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1 INTRODUZIONE

1.1 Gli scarti agroindustriali

Il settore agroindustriale costituisce uno dei cartigoroduttivi da cui provengono ingenti
quantita di reflui caratterizzati da un’elevatasioga. Il problema del loro recupero e dello
smaltimento si ripercuote sia a livello economide ambientale; € quindi necessaria
un’attenta politica di gestione integrata, indisgaile a garantire la sostenibilita dello
smaltimento attraverso varie forme di recupero ssgive.

A livello europeo gli scarti agroindustriali rappestano un significativo potenziale per lo
sviluppo dell'industria bioenergetica e si stimatel’ordine di 250 milioni di ton/annuk.
Recentemente nel VII° Programma Quadro della racexaropea € stato introdotto il
concetto di “bioraffineria”, intesa come una nuaowatodologia che, a partire da materiali
rinnovabili, quali le biomasse, permette di ottenenergia e prodotti di pregio operando
con processi e tecnologie a basso impatto ambétad minimizzano la produzione di
scarti.

Nellarea del Mediterraneo, tra gli scarti agroisttiali di maggiore rilevanza vi sono
quelli legati alla lavorazione delle olive e dereai. Solo in Italia nel 2004 sono stati
prodotti circa 4.7 milioni dalla lavorazione delidive e 22.1 milioni di tonnellate dai
cereali. Le maggiori problematiche legate a quespm di scarti sono dovute
sostanzialmente ai seguenti fattori: a) difficoltq trattamento a causa delle loro
caratteristiche chimico-fisiche (elevati valori BOD, COD, acidita); b) la stagionalita
della lavorazione, per cui si producono grandi ¢teardi scarti concentrati in 2-3 mesi
dell’anno; c) delocalizzazione di piccoli impiadtilavorazione sul territorio nazionale.
Negli scarti di origine vegetale sono presenti costiporganici di pregio, quali i biofenoli.
Di particolare interesse € la loro attivita antidaste che ne ha promosso recentemente
I'applicazione nel mercato come prodotti per laigabell’'uomo sia come nutraceutici che
come cosmetici. Nel regno vegetale tali compostioseariamente distribuiti e hanno una
diversa natura e collocazione in base alle loroattenistiche, quali idrosolubilita,
liposolubilita; presenza o meno di legami covalesdn i vari costituenti della parete
cellulare. 1 polifenoli idrosolubili hanno generante funzioni antiossidanti e
antimicrobiche; quelli liposolubili e quelli legatalla parete cellulare svolgono
prevalentemente una funzione strutturalerdss-linkingdelle catene polisaccaridiche che

la costituisconoKigure 1 e?2).
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Figura 1. Struttura generale e semplificata dell'arabinoxilarDalle catene xilaniche partono delle
ramificazioni di arabinosio. | legami esterei som9: gruppo 2-O-acetilico; B) gruppo 3-O-acetilicG)
gruppo 5-O-ferulico; D) gruppi 5-O-diferulici (dime con legami 5-5’); E) 5-O-feruloil-lignina; F)
arabinosio-lignina; G) xilosio-lignina
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Figura 2. Struttura generalizzata e semplificata della peatamificata della barbabietola da zucchero. Dallo
scheletro formato da residui alternati di acidoagalonico e ramnosio partono sostituenti zucchezin
non:A) metilestere; B) gruppo 2-O-acetilico; C) gpo 3-O-acetilico; D) acetilico; E) gruppo feruligmato

al C-6 del galattosio; F) gruppo ferulico legatoGR dell'arabinosio; G) gruppi diferulici legatl &£-2
dell'arabinosio

| composti idrosolubili sono generalmente cosiitdé gruppi fenolici funzionalizzati con
zuccheri o acidi organici. Esempi di questi compssho gli acidi idrossicinnamici legati a
molecole di glucosio, della colina, dellacido deim malonico e tartarich,gli esteri

gallici dell’'epicatechina e gli estgutcumarici degli antocianiigura 3).
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Figura 3. Strutture di esteri idrossicinnamati e flavonottiasolubili. | legami esterei di ogni molecola sono
evidenziati da un riquadro tratteggiatd) (+)-epicatechina 3-gallato2) caffeoil (+)-tartrato, §) acido
clorogenico, 4) sinapina, %) isoflavone 7-O-glucoside-6’-malonato

I composti fenolici lipofili sono generalmente absti da idrossicinnamati legati a steroli,
alcoli terpenici o triterpeniHigura 4) e sono comunemente associati alle membrane

cellulari
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Figura 4. Acido ferulico esterificato con uno steroledrizanolo)

| biofenoli svolgono un ruolo importante nelle irgeioni che la pianta puo avere con gli
agenti interni e esterni. Una delle piu importaaitivita € quella antiossidante, che risiede
nella capacita di essere ossidati facilmente irdoni blande sia dai comuni ossidanti
presenti in natura, come i radicali liberi, 'os=ng e i perossidi che dalle radiazioni
ultraviolette. L’attivita antibatterica e antifumgi dei fenoli € dovuta all’azione sinergica
del potere antiossidante e chelante dei gruppdobsi dell'anello fenolico che formano



legami idrogeno con le proteine della parete caleutei microrganismi. | derivati fenolici,
in conseguenza della loro ubiquitarieta nel regegetale, in particolare nelle piante
edibili, si ritrovano naturalmente nella composigadei prodotti di scarto, sia liquidi che
solidi, di numerosi impianti di lavorazione agrarantare.

Con lo scopo di effettuare un risanamento economicambientale, il recupero della
frazione fenolica dai reflui agroindustriali rappeata, a valle di un processo di estrazione,
una fonte di intermedi industriