato. La miscela di reazione € stata versata direttamente nell’ ambiente
riducente costituito da acqua (10 ml) e Na&S;04 (2 mmoli) posto sotto agitazione magnetica,
fino a completa variazione cromatica da rosso a gialo pallido. Dopo aver alontanato il

solvente per distillazione a pressione ridotta, il residuo di reazioneé stato solubilizzato con etil
acetato e trattato con una soluzione di HCI (1N). La fase acquosa e Stata estratta con etil

acetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di NaCl fino a
neutralita e seccate su NaSO, anidro. Dopo distillazione del solvente a pressione ridotta e
purificazione per cromatografia in silice flash su colonna si € ottenuto il prodotto puro. La

resina e stata seccata a temperatura ambiente.

5.18 Reazione di rigenerazione dell’I BX supportato su polistirene

Ad una sospensione di resina (1 mmole) in diclorometano (13 ml), sotto agitazione, a
temperatura ambiente, sono stati aggiunti tetrabutilammonio oxone (5 mmoli) e acido
metansolfonico (5 mmoli). Dopo 3 h la resina & stata filtrata e lavata con diclorometano e

etere etilico (7 volte), quindi € stata lasciata seccare a temperatura ambiente over-night.
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5.19 Sintesi di derivati lipofili di piceatannolo con IBX

Ad una soluzione di fenolo (1 mmole) in dimetilsolfossido (10 ml), posta sotto agitazione
magnetica, ala temperatura ambiente, € stato aggiunto IBX (1.2 mmoli). Alla completa
scomparsa del substrato, sono stati aggiunti acqua (10 ml) e sodio ditionito (2 mmoli); la
miscela é stata lasciata sotto agitazione magnetica fino ad osservare una variazione cromatica
darosso a bianco (5 minuti). La miscela di reazione € stata estratta con etilacetato per 3 volte.
Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di bicarbonato di sodio,
quindi con wna soluzione satura di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di
sodio anidro. Il prodotto e stato recuperato dopo distillazione del solvente a pressione ridotta.
Quando necessario, il grezzo di reazione e stato purificato su colonna cromatografica di gel di

silice (230-400 mesh), utilizzando come eluente la miscela etere di petrolio/etilacetato.

5.20 Procedura generale di inserzione ossidrilica e demetilazione ossidativa di flavonoidi
con IBX.

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilsolfossido (10 ml), posta sotto agitazione
magnetica, alla opportuna temperatura (da RT a 80°C), & stato aggiunto IBX (2 mmoli). A
completa scomparsa del substrato, dla soluzione sono stati aggiunti acqua (10 ml) e sodio
ditionito (2 mmoli); la miscela é stata posta sotto agitazione magnetica fino ad osservare una
variazione cromatica da rosso a bianco. Alla misceladi reazione si € aggiunto acqua ed e stata
estratta per tre volte con etilacetato. Le fas organiche riunite sono state lavate con una
soluzione di tampone fosfato a pH=8 per eiminare |’acido iodobenzoico residuo, con una
soluzione satura di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. I

prodotto e stato recuperato dopo distillazione del solvente a pressione ridotta. Quando
necessario, il grezzo di reazione é stato purificato su colonna cromatografica di gel di silice
(230-400 mesh), utilizzando come eluente |la miscela etere di petrolio/etil acetato.

5.21 Procedura generale di metilazione di ossidrili fenolici, alcolici e acidi carbossilici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole) e stato solubilizzato in acetone (10 ml); dopo
aggiunta di carbonato di potassio e dimetilsolfato (rispettivamente 1.5 e 3 equivalenti per ogni
ossidrile alcolico o carbossilico), la miscela é stata poda sotto agitazione magnetica alla
appropriata temperatura fino a conversione completa del substrato. La reaziore e stata

monitorata via TLC e GC/MS. Successivamente, il solvente & stato allontanato per

116



evaporazione a pressione ridotta, quindi € stata aggiunta una soluzione di HCl (1M) fino a
portare il pH acirca 7. Si é proceduto allafase di estrazione con etil acetato della soluzione
acquosa (3 estrazioni). Le fas organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di
cloruro di sodio (NaCl) e seccate sodio solfato anidro per eliminare residui acquosi della
lavorazione. Dopo fltrazione del sodio solfato, | solvente organico e stato eliminato per

distillazione a pressione ridotta recuperando il prodotto desiderato.

5.22 Procedura generale di acetilazione di ossidrili fenolici ed alcolici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole) e stato solubilizzato in piridina e dopo
I’aggiunta di anidride acetica (10 equivalenti per ogni ossidrile), la miscela é stata lasciata in
agitazione, alla appropriata temperatura, fino a conversione completa del substrato La
reaziore € stata monitorata via TLC e GC/MS. Successivamente, e stata aggiunta una
soluzione di HCI (1IM) per neutralizzare la piridina e si e proceduto alla fase di estrazione con
etil acetato della soluzione acquosa (3 estrazioni). Le fas organiche riunite sono state lavate
con una soluzione satura di cloruro di sodio (NaCl)e seccate su sodio solfato anidro per
eliminare residui acquosi della lavorazione. Dopo filtrazione del sodio solfato, il prodotto
puro & stato ottenuto per evaporazione del solvente organico per distillazione a pressione

ridotta.

5.23 Procedura generale di deidr ogenazione di flavanoni con IBX

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilsolfossido (10 ml), posta sotto agitazione
magnetica, alla opportuna temperatura (da 70 a 95°C), é stato aggiunto IBX (2 mmoli). A
completa scomparsa del substrato, alla miscela di reazione € stata aggiunta acqua ed estratta
per tre volte con etilacetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una soluzione di
tampone fosfato a pH=8 per eliminare |’ acido iodobenzoico residuo, con una soluzione satura
di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. Il prodotto e stato
recuperato dopo distillazione del solvente a pressione ridotta. Quando necessario, il grezzo di
reazione € stato purificato su colonna cromatografica di gel di silice (230-400 mesh),

utilizzando come eluente la miscela etere di petrolio/etilacetato.
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5.24 Procedura generale di sintesi di isocromani (oxa-Pictet Spengler) da acetaldeide

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in diclorometano @ ml), posta sotto agitazione
magnetica, alla temperatura di 0°C, € stato aggiunto acido solforico (0.2 mmoli) e, goccia a
goccia, una soluzione di acetaldeide (2 mmoli) in diclorometano (4 ml). A completa
scomparsa del substrato, alla miscela di reazione € stata aggiunta acqua ed estratta per tre
volte con diclorometano. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una luzione satura
di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. Dopo distillazione del
solvente a pressione ridotta, il grezzo di reazione € stato purificato su colonna cromatografica
d gd d sdlice (230-400 mesh), utilizzando come €eluente la miscela etere di
petrolio/etilacetato in rapporto 3/1.

5.25 Procedura generale di sintesi di isocromani (oxa-Pictet Spengler) da acetone

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in acetone (4 ml), posta sotto agitazione magnetica,
dla temperatura ambiente, € stato aggiunto acido solforico (0.2 mmoli). A completa
scomparsa del substrato, il solvente & stato allontanato a pressione ridotta. Alla miscela di
reazione e stata aggiunta acqua ed estratta per tre volte con etilacetato. Le fasi organiche
riunite sono state lavate con una soluzione satura di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate
su solfato di sodio anidro. Il prodotto puro & stato ottenuto per evaporazione del solvente a

pressione ridotta.

5.26 Procedura generale di sintesi di isocromani (oxa-Pictet Spengler)

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilcarbonato (8 ml), posta sotto agitazione
magnetica, alla temperatura ambiente, € stato aggiunto acido solforico (0.2 mmoli). A
completa scomparsa del substrato, il solvente é stato alontanato a pressione ridotta. Alla
miscela di reazione e stata aggiunta acqua ed estratta per tre volte con etilacetato. Le fasi
organiche riunite sono state lavate con una soluzione satura di cloruro di sodio fino a
neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. Dopo distillazione del solvente a pressione
ridotta, quando necessario, il grezzo di reazione € stato purificato su colonna cromatografica
d gd d sdlice (230-400 mesh), utilizzando come €euente la miscela etere di
petrolio/etilacetato.
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5.27 Procedura generale di inserzione ossidrilica di isocromani con 1BX

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in THF (8 ml) , posta sotto agitazione magnetica,
alla temperatura ambiente, € stata aggiunta I’ opportuna quantita di IBX (1.1 o 2.1 mmoli).
Dopo la completa scomparsa del substrato, dla soluzione sono stati aggiunti acqua (8 ml) e
NaS04 (2 0 4 mmoli). La miscela e stata posta sotto agitazione magnetica per 5 minuti, la
variazione cromatica che S osserva da rosso a bianco indica la fine della reazione. Dopo aver
allontanato il THF per digtillazione a pressione ridotta, il grezzo di reazione & stato
solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaHCO;3. La fase acquosa &
dtata estratta con etil acetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una soluzione
satura di NaCl fino a neutralita e seccate su NaSO, anidro. Dopo distillazione del solvente a
pressione ridotta, il grezzo di reazione € stato purificato su colonna cromatografica di gel di
silice (230-400 mesh), utilizzando come eluente la miscela etere di petrolio/etilacetato.

5.28 Procedura generale di demetilazione ossidativa di isocromani

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in THF (8 ml) e acqua (800 ul), posta sotto
agitazione magnetica, allatemperatura ambiente, € stata aggiunta |’ opportuna quantita di IBX
(2.1 o 21 mmoli). Dopo la completa scomparsa del substrato, dla soluzione sono stati
aggiunti acqua (8 ml) e NaS;04 (2 0 4 mmoli). La miscela é stata lasciata sotto agitazione
magnetica per 5 minut; la variazione cromatica che s osserva da rosso a bianco indica la fine
della reazione. Dopo aver alontanato il THF per distillazione a pressione ridotta, il grezzo di
reazione € stato solubilizzato con etil acetato e trattato con una soluzione satura di NaHCOs.
Lafase acquosa e stata estratta con etil acetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con
una soluzione satura di NaCl fino a neutralita e seccate su NgSO, anidro. Dopo distillazione
del solvente a pressione ridotta, il grezzo di reazione e stato purificato su colonna
cromatografica di gel di silice (230-400 mesh), utilizzando come eluente la miscela etere di
petrolio/etil acetato.

5.29 Procedura generale di determinazione quantitativa HPLC di rese e conversioni
mediante il metodo dello standard interno.

Lo standard interno scelto e stato il 6- metossi-1-metil-isocroman-7-olo 133 (Figura 23) chee
risultato stabile, ha mostrato caratteristiche chimico-fisiche simili a componenti la reazione

con un tempo di ritenzione sufficientemente diverso.
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HCO

HO

133

Figura 40. Struttura dello standard interno 133.

Inizialmente sono state preparate le soluzioni standard per il calcolo del fattoredi risposta (Ry)

di ogni composto secondo la formula:

Rf:(AS[XCC)/(CS[XAC)

dove:

Ag = areadd picco dello standard
Cg« = concentrazione dello standard
A = areadel picco del campione

C. = concentrazione del campione

| componenti la soluzione standard devono essere puri e avere la stessa concentrazione per
minimizzare gli errori.

Il composto standard € stato aggiunto nell’ ambiente di reazione alla stessa concentrazione del
substrato, a termine della lavorazione, dopo opportuna diluizione la miscela e stata iniettata
al’HPLC.

Il calcolo delle concentrazioni dei prodotti e stato eseguito secondo la relazione:

CC:(A(;XCS[XRf)/Ast

5.30 Procedura generale dell’ ossidazione della posizione benzileterea di 1-arilisocr omani
con IBX

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimetilsolfossido (10 ml), posta sotto agitazione
magnetica, ala opportuna temperatura (da 80 a 95°C), € stato aggiunto IBX (3 mmoli). A
completa scomparsa del substrato, alla miscela di reazione e stata aggiunta acqua ed essa e

stata estratta per tre volte con etilacetato. Le fasi organiche riunite sono state lavate con una

120



soluzione di tampone fosfato a pH=8 per eiminare |’acido iodobenzoico residuo, con una
soluzione satura di cloruro di sodio fino a neutralita e seccate su solfato di sodio anidro. Il
prodotto e stato recuperato dopo distillazione del solvente a pressione ridotta. Quando
necessario, il grezzo di reazione é stato purificato su colonna cromatografica di gel di silice
(230-400 mesh), utilizzando come eluente la miscela etere di petrolio/etil acetato.

5.31 Procedura generale di protezione della funzione catecolica via acetonide *°

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in cloroformio (10 ml), posta sotto agitazione
magnetica, alla temperatura di riflusso, sono stati aggiunti 2,2-dimetossipropano (9 mmoli) e
acido camforsolfonico (0.16 mmoli). Alla completa scomparsa del substrato la miscela di
reazione é stata neutralizzata con una soluzione satura di bicarbonato di sodio. La risultante
fase acquosa e Stata estratta per tre volte con cloroformio. Le fas organiche riunite sono state
seccate su sodio solfato anidro e dopo filtrazione evaporate a pressione ridotta. Il residuo e
stato purificato su colonna cromatografica di gel di silice (230-400 mesh), utilizzando come
eluente la miscela etere di petrolio/etereetilico per gli isocromani e diclorometano/metanolo
per le catechine.

5.32 Procedura generale di ossidazione con il sistema O,/L accas/HBT.

Ad una soluzione di substrato (0.1 mmole) nell’ opportuna miscela di solventi (2 ml):
Tampone acetato (pH=5)/1,4 diossano (1/1v) e Tampone acetato (pH=5)/DMC (5/1), posta
sotto agitazione magnetica, alatemperatura ambiente, sono stati aggiunti HBT (0.033 mmoli)
elaccas (15 U). S sono effettuate aggiunte successive di enzima ogni 8 ore fino a termine
dellareazione. Alla completa scomparsa del substrato la miscela di reazione € stata diluita con
etilacetato e le fasi organiche estratte con una soluzione satura di NaCl. La fase acquosa e
stata estratta con etilacetato. Le fas organiche riunite sono state seccate su sodio solfato
anidro. Dopo distillazione del solvente a pressione ridotta, il grezzo di reazione e stato
purificato su colonna cromatografica di gel di silice (230-400 mesh), utilizzando come eluente

lamiscela etere di petrolio/etilacetato.
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6. DATI SPETTROSCOPICI E SPETTRI NMR DI INTERESSE

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.89 (3H, s, OCH3), 6.62 (1H, s, H-3), 6.72 (1H, dd, Jo= 8.3,H-6), 7.021
(1H, dd, Jo= 8.4,H-8), 7.434 (4H, m, H-7, 3", 4, 5), 7.778 (2H, m,H-2, 6").

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 56.3 (OCHs), 106.3 (C-8), 108.9 (C-3), 110.0 (C-6), 114.4 (C-10), 125.8
(C-2), 125.8 (C-6), 128.8(C-3), 128.8 (C-5), 131.2 (C-4), 131.2 (C-1'), 133.6 (C-7), 158.1 (C-9), 159.6 (C-
5), 160.9 (C-2), 178.1(C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 3.85 (3H, s, OCHs), 6.763 (1H, s, H-3), 7.228 (1H, dd, J,=3.1, 1=9.1, H-
7), 7.475 (5H, m, H-5, 8,3, 4, 5), 7.85 (2H, m, H-2, 6').

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 55.8 (OCH3), 104.8 (C-5), 106.7 (C-3), 119.4 (C-8), 123.7 (C-7), 124.4
(C-10), 126.1 (C-2'), 126.1 (C-6), 128.9 (C-3'), 128.9 (C-5'), 131.4 (C-4'), 131.8 (C-1'), 151.0 (C-9), 157.0 (C-
6), 163.1 (C-2), 178.1(C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.90 (3H, s, OCHs), 6.738 (1H, s, H-3), 6.957 (2H, m, H-6,8), 7.487 (3H,
m, H-3, 4, 5), 7.872 (2H, m, H-2’, 6'), 8.097 (1H, d, J,= 9.3, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.8 (OCHj), 100.3 (C-8), 107.4 (C-3), 114.3 (C-6), 117.7 (C-10), 126.0
(C-5), 126.9 (C-2), 126.9 (C-6'), 128.9 (C-3), 131.3(C-5'), 131.7 (C-4'), 131.7 (C-1), 157.9 (C-9), 162.9 (C-
2), 164.1 (C-7), 177.8(C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.867 (3H, s, OCH3), 6.36 (1H, d, Ju= 2.3, H-6), 6.49 (1H, d, J,= 2.3, H-
8), 6.65 (1H, s, H-3), 7.51 (3H, m H-3', 4, 5'), 7.870 (2H, m, H-2', '), 12.71(1H, s, OH).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.8 (OCHg), 92.7 (C-8), 98.2 (C-6), 105.9 (C-3), 105.9 (C-10), 126.3 (C-
2'), 126.3 (C-6), 129.1 (C-3), 129.1 (C-3'), 131.3 (C-1'), 131.8 (C-4), 158.0 (C-9), 162.2 (C-5), 164.0 (C-2),
165.6 (C-7), 182.5 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.86 (3H, s, OCHg), 3.90 (3H, s, OCHs), 6.31 (1H, d, Jy= 2.3, H-6), 6.514
(1H, d, Jo= 2.3, H-8), 6.62 (1H, s, H-3), 7.44 (3H, m, H-3', 4, 5'), 7.80 (2H, m, H-2', 6').

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.7 (OCHs), 56.3 (OCHj), 92.7 (C-8), 96.1 (C-6), 108.9 (C-3), 108.9 (C-
3), 125.8 (C-2'), 125.8 (C-6), 128.8 (C-3'), 128.8 (C-5), 131.1 (C-4'), 131.4 (C-1’), 159.8 (C-5), 160.5 (C-9),
160.8 (C-2), 164.0 (C-7), 177.5 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.86 (3H, s, OCH3), 7.34-7.38 (1H, m, H-6), 7.45-7.50 (4H, m, H-8, 3, 4,
5'), 7.58-7.62 (1H, m, H-7), 8.03-8.08 (2H, m, H-2', §), 8.22 (1H, dd, J=7.94, J=1.62, H-5).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 60.1 (OCH3), 118.0 (C-8), 124.2 (C-5), 124.6 (C-6), 125.7 (C-10), 128.5
(C-2), 1285 (C-6'), 130.7 (C-1'), 130.9 (C-4), 133.4 (C-7), 1415 (C-3), 155.2 (C-9), 155.5 (C-2), 175.1 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.87 (3H, s, OCHs), 3.89 (3H, s, OCHg), 7.27 (1H, m, H-7), 747 (m, 4H,
H-8,3,4',5),7.590 (1H, d, J,= 300, H-5), 8.07 (m, 2H, H-2', 6').

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 55.9 (OCH3), 60.1 (OCHs), 104.5 (C-5), 119.4 (C-8), 123.9 (C-7), 124.8
(C-10), 128.4 (C-2'), 1285 (C-6), 130.6 (C-4'), 131.0 (C-1), 141.1 (C-3), 150.2 (C-9), 155.4 (C-2), 156.6 (C-
6), 174.9 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 3.86 (3H, s, OCHs), 3.89 (3H, s, OCHs), 6.95 (2H, m, H-6, 8), 7.45 (3H,
m, H-3', 4, 5'), 800 (3H, m, H-5, 2', §).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.8 (OCHs), 60.1 (OCHj), 9.9 (C-5), 114.4 (C-8), 119.0 (C-10), 127.1
(C-7), 128.3 (C-2), 128.3 (C-6'), 1285 (C-3), 128.5 (C-5), 130.5 (C-4'), 1310 (C-1'), 1415 (C-3), 155.2 (C-
9), 158.0 (C-2), 164.0 (C-6), 175 (C-4).

Iy

17

'H-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 2.97 (2H, t, = 7.1, H-2'), 3.75 (3H, s, OCH3), 4.33 (2H, t, J= 7.1, H-1'),
7.247 (5H, m, H-2, 3, 4, 5, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 35.1 (C-2'), 54.7 (OCH3), 68.4 (C-1), 126.7 (C-4), 128.6(C-3), 128.6 (C-
5), 128.9 (C-2), 128.9 (C-6), 137.3(C-1), 155.7 (COOCHj)
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 2.88 (2H, t, J=7.1, H-2'), 3.75 (3H, s, OCHy), 4.28 (2H, t, J=7.1, H-1'),
6.74 (2H, d, J=8.6, H-3, 5), 7.03 (2H, d, J=8.6, H-2, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 34.2 (C-2'), 54.8 (OCHg), 68.7 (C-1'), 115.4 (C-3), 115.4 (C-5), 129.2 (C-
2), 129.2 (C-6), 130.1(C-1), 154.4 (C-4), 155.9 (COOCHs).

i

—O

\ /

J

20

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.89 (2H, t, J= 7.1, H-2"), 3.73 (3H, s, COOCH3), 3.75 (3H, s, OCH3), 4.27
(2H,1, J=7.1,H-1'), 6.82 (2H, d, J= 8.6, H-3, 5), 7.11(2H, d, J= 8.6, H-2, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.3 (C-2'), 54.7 (COOCHS), 55.2 (OCHs3), 68.6 (C-1') 114.0 (C-3), 114.0
(C-5), 129.2 (C-2), 129.2 (C-6), 129.9 (C-1), 156.0 (COOCHs), 158.4 (OCHs).

CI/TL D/

23

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.98 (2H, t, J=7.06, H-2'), 3.76 3H, s, OCHs), 4.33 (2H, t, J=7.06, H-1'),
6.77-6.88 (2H, m, H-3, 5), 7.07-7.12 (2H, m, H-4, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 30.1 (C-2'), 54.9 (OCH3), 67.7 (C-1'), 115,8 (C-3), 120.7 (C-5), 123.3 (C-
1), 128.3 (C-4), 131.1(C-6), 154.3(C-2), 156.0 (COOCHj).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.91 (2H, t, J=7.10, H-2'), 3.75 (3H, s, OCHg), 4.31 (2H, t, J=7.10, H-1'),
6.68-6.79 (3H, m, H-2, 4, 6), 7.11-7.19 (1H, m, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.9 (C-2'), 54.8 (OCH3), 68.3 (C-1'), 113.7 (C-4), 115.8 (C-2), 121.3 (C-
6), 129.8 (C-5), 139.8 (C-1), 155.8 (C-3), 155.9 (COOCHj).

i
.
4 2/

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.94 (2H, t, J= 7.2, H-2'), 3.75(3H, s, OCHs), 3.78 (3H, s, ), 4.32 (2H, t,
J 7.2, H-1'), 6.78 (3H, m, H-2, 4, 6), 7.19(1H, m, H-5).

3C-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 35.2 (C-2'), 54.7 (COOCHs), 55.1 (OCHs), 68.3 (C-1'), 112.1 (C-4),
114.7 (C-2), 121.2 (C-6), 129.5 (C-5), 138.8 (C-1), 155.7 (COOCHS3), 159.8 (OCHs).

E

CH

CH
27

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.58 (2H, t, J=6.8, H-2), 3.66 (2H, t, J=6.8, H-1'), 6.44 (1H, dd, J,=1.8,
3=8.0, H-6), 6.59 (1H, d, J=1.8, H-2), 6.64 (1H, d, J=8.0, H-5).

13C.NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 38.1 (C-2'), 63.4 (C-1'), 115.3 (C-2), 115.9 (C-5), 120.6 (C-6), 130.6 (C-
1), 143.8 (C-4), 144.2 (C-3).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.82 (2H, t, J=7.18, H-2'), 3.75 (3H, s, OCHa), 4.26 (2H, t, J=7.18, H-1'),
6.60 (1H, dd, Jm=2.03, Jo=8.01, H-6), 6.70 (1H, d, J=1.9, H-2), 6.76 (1H, d, J=8.01, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.4 (C-2'), 54.8 (OCH3), 68.7 (C-1)), 115.5 (C-5), 116.0 (C-2), 121.4 (C-
6), 130.0 (C-1), 142.4 (C-4), 143.6 (C-3), 155.9 (COOCHj).

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.88 (2H, t, J=7.2, H-2), 3.75 (3H, s, OCOOCHs,), 3.85 (3H, s, OCHy),
4,29 (2H,t, J=7.2, H-1'), 6.68-6.72 (2H, m, H-2, 6), 6.83 (1H, d, J=8.5, H-5).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.8 (C-2), 54.7 (OCOOCHj3), 55.9 (OCHs), 68.6 C-1'), 111.4 (C-2),
114.4 (C-5), 121.6 (C-6), 129.0 (C-1), 144.4 (C-4), 146.7 (C-3), 155.8 (OCOOCH).

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.90 (2H, t, J= 7.2, H-2'), 3.74 (3H, s, COOCHg), 3.83 (3H, 5, OCHj), 3.84
(3H,s, OCHs), 4.29 (2H, t, = 7.2, H-1'), 6.756 (3H, m, H-2, 5, 6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.7 (C-2), 54.7 (COOCHj), 55.8 (OCHs), 55.9 (OCHj), 68.5 (C-1'),
111.4 (C-5), 112.2 (C-2), 120.9 (C-6), 129.7 (C-1), 147.9(C-4), 149.0 (C-3), 155.7 (COOCH).
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T 3y

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.85-2.00 (2H, m, H-2'), 2.61 (2H, t, J=7.17, H-3), 3.77 (8H, s, OCHa),
413 (2H, t, J=7.17, H-1), 6.74 (2H, d, J=8.58, H-3, 5), 7.02 (2H, d, J=8.58, H-2, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 30.4 (C-2'), 30.9 (C-3'), 54.8 (OCH3), 674 (C-1'), 1153 (C-3), 115.3 (C-
5), 129.5 (C-2), 129.5 (C-6), 133.0 (C-1), 153.9 (C-4), 156.0 (COOCH).

38

'H-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 1.93 (2H, m, H-2'), 2.62 (2H, t, = 7.2, H-3), 3.75 (6H s, OCH3), 4.11
(2H,1, J=6.5,H-1'), 6.79 (2H, d, J,= 8.4, H-3, 5), 7.07 (2H, d, J,= 8.4, H-3, 5).

*C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 30.4 (C-2'), 30.9 (C-3'), 54.6 (OCHj), 54.6 (OCHs), 67.3 (C-1'), 113.9
(C-3), 113.9 (C-5), 129.3 (C-2), 129.3 (C-6), 133.0 (C-1), 155.8 (COOCH;), 158.0 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.82 (3H, s, H-18), 1.21-2.25 (13H, m, H-7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16), 2.74
2,79 (2H, m, H-6), 3.78 (3H, s, OCHs), 4.59 (1H, t, J=7.63, H-17), 6.54-6.64 (2H, m, H-2, 4), 7.10 (1H, d,
J=8.33, H-1).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 11.9 (C-18), 23.1 (C-15), 26.1 (C-7), 27.1 (C-11), 27.4 (C-16), 29.7 (C-6),
36.8 (C-12), 38.5 (C-8), 43.0 (C-9), 43.7 (C-13), 49.6 (C-14), 54.7 (OCHg), 86.6 (C-17), 112.8 (C-2), 115.3 (C-
4), 126.5 (C-1), 132.2 (C-10), 138.0 (C-5), 153.6 (COOCHs), 156.0 (C-3).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.84 (2H, t, J=7.25, H-2'), 3.74 (3H, s, OCHg), 4.25 (2H, t, J=7.25, H-1'),
6.61 (2H, d, J=8.35, H-3, 5), 6.99 (2H, d, J=8.35, H-2, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 34.3 (C-2'), 54.7 (OCHs), 68.8 (C-1), 115.3 (C-3), 115.3 (C-5), 127.0 (C-
1), 129.8 (C-2), 129.8 (C-6), 145.0 (C-4), 155.8 (COOCH;).

0

N

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.03 (3H, s, COCHg) 2.83 (2H, t, J=7.1, H-2"), 4.22 (2H, t, J=7.0, H-1'),
6.74 (2H, d, J=8.6, H-3, 5), 7.03 (2H, d, J=8.6, H-2, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 21.0 (OCH3), 34.2 (C-2'), 65.4 (C-1), 115.4 (C-3), 115.4 (C-5), 129.6 (C-
2), 129.6 (C-6), 130.0(C-1), 154.5(C-4), 171.6 (COCHg).

Iy

0OH

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.05 (3H, s, COCH3), 2.94 (2H, t | J=7.04, H-2), 4.28 (2H, t J=7.04, H-1"),
6.76-6.87 (2H, m, H-4,6), 7.06-7.12 (2H, m, H-3,5).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 21.0 (COCH3), 30.0 (C-2'), 64.5 (C-1'), 115.9 (C-3), 120.9 (C-5), 123.6
(C-1), 128.3(C-4), 130.8 (C-6), 154.4 (C-2), 171.6 (COCHy).
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OH

'H-NMR (200 MHz, CDCl, d ppm): 2.03 (3H, s, COCH3), 2.85 (2H, t, J=7.05, H-2'), 4.26 (2H, t, J=7.05, H-1'),
6.68-6.75 (3H, m, H-2, 4, 6), 7.13 (1H, m, H-5).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 21.0 (COCH3), 34.8 (C-2'), 64.9 (C-1'), 113.6 (C-2), 115.7 (C-4), 121.1
(C-6), 129.6 (C-5), 139.4 (C-1), 155.9 (C-3), 171.6 (COCHy).

ul

N
J

|\
/IIIH

0H
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.93 (3H, s, COCHg) 2.68 (2H, t, J=7.1, H-2"), 4.10 (2H, t, J=7.0, H-1'),
6.46 (1H, dd, J»=2.0, J,=8.0, H-6), 6.59 (1H, d, J=1.9, H-2), 6.65 (1H, d, J=8.0, H-5).

¥ C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.7 (COCHj), 34.2 (C-2'), 65.4 (C-1'), 115.1 (C-2), 115.7 (C-5), 120.4
(C-6), 129.6 (C-1), 143.0 (C-4), 144.2 (C-3), 171.8 (COCH3).

0H
47

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.02 (3H, s, COCHs), 2.83 (2H, t, J=7.16, H-2'), 3.85 (3H, s, OCHj) 4.22
(2H,t, J=7.16, H-1'), 6.66-6.69 (2H, m, H-2, 6), 6.85 (1H, d, J=8.5, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.9 (COCH3), 34.7 (C-2'), 55.8 (OCHg), 65.2 (C-1'), 111.4 (C-2), 114.4
(C-5), 121.6(C-6), 129.6 (C-1), 144.3 (C-4), 146.5 (C-3), 171.1 (COCH).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1.91-2.05 (2H, m, H-2), 2.07 (3H, s, COCHs), 2.71 (2H, t, 26,57, H-3'),
413 (2H, t, 6,57, H-1'), 6.75-6.88 (2H, m, H-3, 5), 7.02-7.11 (2H, m, H-4, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 21.0 (COCHs), 265 (C-3'), 28.6 (C-2'), 64.6 (C-1’), 115.3 (C-3), 120.5
(C-5), 127.3 (C-4), 127.5 (C-1), 130.3 (C-6), 154.1 (C-2), 172.2 (COCH).

Dﬁ/
]

0H
40

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1.89 (2H, m, H-2'), 2.05 (3H, s, COCHg), 2.59 (2H, t, J= 7.2, H-3'), 4.07
(2H, t, = 6.6, H-3), 6.75 (2H, d, J=8.6, H-3, 5), 7.0 (2H, d, J=8.6, H-2, 6).
13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 21.0 (COCH), 30.3 (C-2'), 31.2 (C-3), 64.2 (C-1'), 115.3 (C-3), 115.3
(C-5), 129.4(C-2), 129.4 (C-6), 129.6 (C-1), 152.8 (C-4), 174.2 (COCHy).

u]

M

T (' Her CH:

57

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.93 (3H, t, J=7.31, CHg), 1.56-1.74 (2H, m, CH,CH), 2.31 (2H, t, J=7.32,
COCH,), 2.98 (2H, t, J=7.02, H-2'), 4.34 (2H, t, J=7.02, H-1'), 6.81-6.88 (2H, m, H-3, 5), 7.07-7.14 (2H, m, H-
4, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 13.6 (CHa), 18.4 (CH,CHz), 30.0 C-2'), 36.3 (COCH,), 64.3 C-1'),
115.7 (C-3), 120.4 (C-5), 123.9 (C-1), 128.1 (C-4), 131.0 (C-6), 154.6 (C-2), 174.8 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 0.95 (3H, t, J=7.34, CHg), 1.58-1.76 (2H, m, H-2'), 1.90-2.07 (2H, m,
CH,CHg), 2.32 (2H, t, J=7.38, COCHy), 2.71 (2H, t, J=7.17, H-3), 4.14 (2H, t, J=7.17, H-1'), 6.76-6.87 (2H, m,
H-3, 5), 7.03-7.11 (2H, m, H-4, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 13.7 (CHs), 18.5 (CH,CHz), 26.5 (C-3), 28.7 (C-2'), 36.4 (COCH,), 64.3
(C-1'), 115.4 (C-3), 120.5 (C-5), 127.3 (C-4), 127.5 (C-1), 130.3 (C-6), 154.1 (C-2), 174.7 (COCHy).

2 &+ &+

T

2

2+

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.94 (3H, t, J=7.28, CHg), 1.56-1.75 (2H, m, CH,CHs), 1.83-1.97 (2H, m,
H-2'), 2.30 (2H, t, J=7.32, COCHy), 2.59 (2H, t, J=7.17, H-3'), 4.08 (2H, t, =7.17, H-1'), 6.77 (2H, d, J=8.6, H-
3,5), 7.00 (2H, d, J=8.6, H-2, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 13.7 (CH3), 18.5 (CH,CHs), 30.4 (C-2'), 31.2 (C-3), 36.3 (COCH,), 64.0
(C-1'), 115.4 (C-3), 115.4 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4 (C-6), 132.8 (C-1), 154.3 (C-4), 174.7 (COCHy).

(Yj\(mq:ucm

X

=

0H
60

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.85 3H, m, CH3), 1.26 @H, m, 2xCH;), 1.58 2H, m, CHy), 2.24 (2H, t,
J=7.68, COCHy), 2.83 (2H, t, J=7.06, H-2'), 4.23 (2H, , J=7.07, H-1"), 6.76 (2H, d, J=8.40, H-3, 5), 7.06 (2H, d,
J=8.40, H-2, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 139 (CHs), 22.3 (CH,), 24.6 (CH,), 31.2 (C-2), 342 (CH,), 34.3
(COCHy), 65.2 (C-1'), 115.4 (C-3), 115.4 (C-5), 129.6 (C-1), 130 (C-2), 130 (C-6), 154.5 (C-4), 174.5 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.86 (3H, m, CH3), 1.28 @H, m, 2xCH,), 1.60 @H, m, CH,), 2.29 (2H, t,
J=7.30, COCHy), 2.94 (2H, t, J=7.03, H-2), 4.27 (2H, t, J=7.04, H-T1'), 6.83 2H, m, H-3, 5), 7.11 2H, m, H-4,
6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 13.8 (CHs), 22.2 (CHy), 24.5 (CH,), 30.1 (C-2'), 31.2
(CHy), 34.3 (COCHy), 64.3 (C-1'), 115.8 (C-3), 120.5 (C-5), 123.7 (C-1), 128.2 (C-4), 130.8
(C-6), 154.4 (C-2), 174.5 (COCHy).

D)J\(CH&CHs

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.85 @H, m, CHa), 1.25 @H, m, 2xCHy), 1.58 (2H, m, CHy), 2.27 (2H, t,
J=7.71, COCHy), 2.83 @H, t, J=7.04, H-2'), 4.27 (2H, t, J=7.04, H-1"), 6.72 (3H, m, H-2, 4, 6), 7.13 (1H, m, H-
5).

3C.NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 138 (CHa), 22.2 (CH,), 24.5 (CH,), 31.2 (C-2), 34.3 (CH,), 34.9
(COCH,), 64.7 (C-1'), 1135 (C-2), 115.8 (C-4), 121.0 (C-6), 129.6 (C-5), 139.5 (C-1), 155.9 (C-4), 174.4
(COCHy).
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OH o3

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.85 (3H, m, CHa), 1.23 (4H, m, 2xCHy), 157 (2H, m, CHy), 2.26 (2H, t,
J7.6, COCH,), 2.78 (2H, t, J=7.1 Hz, H-2), 418 (2H, t, 7.1, H-1'), 6.58 (1H, dd, 1=8.0, J,=1.9, H-6), 6.70
(2H, d, 3=1.9, H-2), 6.76 (2H, d, J=8.0, H-5).

3 C-.NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 138 (CHs), 22.3 (CH,), 24.6 (CH,), 31.2 (C-2), 344 (CH,), 34.4
(COCHy), 65.2 (C-1'), 115.3 (C-2), 115.8 (C-5), 121.2 (C-6), 130.3 (C-1), 142.5 (C-4), 143.8 (C-3), 174.9

(COCH,).

D)J\(I:HﬂqCHs

| X
- I:I/
0H &4

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.83 3H, m, CHs), 1.25 @H, m, 2xCHy), 1.57 @H, m, CHy), 2.25 (2H, t,
J=7.7, COCHy), 2.82 (2H, t, J=7.1, H-2'), 3.81 (BH, s, OCH3), 4.22 @H, t, J=7.1, H-1'), 6.66-6.69 (2H, m, H-2,
6), 6.82 (d, 1H, J=8.5, H-5).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 13.9 (CHa), 22.3 (CH,), 24.6 (CHy), 31.2 (C-2'), 34.3 (CH,), 34.8
(COCH,), 56.0 (OCHs), 65.0 (C-1'), 111.4 (C-2), 114.4 (C-5), 121.6 (C-6), 129.6 (C-1), 144.3 (C-4), 1465 (C-

3), 173.8 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.91 (3H, t, J=6.62, CHs), 1.31 (4H, m, 2xCHj), 1.65 (2H, m, CH,), 1.98
(2H, m, H-2'), 2.34 (2H, t, J=7.31, COCH,), 2.72 (2H, t, J=7.05, H-3'), 4.15 (2H, t, J=6.55, H-1'), 6.84 (2H, m,
H-3,5), 7.07 (2H, m, H-4,6).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 13.9 (CHa), 22.3 (CH,), 24.7 (CHy), 26.5 (C-3'), 28.7 (C-2'), 31.3 (CHy),
34,5 (COCH,), 64.4 (C-1'), 115.4 (C-3), 120.4 (C-5), 127.3 (C-4), 127.5 (C-1), 130.3 (C-6), 154.1 (C-2), 175.0
(COCHy).

o T(I::Hq)ql::m

0

n)z i1}

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.84-0.90 @H, m, CHs), 1.25-1.32 @4H, m, 2xCHj,), 1.59-1.67 (2H, m,
CHj), 1.83-1.95 (2H, m, H-2'), 2.3 (2H, t, J= 7.3, COCH,), 2.59 (2H, t, J=7.2, H-3), 4.07 (t, 2H, J=6.6, H-3),
6.74 (2H, d, J=8.6, H-3, 5), 7.00 (2H, d, J=8.6, H-2,).

¥ C-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 13.9 (CHs), 22.3 (CH,), 24.7 (CH,), 30.4 (C-2'), 31.2 (CH,), 31.3 (C-3),
34.4 (CH,), 63.8 (C-1'), 115.3 (C-3), 115.3 (C-3), 115.3 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4 (C-2), 133.0 (C-1), 154.0 (C-
4), 174.5 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.88 (3H, t, J=6.16, CH3), 1.26 (16H, m, 8xCH,), 1.61 (2H, m, CH,), 2.31
(2H, t, J=7.24, COCHy), 2.95 (2H, t, J=6.98, H-2'), 4.30 (2H, t, J=6.98, H-1'), 6.84 (2H, m, H-3,5), 7.12 (2H, m,
H-2,4).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHg), 22.7 (CHy), 24.9 (CHy), 29.1 (CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy),
29.4 (CH,), 29.4 (CHy), 29.6 (CH,), 30.1 (C-2'), 31.9 (CH,), 34.4 (COCH,), 64.3 (C-1'), 115.8 (C-3), 120.5 (C-
5), 123.8 (C-1), 128.1 (C-4), 130.9 (C-6), 154.5 (C-2), 174.7 (COCHy).

0 \n/(mﬂmCHs
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.87 (3H, t, J=6.14, CH3), 1.25 (16H, m, 8xCH,), 1.61 (2H, m, CH,), 1.89
(2H, m, H-2'), 2.31 (2H, t, J=7.23, H-3'), 2.59 (2H, t, J=7.12, COCH,), 4.08 (2H, t, J=6.56, H-1'), 6.75 (2H, d,
J=8.60, H-3,5), 7.00 (2H, d, J=8.60, H-2,4).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHa), 22.7 (CHy), 25.0 (CHy), 29.1 (CHy), 29.2 (CH,), 29.3 (CH,),
29.5 (CHy), 29.5 (CHy), 29.6 (CHy), 30.4 (C-2'), 31.2 (CH,), 31.9 (C-3), 34.5 (COCH,), 63.9 (C-1'), 115.3 (C-
3), 115.3 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4 (C-4), 132.9 (C-1), 154.2 (C-4), 174.7 (COCH,).

136



)
I:I)I\(I:HﬂmI:Hg

T

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm: 0.86 (3H, m, CHg), 1.26 (24H, m, 12xCHy), 1.55 (2H, m, CHy), 2.28 (2H, t,
J=7.33, COCHy), 2.84 (2H, t, J=7.10, H-2"), 4.23 (2H, 1, J=7.11, H-1"), 6.75 (2H, d, J=8.51, H-3, 5), 7.03 (2H, d,
J=851, H-2, 6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.1 (CHg), 22.7 (CHy), 24.9 (CHy), 29.1 (CHj), 29.2 (CH,), 29.3 (CHy),
29.4 (CHy), 29.6 (CH,), 29.7 (CHy), 29.7 (CH,), 31.9 (CHy), 34.2 (COCH,), 34.4 (C-2'), 65.3 (C-1'), 115.4 (C-
3), 115.4 (C-5), 129.5(C-1), 130.0 (C-2), 130.0 (C-6), 154.6 (C-4), 174.6 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm: 0.87 (3H, m, CHs), 1.22 (24H, m, 12xCH,), 1.60 (2H, m, CHy), 2.30 (2H, t,
J=7.65, COCHg), 2.94 (2H, t, 7.03, H-2), 4.28 (2H, t, J=7.02, H-1'), 6.83 @H, m, H-3, 5), 7.09 @H, m, H-4,
6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.1 (CHg), 22.7 (CH,), 24.9 (CH,), 29.1 (CH,), 29.2 (CH,), 29.4 (CH,),
29.4 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 30.2(CHy), 31.9 (COCH;), 34.4 (C-2'),
64.3 (C-1'), 115.8(C-3), 120.5(C-5), 123.7 (C-1), 128.2 (C-4), 130.9 (C-6), 154.5 (C-2), 174.5 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm: 0.86 (3H, m, CHg), 1.26 (24H, m, 12x CHy), 1.53 (2H, m, CH,), 2.27 (2H, t,
J=7.28, COCHy), 2.86 (2H, t, =7.06, CH,0), 4.26 (2H, t, J=7.06, H-2"), 6.70 (3H, m, H-2, 4, 6), 7.13 (1H, m, H-
5).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.7 (CHy), 24.9 (CHy), 29.1 (CH,), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy),
29.3 (CHy), 29.4 (CH;), 29.4 (CH,), 29.6 (CH,), 29.6 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH), 31.9 (CH,), 34.4 (COCH,),
349 (C-2'), 64.7 (C-1'), 1135 (C-2), 115.7 (C-4), 121.1 (C-6), 129.6 (C-5), 139.5 (C-1), 155.9 (C-4), 174.3
(COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm: 0.85 3H, m, CHg), 1.12-1.22 (24H, m, 12xCHj), 1.56 (2H, m, CH,), 2.26
(2H, t, J=7.35, COCH), 2.77 (2H, t, J=7.16, H-2'), 4.16 (2H, t, J=7.15, H-1'), 6.55 (1H, dd, },=1.99, }=8.1, H-
6), 6.69 (1H, d, J=1.97, H-2), 6.73 (1H, d, J=8.2, H-5).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHz), 22.6 (CHy), 24.9 (CHy), 29.1 (CHj), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy),
29.3 (CHy), 29.4 (CHy), 29.4 (CHy), 29.6 (CHj), 29.6 (CHj), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 31.9 (CH,), 34.4 (COCH,),
344 (C-2), 65.2 (C-1'), 115.2 (C-2), 115.8 (C-5), 121.1 (C-6), 130.2 (C-1), 142.4 (C-4), 143.8 (C-3), 174.7
(COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.86 (3H, m, CHg), 1.18-1.26 (24H, m, 12xCH,), 1.59 (2H, m, CHy), 2.26
(2H, t, J=7.60, COCH,), 2.83 (2H, t, J=7.14, H-2), 3.83 (3H, s, OCH3), 4.22 (2H, t, J=7.15, H-1'), 6.66-6.69
(2H, m, H-2, 6), 6.85 (d, 1H, J=8.61, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.1 (CHg), 22.7 (CH,), 24.9 (CH,), 29.1 (CH,), 29.2 (CH,), 29.3 (CHy),
29.3 (CHj), 29.4 (CHy), 29.4 (CHy), 29.6 (CHy) , 29.6 (CHj,), 29.6 (CH,), 31.9 (CH,), 34.2 (COCH,), 34.4 (C-
2’), 56.0 (OCH3), 65.2 (C-1'), 111.4 (C-2), 115.4 (C-5), 129.4 (C-6), 129.9 (C-1), 144.3 (C-4), 146.5 (C-3),
174.5 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm: 0.88 (3H, t, J=6.17, CH3), 1.25 (24H, m, 12XCH,), 1.62 (2H, m, CH,), 1.96
(2H, m, H-2), 2.31 (2H, t, J=7.30, COCH,), 2.69 (2H, t, J=7.07, H-3'), 4.11 (2H, t, J=6.52, H-1'), 6.74-6.86
(2H, m, H-3,5), 7.01-7.24 (2H, m, H-4,6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CH3), 22.7 (CHy), 25.0 (CH,), 25.0 (C-3), 264 (CHy), 28.7 (CHy),
29.2 (CHy), 29.3 (CHy), 29.4 (CHy), 29.5 (CH,), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CH,), 29.7 (CHy),
31.3 (C-2), 344 (COCHy), 64.1 (C-1'), 115.3 (C-3), 120.5 (C-5), 127.3 (C-4), 127.4 (C-1), 130.3 (C-6), 154.0
(C-2), 174.5 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.86 (3H, m, CHs), 1.28 (14H, m, 7xCH,), 1.64 (2H, m, CHy), 1.89 (2H,
m, H-2'), 2.30 (2H, t, J=7.3, COCH,), 2.59 (2H, t, J=7.2, H-3'), 4.06 (2H, t, J=6.6, H-1'), 6.74 (2H, d, J= 8.6, H-
3,5), 7 (2H, d, J=8.6, H-2, 6).

¥ C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.7 (CHy), 25.0 (CHy), 29.2 (CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy),
295 (CHy), 29.5 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 30.4 (C-2), 31.2 (CHy),
319 (C-3'), 34.4 (COCHy), 63.7 (C-1), 115.3 (C-3), 115.3 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4 (C-6), 133.1 (C-1), 154.0
(C-4), 174.4(COCH,).
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"H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.87 (3H, t, J=6.19, CHy), 1.24 (28H, m, 14xCHy), 1.56 (2H, t, J=7.37,
CHy), 2.31 (2H, t, J=7.24, COCH,), 2.94 (2H, t, J=7.02, H-2), 4.27 (2H, t, J=7.02, H-1'), 6.79-6.87 (2H, m, H-
3,5), 7.07-7.15 (2H, m, H-4,6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.1 (CHs), 22.7 (CHy), 24.9 (CHy), 29.1 (CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy),
29.4 (CHy), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 30.2 (C-2),
31.9 (CH,), 34.3 (COCHy), 64.3 (C-1'), 1159 (C-3), 120.6 (C-5), 123.7 (C-1), 128.2 (C-4), 130.9 (C-6), 154.5
(C-2), 177.2 (COCH).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.87 (3H, t, J=6.14, CHs), 1.25 (28H, m, 14xCH,), 1.62 (2H, t, J=6.90,
CH;,),1.88-2.03 (2H, m, H-2'), 2.31 (2H, t, J=7.32, COCH,), 2.69 (2H, t, J=7.06, H-3'), 4.11 (2H, t, J=6.54, H-
1'), 6.74-6.85 (2H, m, H-3,5), 7.00-7.09 (2H, m, H-4,6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.7 (CH,), 25.0 (CH,), 26.5 (C-3), 28.7 (CHj), 29.2 (CHy),
29.3 (CHy), 29.4 (CHy), 29.5 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CH,), 29.7 (CHy), 29.7 (CH,), 29.7 CHy), 29.7 (CHy),
30.2 (C-2'), 34.2 (CH,), 34.4 (COCH,), 64.3 (C-1'), 115.3 (C-3), 120.4 (C-5), 127.3 (C-4), 127.4 (C-1), 130.2
(C-6), 154.1(C-2), 174.5 (COCHy).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.87 (3H, t, J=6.15, CHs), 1.24 (28H, m, 14xCH,), 1.61 (2H, t, J=7.33,
CH;,),1.86-1.96 (2H, m, H-2'), 2.30 (2H, t, J=7.32, COCH,), 2.69 (2H, t, J=7.29, H-3'), 4.07 (2H, t, 26,57, H-
1'), 6.75 (2H, d, J=8.51, H-4,6), 6.99 (2H, d, J=8.51, H-2,6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.7 (CH), 25.0 (CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CH,), 29.3 (CHy),
29.5 (CH;), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CH,), 29.7 (CH,), 29.7 (CH,), 30.4 (C-2),
31.2 (CH,), 31.9 (C-3), 34.2 (CH,), 34.4 (COCH,), 64.3 (C-1'), 115.3 (C-3), 115.3 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4
(C-6), 133.0(C-1), 154.1 (C-4), 174.5 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.86 (3H, m, CHg), 1.23-1.31 (20H, m, 10xCH,), 1.58 (2H, m, CHy), 2.01
(4H, m, 2xCH,) 2.27 (2H, t, J=7.33, CH,0), 2.83 (2H, t, J=7.13, H-2), 4.23 (2H, t, J=7.12, H-1'), 5.33 (2H, m,
CH-CH), 6.75 (2H, d, J=8.52, H-3, 5), 7.03 (2H, d, J=8.52, H-2, 6).

¥ C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.0 (CHs), 22.6 (CHy), 24.9 (CHy), 27.1 (CHy), 27.2 (CHy), 29.0 (CHy),
29.1 (CHy), 29.3 (CH,), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH,), 31.90 (CH,), 34.2 (COCH,), 34.3 (C-2'), 65.1 (C-
1'), 115.3(C-3), 115.3 (C-5), 129.5 (C-2), 129.5 (C-6), 129.7 (CH-CH),129.9 (CH-CH), 130.0 (C-1), 154.5 (C-
4), 174.4 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.86 (3H, m, CHs), 1.23 (20H, m, 10xCH,), 1.59 (2H, m, CH,), 1.98 (4H,
m, 2xCH,) 2.30 (2H, t, J=7.34, COCH,), 2.93 (2H, t, J=7.00, H-2'), 4.27 (2H, t, J=7.00, H-1'), 5.32 (2H, m, CH-
CH), 6.83 (2H, m, H-3, 5), 7.10 (2H, m, H-4, 6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.1 (CHz), 22.7 (CHy), 24.8 (CHy), 27.2 (CHj), 27.2 (CHy), 29.1 (CHy),
29.1 (CHy), 29.1 (CHy), 29.1 (CHy), 29.3 (CHy), 29.5 (CHy), 29.7 (CH,), 29.8 (CHy), 30.2 (C-2), 31.9 (CHy),
34.3 (COCH,), 64.3 (C-1'), 115.9 (C-3), 120.5 (C-5), 123.6 (C-1), 128.2 (C-4), 129.7 (CH-CH), 130.0 (CH-CH),
130.8 (C-1), 154.4 (C-4), 174.4 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.88 (3H, m, CH3), 1.30 (14H, m, 7x CH,), 1.60 (2H, m, CH), 2.03 (4H,
m, 2x CHy), 2.31 (2H, t, J=7.60, CH,), 2.76 (2H, m, COCH,), 2.95 (2H, t, J=7.02, CH,0), 4.29 (2H, t, J=7.03, H-
2'), 5.34 (2H, m, CH-CH), 6.83 (2H, m, H-2,4), 7.11 (2H, m, H-5, 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.6 (CHy), 24.9 (CHy), 25.6 (CHy), 27.2 (CHy), 27.2 (CHy),
29.1 (CHy), 29.1(CHj), 29.1 (CHy), 29.3 (CH,), 29.6 (CHy), 30.1 (CHj), 315 (COCH,), 34.4 (C-2'), 64.3 (C-1'),
115.8 (C-2), 115.8 (C-4), 120.5 (C-6), 123.7 (C-5), 129.2 (CH-CH), 130.0 (CH-CH), 130.9 (C-1), 154.5 (C-3),
174.6 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.86 (3H, m, CHg), 1.15-1.25 (20H, m, 10xCH,), 1.57 (2H, m, CH,), 2.00
(4H, m, 2xCHy) 2.24 (2H, t, J=7.63, COCH,), 2.77 (2H, t, J=7.15, H-2), 4.22 (2H, t, J=7.15, H-1"), 5.33 (2H, m,
CH-CH), 6.56 (1H, dd, J,=2.03, J,=8.04, H-6), 6.69 (1H, d, J=2.02, H-2), 6.75 (1H, d, J=8.04, H-5).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.0 (CHz), 22.6 (CHy), 24.9 (CHy), 27.1 (CHj), 27.2 (CHy), 29.0 (CHy),
29.1 (CHy), 29.3 (CHj), 29.5 (CHy), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 31.9 (COCH,), 34.4 (C-2'), 65.2 (C-1'), 115.3 (C-
2), 115.8 (C-5), 121.1 (C-6), 129.7 (CH-CH), 130.0 (CH-CH), 130.2 (C-1), 142.4 (C-4), 143.7 (C-3), 174.4
(COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.86 (3H, m, CHs), 1.20 (20H, m, 10xCH,), 1.60 (2H, m, CH,), 1.97 (4H,
m, 2xCH,), 2.26 (2H, t, J=7.63, COCH,), 2.83 (2H, t, =7.13, H-2'), 3.85 (3H, s, OCHjg), 4.23 (2H, t, J=7.13, H-
1'), 5.33 (2H, m, CH-CH), 6.67-6.70 (2H, m, H-2, 6), 6.82 (1H, d, J=8.57, H-5).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 14.0 (CHg), 22.6 (CH,), 24.9 (CH,), 27.1 (CH,), 27.2 (CH,), 29.0 (CHy),
29.1 (CHy), 29.3 (CHy), 29.5 (CHyp), 29.6 (CHy), 29.7 (CHy), 31.9 (CH,), 34.3 (COCHy,), 348 (C-2), 55.8
(OCHjg), 64.9 (C-1'), 111.3 (C-2), 114.3 (C-5), 121.6 (C-6), 129.6 (C-1), 129.7 (CH-CH), 130.0 (CH-CH), 144.3
(C-4), 146.4(C-3), 173.8 (COCH).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.87 (3H, m, CHg), 1.28 (20H, m, 10xCH,), 1.62 (2H, m, CH,), 1.94 (6H,
m, 3x CH,), 2.31 (2H, t, J=7.3, COCHy), 2.59 (2H, t, J=7.3, H-2), 4.08 (2H, t, J=6.6, H-1'), 5.34 (2H, m, CH-
CH), 6.76 (2H, d, J= 8.6, H-3, 5), 7.13 (2H, d, J= 8.6, H-2, 6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm):  14.1 (CHs), 22.7 (CH,), 25.0 (CHy), 27.2 (CHy), 27.2 (CHy), 29.1 (CHy),
29.3 (CHy), 29.3 (CHy), 295 (CHy), 29.5 (CH,), 29.5 (CHy), 29.7 (CH,), 29.8 (CHy), 30.4 (C-2), 31.2 (CHy),
319 (C-3), 344 (COCH,), 639 (C-1'), 115.3 (C-3), 1153 (C-5), 129.4 (C-2), 129.4 (C-6), 129.7 (CH-CH),
130.0 (CH-CH), 132.8 (C-1), 154.2 (C-4), 174.7 (COCHy).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.88 (3H, m, CHs), 1.28-1.38 (14H, m, 7xCH,), 1.58 (2H, m, CH,), 2.03
(4H, m, QHy) 2.29 (2H, t, J=7.35, COCH,), 2.73-2.87 (4H, m, 2xCHy), 4.24 (2H, t, J=7.14, H-1'), 5.28-5.39 (4H,
m, 2x(CH-CH)), 6.76 (2H, d, J=8.48, H-3,5), 7.03 (2H, d, J=8.48, H-2.,6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.0 (CHg), 22.5 (CH,), 24.9 (CH,), 25.6 (CHy), 27.2 (CH,), 28.8 (CHy),
29.0 (CHy), 29.1 (CHy), 29.6 (CHj), 315 (CH,), 34.2 (COCHy,), 34.4 (C-2"), 65.3 (C-2), 115.4 (C-3), 115.4 (C-
5), 128.0 (CH-CH), 129.3 (CH-CH), 129.9 (CH-CH), 130.0 (CH-CH), 130.2 (C-2), 130.2 (C-6), 130.2 (C-1),
154.6 (C-4), 174.6 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.88 (3H, m, CHs), 1.25-1.34 (14H, m, 7xCH,), 1.60 (2H, m, CH,), 2.03
(4H, m, 2xCH,) 2.31 (2H, t, J=7.60, COCH,), 2.76 (2H, m, CHy), 2.95 (2H, t, J=7.02, H-2'), 4.29 (2H, t, J=7.03,
H-1'), 5.29-5.39 (4H, m, 2x(CH-CH)), 6.79-6.87 (2H, m, H-3,5), 7.07-7.15 (2H, m, H-4,6).

3 C-NMR (200 MHz, CDClg, d ppm): 14.0 (CHg), 22.5 (CH,), 24.8 (CH,), 25.6 (CHy), 27.2 (CHy), 29.0 (CHy),
29.1 (CHy), 29.3 (CHy), 29.6 (CHy), 30.1 (CH,), 315 (C-2'), 34.4 (COCH}), 64.3 (C-1'), 115.8 (C-3), 120.4 (C-
5), 123.7 (C-1), 127.9 (CH-CH), 128.0 (CH-CH), 128.1 (C-6), 130.0 (CH-CH), 130.2 (CH-CH), 130.9 (C-6),
154.5 (C-4), 174.5 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.88 (3H, m, CHs), 1.25 (14H, m, 7XxCH,), 1.58 (2H, m, CH,), 2.02 (4H,
m, 2xCH,) 2.25 (2H, t, J=7.65, COCH,), 2.61 (4H, m, 2xCH,), 4.27 (2H, t, J=7.12, H-1'), 5.33 (4H, m, 2x(CH-
CH)), 6.73 (3H, m, H-2,4,6), 7.13 (1H, m, H-5).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.6 (CHy), 24.9 (CHy), 25.6 (CHy), 27.2 (CHy), 27.2 (CHy),
29.0 (CHy), 29.1(CHj), 29.1 (CHy), 29.3 (CH,), 29.6 (CHy), 315 (CHj), 34.4 (COCH,), 34.9 (C-2'), 64.9 (C-1'),
113.6 (C-2), 115.8 (C-4), 121.0 (C-6), 127.9 (CH-CH), 128.1 (CH-CH), 129.6 (C-5), 130.0 (CH-CH), 130.2
(CH-CH), 139.4 (C-1), 156.1 (C-3), 174.6 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0.86 (3H, m, CHs), 1.26-1.33 (14H, m, 7XCH,), 1.60 (2H, m, CH,), 2.00
(4H, m, 2xCHj), 2.27 (2H, t, J=7.35, COCH,), 2.72-2.82 (4H, m, 2xCHy), 4.17 (2H, t, J=7.13, H-1'), 5.24-5.45
(4H, m, 2x(CH-CH)), 6.59 (1H, dd, J,=1.90, J,=8.04, H-6), 6.71 (1H, d, J=2.02, H-1), 6.76 (1H, d, J=8.04, H-5).
13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.0 (CH3), 22.5 (CHy), 24.7 (CHy), 24.9 (CHy), 25.6 (CHy), 27.1 (CHy),
28.7 (CHy), 29.0 (CHj,), 29.1 (CHy), 29.5 (CHy), 31.5 (CH,), 31.6 (COCH,), 34.4 (C-2'), 65.1 (C-1'), 115.3 (C-
2), 115.8 (C-5), 121.2 (C-6), 127.9 (CH-CH), 128.0 (CH-CH), 130.0 (C-1), 130.2 (CH-CH), 130.4 (CH-CH),
142.3 (C-4), 143.7 (C-3), 174.5 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0.87 (3H, m, CHs), 1.27-1.37 (14H, m, 7XCH,), 1.58 (2H, m, CH,), 2.01
(4H, m, 2xCHy), 2.27 (2H, t, J=7.61, COCH,), 2.73-2.87 (4H, m, 2xCH,), 3.84 (3H, s, OCH3), 4.23 (2H, t,
J=7.12,H-1"), 5.24-5.38 (4H, m, 2x(CH-CH)), 6.65-6.70 (2H, m, H-2,6), 6.81 (1H, d, J=8.60, H-5).

13C.NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.0 (CHs), 22.5 (CH,), 24.9 (CHy), 25.6 (CHy), 27.1 (CHy), 29.0 (CHy),
29.1 (CHy), 29.3 (CHy), 29.5 (CHy), 31.1 (CH,), 34.3(COCH,), 34.8 (C-2'), 55.8 (OCHj3), 64.9 (C-1'), 111.3 (C-
2), 1143 (C-5), 121.6 (C-6), 127.9 (CH-CH), 128.0 (CH-CH), 129.5 (C-1), 130.0 (CH-CH), 130.1 (CH-CH),
144.3 (C-4), 146.4 (C-3), 173.7 (COCHb,).

o \n/(I:Hﬂq(E:H}; CHaf CH e CH WO H
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'H-NMR (200 MHz, CDCl5, d ppm): 0.87 (3H, m, CHs), 1.28 (14H, m, 7XCH,), 1.65 (2H, m, CH,), 1.94 (6H,
m, 3xCH,), 2.30 (2H, t, J=7.3, COCH,), 2.63 (2H, t, J=7.3, H-2"), 2.75 (2H, m, CH,), 4.07 (2H, t, J=6.6, H-1'),
6.74 (2H, d, J= 8.6, H-3,5), 7.08 (2H, d, J= 8.6, H-2,6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 14.1 (CHs), 22.6 (CH,), 25.0 (CHy), 25.6 (CHy), 27.2 (CHy), 27.2 (CHy),
29.1 (CH,), 29.3(CHy), 29.3 (CHy), 29.3 (CHy), 29.6 (CH,), 30.4 (C-2'), 31.2 (CH,), 315 (C-3'), 34.4 (COCH,),
63.8 (C-1'), 115.3 (C-3), 115.3 (C-5), 127.9 (CH-CH), 128.1 (CH-CH), 129.4 (C-2), 129.4 (C-6), 130.0 (CH-
CH), 130.2 (CH-CH), 133.0 (C-1), 154.1 (C-4), 174.4 (COCH,).
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'H-NMR (200 MHz, CDsCOCD;, d ppm): 6.01 (1H, dd, 3,=2.2, bn=2.2, H-4), 6.28 (2H, d, },=2.2, H-2,6),
6.50-6.80 (5H, m, H-2',5',6').

3 C-NMR (200 MHz, CD3COCD;, d ppm): 102.5 (C-4), 1055 (C-2), 105.5 (C-6), 113.7 (C-5'), 116.1 (C-2)),
119.8 (C-6'), 126.7 (CH-CH), 129.2 (CH-CH), 130.5 (C-1'), 140.7 (C-1), 145.9 (C-3'), 146.0 (C-4'), 159.4 (C-
3), 159.4 (C-5).

ﬁrﬂ \./@UH
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9

'H-NMR (200 MHz, CDsCOCDs, d fpm): 2.27 (6H, s, 2xOCOCH), 6.80-7.20 (8H, m, CH-CH, H-
24,62 5.6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3+D,0, d ppm): 21.1 (OCOCH;), 21.1 (OCOCHs), 113.1 (C-5'), 113.6 (C-4), 115.3
(C-2), 116.9 (C-2), 116.9 (C-6),120.1 (C-6'), 123.9 (CH-CH), 130.3 (CH-CH), 130.3 (C-1'), 140.4 (C-1), 144.2
(C-3), 144.3 (C-4'), 151.2 (C-3), 151.2 (C-5), 170.0 (OCOCH;), 170.0 (OCOCHs).
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'H-NMR (200 MHz, CDsCOCDs, d ppm): 1.02 (6H, t, J=7.3, 2xCHs), 1.65-183 (4H, m, 2xCH,CHs), 2.56 (4H,
t, J29.8, OCOCH,), 6.79-7.20 (8H, m, CH-CH, H-2,4,6,2' 5 ,6').

3C-NMR (200 MHz, CDCI3+D,0, d ppm): 13.5 CHa), 13.5 CHs), 18.3 CH,CHs), 18.3 (CH,CHa), 36.1
(OCOCH,), 36.1 (OCOCH,), 112.8 (C-4), 113.6 (C-5), 115.1 (C-2), 116.5 C-2), 116.5 C-6), 119.7 C-6'),
124.8 (CH-CH), 129.4 (C-1), 130.6 (CH-CH), 140.2 (C-1), 144.9 (C-3'), 144.9 (C-4'), 151.2 (C-3), 151.2 (C-5),
172.1 (OCOCHs), 172.1 (OCOCH3).
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'H-NMR (200 MHz, CD3COCD;, d Bpm): 0.86 (6H, t, J=6.7, 2xCH3), 1.28-1.42 (16H, m, 2x((CH2)CHs)),
1.62-1.76 (4H, m, 2x(OCOCH,CH,)), 2.56 (4H, t, J=7.3, 2x(OCOCH,)), 6.75-7.15 (8H, m, CH-CH, H-
24,625 ,6).

13C-NMR (200 MHz, CD3;COCDs, d ppm): 14.2 (CHs), 14.2 CHa), 23.2 CH,CHs), 23.2 CH,CHa), 25.5
(OCOCH,CH,), 255 (OCOCH,CH,), 296 (CH,CH,CH,CHs), 296 (CH,CH,CH,CHs), 297
(OCOCH,CH,CHy), 29.7 (OCOCH,CH,CH;), 32.3 (CH,CH,CHs), 32.3 CH,CH,CHs), 34.5 (OCOCH,), 34.5
(OCOCH,),114.0 (C-5'), 114.9 C-4), 116.2 (C-2'), 117.3 C-2), 117.3 (C-6), 120.3 (C-6'), 124.8 (CH-CH),
130.1 (C-1'), 1315 (CH-CH), 141.0 (C-1), 146.1 (C-3'), 146.5 (C-4'), 152.6 (C-3), 152.6 (C-5), 172.1 (OCO),
172.1 (OCO).
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103

'H-NMR (200 MHz, CDCl3+CD30D, d ppm): 0.83 (6H, t, J=6.2, 2xCHs), 1.21 (48H, pseudo-s, 2x(CH,)1,CHs),
1.66-1.73 (4H, m, 2x (OCOCH,CH,)), 2.50 (4H, t, J=7.3, 2x(OCOCH,)), 6.68-7.01 (8H, m, CH-CH, H-
24625 ,6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3+CD;0D, d ppm): 14.0 CHs), 14.0 CHs), 22.6 CH,CHs), 22.6 (CH,CH3), 24.8
(OCOCH,CH,), 24.8 (OCOCH,CH,), 29.1 (OCOCH,CH,CHy), 29.1 (OCOCH,CH,CHy), 29.2 (CH2(CH,)2CHs),
29.2 (CHy(CHp)2CHg), 29.3 (OCO(CHg)sCHp), 29.3 (OCO(CHy)sCHp), 29.4 (OCO(CH,)sCHp), 29.4
(OCO(CH2)sCH,), 29.6  (CHa(CHs)sCHs), 29.6 (CHy(CHa)sCHs), 29.6 (OCO(CH)sCH,), 29.6
(OCO(CH2)sCH,), 29.6 (OCO(CHp)sCHy), 29.6 (OCO(CH2)sCHz), 29.6 (OCO(CHp),CH,), 29.6
(OCO(CHy);CH,), 29.6 (OCO(CHp)sCHy), 29.6 (OCO(CH,)sCHz), 29.6 (OCO(CHp)oCHy), 29.6
(OCO(CHy)eCHs), 31.9 CH,CH,CHs), 4.4 (OCOCH,), 112.7 (C-5'), 113.7 (C-4), 115.1 C-2'), 116.5 (C-2),
116.5 (C-6), 119.8 (C-6), 124.5 (CH-CH), 129.5 (CH-CH), 130.6 (C-1'), 140.1 (C-1), 1445 (C-3'), 144.8 (C-
4), 151.3 (C-3), 151.3 (C-5), 172.2 (OCO), 172.2 (OCO).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 6.70 (1H, s, H-3), 6.96 (1H, d, J=8.9, H-8), 7.27 (1H, d, J=8.9, H-7), 7.45
7.54 (3H, m, H-3 4’ ,5'), 7.89 (2H, dd, 1,=2.6, J,=7.9, H-2',6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 105.1 (C-3), 106.8 (C-8), 110.8 (C-10), 121.4 (C-7), 126.4 (C-2'), 126.4
(C-2), 129.1 (C-6), 129.1 (C-3'), 129.1 (C-5'), 131.4 (C-1'), 132.0 (C-4), 140.1 (C-6), 145.4 (C-9), 149.6 (C-
5), 165.1 (C-2), 183.7 (C-4).

HO 0 NS

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 6.63 (1H, s, H-3), 6.85 (1H, d, J=8.8, H-6), 7.33-7.41 (3H, m, H-3' .4’ 5'),
7.48 (1H, d, J=8.7,H-5), 7.87-7.91 (2H, m, H-2' 6').

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 106.1 (C-3), 113.9 (C-6), 116.2 (C-5), 117.2 (C-10), 126.3 (C-2’), 126.3
(C-6'), 128.8 (C-3'), 128.8 (C-5'), 131.4 (C-1'), 132.7 (C-8), 146.7 (C-9), 150.0 (C-7), 163.6 (C-2), 179.3 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3/CD50D, d ppm): 6.23 (1H, d, J,=1.6, H-6), 6.47 (1H, d, J,=1.6, H-8), 6.58 (1H, s,
H-3), 6.94 (1H, d, J,=8.4, H-5), 7.41-7.44 (2H, m, H-2'6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3/CDs0D, d ppm): 95.2 (C-8), 100.3 (C-6), 103.8 (C-3), 105.1 (C-10), 114.1 (C-2)),
116.8 (C-5'), 120.3 (C-6'), 123.7 (C-1'), 147.1 (C-3), 151.1 (C-4'), 159.5 (C-5), 163.2 (C-9), 166.3 (C-2), 166.7
(C-7), 183.8 (C-4).

150



OO

0OH 0
111

HO

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.86 (1H, dd, 3=3.2, 3=17.3, H-3), 3.11 (1H, dd, }=12.9, }=17.3, H-3),
5.42 (1H, dd, 3=3.1, 1=12.9, H-2), 6.44 (1H, d, }=8.8, H-8), 7.08 (1H, d, 1,=8.8, H-7), 7.36-7.47 (5H, m, H-
2.3456).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 44.0 (C-3), 79.3 (C-2), 106.9 (C-8), 108.0 (C-10), 1235 (C-7), 126.1 (C-
2), 126.1 (C-6'), 128.9 (C-3'), 128.9 (C-5'), 128.9 (C-4'),138.4 (C-1'), 138.4 (C-6), 147.5 (C-5), 154.2 (C-9),
198.7 (C-4).

HO u] AN
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.73 (1H, dd, =3.1, 3=17.0, H-3), 3.01 (1H, dd, }=12.9, }=17.0), 5.40
(1H, dd, =3.1, L=12.9, H-2), 6.53 (1H, d, J,=8.7, H-6), 7.30-7.42 (6H, m, H-5,2' 3 4’ 5 6').

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 44.2 (C-3), 80.5 (C-2), 110.1 (C-6), 114.6 (C-10), 118.9 (C-5), 126.3 (C-
2'), 126.3 (C-6'), 128.8 (C-3'), 128.8 (C-5'), 128.9 (C-4'), 132.0 (C-8), 1385 (C-1'), 150.3 (C-9), 151.6 (C-7),
191.4 (C-4).

HO n| XN
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'H-NMR (200 MHz, CDCI3/CD30D, d ppm):2.56 (1H, dd, J;=3.1, 1,=17.2, H-3), 2.91 (1H, dd, J;,=12.8, ,=17.2,
H-3), 5.10 (1H, dd, %=3.1, 3=12.8, H-2), 5.80 (2H, pseudo-s, H-6,8), 6.61-6.78 (3H, m, H-2',5 ,6').

3C-NMR (200 MHz, CDCl5/CD;0D, d ppm): 42.8 (C-3), 78.9 C-2), 95.4 C-8), 96.2 (C-6), 102.2 C-10),
113.3 C-2), 115.1 (C-5'), 118.2 C-6'), 130.1 (C-1'), 144.7 (C-4'), 145.1 C-3), 163.2 (C-5), 164.0 (C-9),
166.7 (C-7), 196.1 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 6.80 (1H, s, H-3), 7.35-7.72 (6H, m, H-6,7,8,3 ,4',5), 7.87-7.94 (2H, m,
H-2',6'), 8.21 (1H, dd, J,=1.7, Jy=7.9, H-5).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, dppm): 107.6 (C-3), 118.1 (C-8), 124.0 (C-10), 125.2 (C-6), 125.7 (C-5), 126.3
(C-2)), 126.3 (C-6'), 129.0 (C-3'), 129.0 (C-5'), 131.6 (C-4), 131.8 (C-1'), 133.7 (C-7), 156.3 (C-9), 163.4 (C-
2), 178.4 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.33 (3H, s, OCOCHz), 6.80 (1H, s, H-3), 7.40-7.61 (5H, m, H-
783 4 5), 7.88-7.93 (3H, m, H-5,2',6").

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.9 (OCOCHj3), 107.2 (C-3), 117.8 (C-5), 119.4 (C-8), 124.8 (C-10),
126.3 (C-2'), 126.3 (C-6’), 127.9 C-7), 129.1 (C-3'), 129.1 (C-5'), 131.7 (C-4'), 131.7 (C-1'), 147.7 (C-9),
153.8 (C-6), 163.6 (C-2), 169.2 (OCOCHj3), 177.6 (C-4).

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 3.86 (3H, s, OCHs), 3.89 (3H, s, OCH3), 3.93 (3H, s, OCHs), 6.35 (1H, d,
J=2.3, H-6), 6.54 (1H, d, J,=2.3, H-8), 6.58 (1H, s, H-3), 6.97 (2H, d, 1,=9.0, H-3' 5'), 7.80 (2H, d, 1,=9.0, H-
2.6).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 55.5 (OCH3), 55.7 (OCHj), 56.4 (OCH3), 92.8 (C-8), 96.1 (C-6), 107.7
(C-3), 107.7 (C-10), 114.4 (C-3'), 114.4 (C-5), 123.9 (C-1'), 127.6 (C-2'), 127.6 (C-6'), 159.9 (C-5), 160.7 (C-
9), 160.9 (C-2), 162.1 (C-4'), 163.9 (C-7), 177.7 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.78 (6H, s, 2xOCH3), 3.81 (3H, s, OCHs), 3.86 (3H, s, OCH3), 6.25 (1H,
d, J;=2.3, H-6), 6.45 (1H, s, H-3), 6.46 (1H, d, J,=2.3, H-8), 6.84 (1H, d, 1=8.6, H-5'), 7.21 (1H, d, J,=2.1, H-
2'), 7.39 (1H, dd, 1=8.5, J,=2.1, H-64,73).

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 55.7 (OCHj), 55.8 (OCHs), 55.9 (OCH3), 55.9 (OCHs), 92.8 (C-6), 96.1
(C-8), 107.1 (C-3), 108.7 (C-2'), 108.7 (C-10), 111.1 (C-5'), 119.7 (C-6'), 123.6 (C-1'), 149.1 (C-3'), 151.8 (C-
4'), 159.8 (C-9), 160.6 (C-5), 161.4 (C-7), 164.3 (C-2), 178.4 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1.46 (3H, d, J=6.45, CHs), 2.51-2.59 (1H, m, H-4), 2.84-3.00 (1H, m, H-
4), 3.68-3.82 (44, m, OCHa, H-3), 4.06-4.16 (1H, m, H-3), 4.73 (1H, q, J=6.42, H-1), 655 (1H, s, H-5), 6.61
(1H, s, H-8).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 21.8 (CHs), 28.6 (C-4), 55.9 (OCH3), 63.8 (C-3), 72.0 (C-1), 110.8 (C-5),
110.8 (C-8), 124.7 (C-4a), 132.2 (C-8a), 144.0(C-7), 145.2(C-6).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.75 (1H, m, H-4), 3.05 (1H, m, H-4), 3.89 (1H, m, H-3), 4.15 (1H, m, H-
3), 5.68 (1H, s, H-1), 6.52 (3H, m, H-5, 7, 8), 7.28 (5H, m, H-2, 3, 4', 5', 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.9 (C-4), 63.6 (C-3), 79.5 (C-1), 113.5 (C-7), 114.8 (C-5), 128.1 (C-8),
128.2 (C-2), 128.2 (C-6'), 128.4 (C-3'), 128.4 (C-5), 128.9 (C-4'), 135.3 (C-8a), 142.2 (C-4a), 142.2 (C-1'),
154.3 (C-6).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.63 (1H, m, H-4), 3.10 (1H, m, H-4), 3.82 (1H, m, H-3), 4.03 (1H, m, H-
3), 5.56 (1H, s, H-1), 6.51 (M, 3H, H-5, 7, 8), 6.71 (d, 2H, J=8.5, H-3', 5'), 7.05 (d, 2H, J=8.5, H-2', 6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.2 (C-4), &.8 (C-3), 78.5 (C-1), 112.8 (C-7), 114.0 (C-5), 114.5 (C-8),
127.5 (C-8a), 128.2 (C-1'), 129.6 (C-3'), 129.6 (C-5'), 132.9 (C-2), 132.9 (C-6'), 134.3 (C-4a), 154.1 (C-6),
155.6 (C-4').
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.64 (1H, m, H-4), 3.10 (1H, m, H-4), 3.77 (3H, s, OCH3), 3.82 (1H, m, H-
3), 4.10 (1H, m, H-3), 5.59 (1H, s, H-1), 6.57 (3H, m, H-5, 7, 8), 6.80 (3H, m, H-2', 5, 6').

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.9 (C-4), 56.9 (OCHj), 63.6 (C-3), 795 (C-1), 111.1 (C-2), 113.4 (C-
7), 1139 (C-5'), 114.8 (C-5), 122.2(C-6'), 128.2 (C-8), 129.5(C-1'), 134.2 (C-8a), 135.3 (C-4a), 145.6 (C-4'),
146.7 (C-3'), 154.4 (C-6).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.57 (1H, m, H-4), 2.84 (1H, m, H-4), 3.79 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, m, H-
3), 5.56 (1H, s, H-1), 6.10 (1H, s, H-5), 6.50 (1H, s, H-8), 7.22 (5H, m, H-2', 3", 4", 5, 6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.0 (C-4), 63.7 (C-3), 79.3 (C-1), 113.5 (C-8), 114.9 (C-5), 125.7 (C-4'),
128.3 (C-4a), 128.4 (C-2'), 1284 (C-6'), 128.6 (C-8a), 129.0 (C-3'), 129.0 (C-5), 141.7 (C-1'), 142.2 (C-6),
143.1 (C-7).
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'H-NMR (200 MHz, CDCIl3/CDsOD, d ppm): 2.51 (1H, m, H-4), 2.80 (1H, m, H-4), 3.39 (lH, m, H-3), 3.96
(1H, m, H-3), 5.42 (IH, s, H-1), 6.06 (1H, s, H-5), 6.49 (1H, s, H-8), 6.64 (2H, d, J=8.3, H-3, 5), 6.98 (2H, d,
k83, H-2, 6).

¥ C-.NMR (200 MHz, CDCIl3/CD3OD, d ppm): 28.0 (C-4), 63.8 (C-3), 79.0 (C-1), 113.3 (C-8), 114.5 (C-5),
115.1 (C-3), 115.1 (C-5'), 125.3 (C-4a), 128.8(C-8a), 130.1 (C-2’), 130.1 (C-6'), 1334 (C-1'), 142.5 (C-7),
143.3 (C-6), 156.5 (C-4').

HO

\ /

HO

143

'H-NMR (200 MHz, CDCl5/CD;0D, d ppm): 2.56 (1H, m, H-4), 2.86 (1H, m, H-4), 3.72 (3H, s, OCH3), 3.79
(1H, m, H-3), 4.04 (1H, m, H-3), 5.45 (1H, s, H-1), 6.13 (1H, s, H-5), 6.53 (1H, s, H-8), 6.71 @H, m, H-2', 5,
6).

3C-NMR (200 MHz, CDCI3/CDs0OD, d ppm): 28.0 (C-4), 55.8 (OCHs), 64.0 (C-3), 79.3 (C-1), 111.3 (C-2'),
113.3 (C-8), 114.0 (C-5), 114.6 (C-5), 122.1 (C-6'), 125.5 (C-4a), 128.9 (C-1'), 134.2 (C-8a), 142.4 (C-7),
143.3(C-6), 145.5 (C-4'), 146.8 (C-3)).
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Boe
HO |/
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 2.71 (1H, m, H-4), 3.12 (1H, m, H-4), 3.82 (4H, m H-3, OCH3), 3.91 (1H,
m, H-3), 5.55 (1H, s, H-1), 6.30 (1H, s, H-5), 6.62 (1H, s, H-8), 7.28 (5H, m, H-2', 3', 4, 5, 6)).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.4 (C-4), 55.9 (OCHs), 64.0 (C-3), 79.3 (C-1), 110.6 (C-5), 112.7 (C-8),
125.3 (C-4’), 128.0 (C-4a), 128.4 (C-2'), 128.4 (C-6'), 128.8 (C-3'), 128.8 (C-5'), 130.0 (C-8a), 142.2 (C-1'),
143.8 (C-6), 145.5 (C-7).

g O
o
HO

145 OH

144

'H-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 2.61 (1H, m, H-4), 2.91 (1H, m, H-4), 3.78 (4H, m, H-3, OCH3), 4.06 (1H,
m, H-3), 5.49 (1H, s, H-1), 6.19 (1H, s, H-5), 6.54 (1H, s, H-8), 6.68 (2H, d, J=8.6, H-3", 5'), 7.03 (2H, d, J=8.6,
H-2,6).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.3 (C-4), 55.8 (OCHs), 63.7 (C-3), 78.9 (C-1), 110.7 (C-5), 112.9 (C-8),
115.1 (C-2), 115.1 (C-6'), 125.1 (C-4a), 130.0 (C-8a), 130.1 (C-3'), 130.1 (C-5'), 133.3 (C-1'), 143.4 (C-7),
145.6 (C-6), 156.8 (C-4').

/III
O 0
HO
C I:I/

0H
144

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 2.70 (1H, m, H-4), 3.21 (IH, m, H-4), 3.79 (3H, s, OCH3), 3.84 (4H, m, H-
3, OCHs), 4.11 (1H, m, H-3), 5,52 (1H, s, H-1), 6.30 (1H, s, H-5), 6.49 (1H, s, H-8), 6.78 (3H, m, H-2, 5', 6').
3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 28.4 (C-4), 55.9 (OCHs3), 55.9 (OCHg), 63.9 (C-3), 79.3 (C-1), 110.5 (C-
5), 111.0 (C-8), 112.8 (C-2'), 113.9(C-5), 122.1 (C-6'), 125.2 (C-1'), 130.2 (C-4a), 134.1 (C-8a), 143.7 (C-7),
145.6 (C-4'), 145.6 (C-6), 146.7 (C-3)).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 2.80 (2H, m, H-4), 3.78 (1H, m, H-3), 4.15 (1H, m, H-3), 5.63 (1H, s, H-
1), 6.16 (2H, d, J=8.0, H-8), 6.54 (1H, d, J=8.0, H-7), 7.29 GH, m H-2’, 3, 4, 5, §).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 23.1 (C-4), 63.2 (C-3), 79.3 (C-1), 112.9 (C-7), 118.6 (C-8), 121.3 (C-4a),
128.1 (C-4), 128.4 (C-2'), 1284 (C-6'), 128.9 (C-3), 128.9 (C-5'), 130.3 (C-8a), 141.2 (C-1'), 141.3 (C-6),
142.0 (C-5).

0H
HO

'H-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, d ppm): 2.74 (2H, m, H-4), 3.81 (1H, m, H-3), 4.03 (H, m, H-3), 5.49
(1H, s, H-1), 6.05 (1H, d, J=7.9, H-8), 6.49 (1H, d, J=7.9, H-7), 6.68 (2H, d, J=8.6, H-3', 5'), 7.02 (2H, d, J=8.6,
H-2,6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3/CD50D, d ppm): 29.6 (C-4), 63.2 (C-3), 79.0 (C-1), 112.6 (C-7), 115.0 (C-3),
115.0 (C-5'), 118.2 (C-8), 121.4 (C-4a), 129.7 (C-8a), 130.1 (C-2’), 130.1 (C-6'), 133.5 (C-1), 141.5 (C-5),
142.0 (C-6), 156.5 (C-4").
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'H-NMR (200 MHz, CDCIl3/CDsOD, d ppm): 2.62 (1H, m, H-4), 2.88 (1H, m, H-4), 3.75 (IH, m, H-3), 4.02
(1H, m, H-3), 5.46 (1H, s, H-1), 6.48 (3H, m, H-5, 7, 5'), 6.76 (3H, m, H-8, 2', ).

¥ C-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, d ppm): 28.8 (C-4), 63.3 (C-3), 79.2 (C-1), 113.3 (C-2'), 1145 (C-7),
114.6 (C-5'), 115.7 (C-5), 121.0 (C-6'), 128.1 (C-1'), 128.5 (C-8), 134.2 (C-8a), 134.8 (C-4a), 144.2 (C-4'),
1445 (C-3'), 155.0 (C-6).

HO
20

OH

CH
150

'H-NMR (200 MHz, CDCIl3/CDs0OD, d ppm): 2.78 (1H, m, H-4), 3.00 (1H, m, H-4), 3.80 (IH, m, H-3), 4.05
(1H, m, H-3), 5.47 (1H, s, H-1), 6.11 (1H, d, J=8.3, H-8), 651 (1H, d, J=8.3, H-7), 6.66 (3H, m, H-2', 5, 6").
*C-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, d ppm): 27.1 (C-4), 63.0 (C-3), 79.1 (C-1), 112.6 (C-2'), 1145 (C-7),
115.7 (C-5'), 118.3 (C-8), 121.1 (C-6'), 121.3 (C-4a), 1295 (C-1'), 134.2 (C-8a), 1415 (C-6), 142.0 (C-7),
144.1 (C-4'), 144.4 (C-3)).

HO
2@
HO

0H
151

OH

'H-NMR (200 MHz, CDCIl3/CDsOD, d ppm): 2.87 (2H, m, H-4), 3.78 (1H, m, H-3), 4.04 (IH, m, H-3), 5.42
(1H, s, H-1), 6.15 (1H, s, H-5), 6.54 (1H, s, H-8), 6.67 (3H, m, H-2', 5, ).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3/CD;0D, d ppm): 28.0 (C-4), 63.8 (C-3), 79.0 (C-1), 113.3 (C-8), 114.5 (C-2'),
114.6 (C-5'), 115.7 (C-5), 121.2 (C-6'), 1255 (C-1'), 128.9 (C-4a), 134.4 (C-8a), 142.3 (C-7), 143.3 (C-6),
144.0 (C-4'), 144.4 (C-3).
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1H-NMR (200 MHz, CDCls,, d ppm): 2.24 (3H, s, CHs), 2.99 (2H, t, J=6.07, H-2'), 3.87-3.96 (5H, m, OCHj, H-
1'), 6.97 (1H, s, H-6), 7.02 (1H, s, H-3), 7.40-7.80 (5H, m, Hy).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.6 (CH3), 36.4 (C-2'), 56.0 (OCH3), 64.0 (C-1'), 114.8 (C-3), 125.4 (C-
6), 128.4 (C-3 anello B), 128.4 (C-5 anello B), 130.5 (C-2 anello B), 130.5 (C-6 anello B), 137.9 (C-4 anello B),
135.6 C-1), 137.9 C-1 anello B), 140.3 C-2 anello B), 140.3 C-4), 145.0 C-5), 168.8 COCH3), 197.1
(COPh).

2 \ 2+
S

$R2

2%F

'H-NMR (200 MHz, CDCls,, d ppm): 2.26 (3H, s, CHg), 2.31 (3H, s, CHs), 2.98 (2H, t, 26.02, H-2'), 3.89-3.95
(5H, m, OCHjs, H-1'), 6.96 (H-6), 7.08 (H-3), 7.17 (2H, d, H-3,5anello B), 7.82 (2H, d, H-2,6 anello B).
13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 20.5 (CHs), 21.1 (CHs), 36.4 (C-2'), 56.0 (OCHg), 64.0 (C-1'), 114.8 (C-
3), 121.7 (C-3 anello B), 121.7 (C-5 anello B), 125.2 (C-6), 135.4 (C-2 anello B), 135.4 (C-6 anello B), 137.0
(C-1), 138.2 (C-2), 140.2 (C-4), 140.2 (C-1 anello B), 153.5 (C-5), 154.4 (C-4 anello B), 167.8 (COCHs), 168.1
(COCHg), 197.1 (COPh).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls,, d ppm):2.27 (3H, s, CH3), 2.32 (3H, s, CH3), 2.98 (2H, t, J=6.01, H-2'), 3.80-3.96
(8H, m, 2xOCHg, H-1'), 6.96 (1H, s, H-6), 7.06-7.48 (5H, S, Ha).

3 C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.6 (CHs), 20.6 (CHs3), 36.3 (C-1'), 56.0 (OCHs),, 56.1 (OCHs), 64.0 (C-
1), 113.8 (C-2 anello B), 114.8 (C-3), 122.7 (C-6), 124.3 C-5 anello B), 125.5 C-6 anello B), 130.0 (C-1
anello B), 136.5 (C-1), 136.8 (C-4), 140.2 (C-2), 141.8 (C-4 anello B), 151.3 (C-5), 153.5 (C-3 anello B), 168.5
(COCHs), 168.9 (COCHs), 195.7 (COPh).

162

1H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1.62 (6H, s, CHs), 2.66 (1H, m, H-4), 3.10 (1H, m, H-4), 3.87 (IH, m, H-
3), 413 (1H, m, H-3), 5.61 (1H, s, H-1), 6.11 (1H, s, H-5), 6.52 (IH, s, H-8), 7.31 (5H, m, H-2', 3', 4", 5, 6).
3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 25.8 (CHs), 25.8 (CHa), 28.9 (C-4), 63.9 (C-3), 79.7 (C-1), 106.6 (C-8),
108.1 (C-5), 117.6 (C(CHa),), 126.3 (C-4'), 128.0 (C-4a), 128.4 (C-2'), 128.4(C-6'), 128.8 (C-3'), 128.8 (C-5'),
129.7 (C-8a), 142.3 (C-1’), 145.8 (C-6), 146.2 (C-7).

X
N

I:I/

163

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.74 (6H, s, 2xCHs), 2.87 (2H, t, J=6.02, H-2'), 4.12 (2H, t, }=6.02, H-1'),
6.69 (1H, s, H-6), 6.75 (1H, s, H-3), 7.40-7.81 (5H, m, Hy anello B).

3C-NMR (200 MHz, CDCls, dppm): 25.9 CHs), 36.2 C-2'), 64.1 C-1), 109.9 C-3), 109.7 C-6), 119.2
(C(CHa)y), 128.1 (C-3 anello B), 128.1 (C-5 anello B), 130.6 (C-2 anello B), 130.6 (C-6 anello B), 131.1 (C-1),
133.1 (C-4 anello B), 135.1 (C-2), 138.0 (C-1 anello B), 148.6 (C-4), 150.0 (C-5), 197.9 (COCHs).
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172

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.89 (3H, s, OCOCHs), 3.74 (3H, s, OCHs), 3.77 (3H, s, OCH), 3.86 (6H,
s, 2xOCH), 5.14-5.28 (3H, m, H-2,3,4), 6.08-6.10 (2H, m, H-6,8), 6.85 (1H, d, J=8.2, H-5'), 6.95-7.04 (2H, m,
H-2.6).

B3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.7 (OCOCHs), 55.4 (OCH3), 55.7 (OCH3), 55.9 (OCHg), 55.9 (OCHs),
60.6 (C-4), 72.1 (C-3), 74.2 (C-2), 92.3 (C-8), 93.1 (C-6), 110.6 (C-5'), 110.9 (C-2'), 120.5 (C-6'), 122.0 (C-
10), 129.2 (C-1'), 148.8 (C-4'), 149.3 (C-3'), 155.7 (C-9), 159.3 (C-5), 162.0 (C-7), 169.5 (OCOCHs).

7 e
H:Co T o' X I
\ OCH:
2
OCH: 0
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, dppm): 2.01 (3H, s, OCOCH;), 3.80 (3H, s, OCH), 3.87 (3H, s, OCHs), 3.89 (3H,
s, OCHg), 3.89 (3H, s, OCH3), 5.27 (1H, d, J=12.1, H-3), 5.69 (1H, d, J=12.1, H-2), 6.09-6.12 (2H, m, H-6,8),
6.85-7.04 (3H, m, H-2',5,6').

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.5 (OCOCHj), 55.7 (OCH3), 55.9 (OCHs), 56.0 (OCHj), 56.1 (OCH),
73.4 (C-3), 81.1 (C-2), 93.5 (C-6), 93,5 (C-8), 103.9 (C-10), 110.1 (C-5'), 111.0 (C-2'), 120.4 (C-6'), 128.0 (C-
1'), 149.1 (C-3'), 149.8 (C-4'), 164.2 (C-5), 166.5 (C-9), 166.5 (C-7), 169.5 (OCOCH;).

OcH
Z | s

H,C0 0
\ CH;

T

OCH: 0OH
174

'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1.89 (3H, s, OCOCH;), 3.78 (3H, s, OCHs), 3.83 (3H, s, OCHs), 3.87 (3H,
s, OCHg), 3.88 (3H, s, OCH3), 4.80 (1H, d, J=2.1, H-2), 5.19-5.21 (2H, m, H-3,4), 6.12 (1H, d, J=2.3, H-8), 6.21
(1H, d, J=2.2, H-6), 6.85 (1H, d, J=8.8, H-5'), 6.96-7.04 (2H, m, H-2' 6").

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.8 (OCOCHj), 55.4 (OCH;), 55.6 (OCH3), 55.9 (OCHj), 55.9 (OCH),
61.4 (C-4), 71.4 (C-3), 73.9 (C-2), 92.3 (C-8), 93.4 (C-6), 103.5 (C-10), 110.0 (C-5'), 111.0 (C-2’), 119.1 (C-
6'), 129.7 (C-1'), 148.9 (2C, C-3'), 148.9 (C-4'), 155.9 (C-9), 159.9 (C-5), 161.5 (C-7), 169.7 (OCOCH;).
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1.99 (3H, s, OCOCHs), 3.82 (3H, s, OCHj), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.89 (6H,
s, 2xOCH;), 5,50 (1H, d, J=3.3, H-2), 5.64 (1H, d, J=3.3, H-3), 6.08 (1H, d, J=2.0, H-8), 6.16 (1H, d, J=2.0, H-
6), 6.81 (1H, d, J=8.8, H-5'), 6.95-6.99 (2H, m, H-2 6').

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 20.5 (OCOCHs), 55.6 (OCH3), 55.8 (OCH3), 55.9 (OCHg), 56.1 (OCHs),
72.4 (C-3), 79.7 (C-2), 933 (C-8), 93.7 (C-6), 104.2 (C-10), 110.2 (C-5'), 111.0 (C-2'), 119.4 (C-6'), 127.3 (C-
1'), 149.3 (C-3'), 149.9 (C-4), 162.7 (C-5), 163.9 (C-9),166.5 (C-7), 168.9 (OCOCH;), 184.0 (C-4).

OCH;
H:CO o w@i
> OCH;

0H

OCH: OH
17d

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.74 (3H, s, OCHs), 3.85 (3H, s, OCHg), 3.88 (3H, s, OCHs), 3.89 (3H, s,
OCHj3), 3.90-4.00 (1H, m, H-4), 4.90 (1H, d, =10, H-2), 5.03 (1H, d, 4.2, H-3), 6.09-6.12 (2H, m, H-6,8),
6.90 (1H, d, J=8.1, H-5'), 6.99-7.06 (2H, m, H-2' 6').

13C-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 55.4 (OCHj), 55.7 (OCHs), 55.9 (OCH3), 56.0 (OCHs), 61.5 (C-4), 70.5
(C-3), 76.8 (C-2), 92.2 (C-8), 93.1 (C-6), 1045 (C-10), 110.5 (C-2'), 111.2 (C-5'), 120.5 (C-6'), 130.0 (C-1'),
149.2 (C-3'), 149.9 (C-4'), 155.8 (C-9), 159.6 (C-5), 161.8 (C-7).

OCH,
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'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.81 (3H, s, OCH3), 3.89 (3H, s, OCHj), 3.91 (3H, s, OCHg), 3.92 (3H, s,
OCH3), 4.44 (1H, d, J=12.2, H-3), 4.96 (1H, d, J=12.2, H-2), 6.08-6.13 (2H, m, H-6,8), 6.92 (1H, d, J=8, H-5'),
7.05-7.12 (2H, m, H-2 6)).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.7 (OCHs), 55.9 (OCHs), 56.0 (OCHs), 56.2 (OCH3), 72.6 (C-3), 83.3
(C-2), 93.3 (C-8), 93.7 (C-6), 103.3 (C-10), 110.3 (C-5'), 111.2 (C-2'), 120.4 (C-6'), 128.9 (C-1'), 149.2 (C-3)),
149.8 (C-4'), 162.1 (C-9), 165.0 (C-5), 167.0 (C-7), 190.8 (C-4).
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'H-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 3.77 (3H, s, OCHs), 3.85 (3H, s, OCH3), 3.89 (3H, s, OCH), 3.91 (3H, s,
OCHz), 404 (1H, m, H-3), 4.87 (1H, d, J=2.5, H-2), 5.11 (1H, s, H-4), 6.13 (1H, d, J=2.3, H-8), 6.21 (1H, d,
J=2.3, H-6), 6.91 (1H, d, J= 8.1, H-5'), 7.06-7.13 (2H, m, H-2' ,6).

3C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.4 (OCHs), 55.6 (OCHs), 56.0 (OCH3), 56.0 (OCH), 63.6 (C-4), 70.7
(C-3), 75.0 (C-2), 92.5 (C-8), 93.4 (C-6), 103.7 (C-10), 109.6 (C-2'), 111.2 (C-5'), 118.7 (C-6'), 130.0 (C-1'),
149.2 (C-3'), 149.7 (C-4'), 155.7 (C-9), 160.2 (C-5), 161.5 (C-7).

OcH:
H:(0 n \\.-©:
\(;;‘J OCH

OCH: 0

'H-NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 3.78 (3H, s, OCH3), 3.79 (3H, s, OCHj), 3.82 (3H, s, OCHg), 3.85 (3H, s,
OCHs), 4.83 (1H, d, J= 6.4, H-3), 5.70 (1H, d, J= 6.4, H-2), 6.04 (1H, d, J=2.3, H-8), 6.13 (1H, d, J=2.2, H-6),
6.71 (1H, d, J=8.3, H-5'), 6.82-6.90 (2H, m, H-2' 6).

13C-NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 55.7 (OCHs), 55.8 (OCHj), 55.8 (OCHs), 56.1 (OCHj), 72.0 (C-3), 80.1
(C-2), 92.7 (C-8), 93.8 (C-6), 105.5 (C-10), 110.9 (C-5'), 111.2 (C-2'), 119.6 (C-6'), 125.4 (C-1'), 148.7 (C-3)),
149.2 (C-4'),161.8 (C-9), 163.8 (C-5), 167.0 (C-7), 189.4 (C-4).
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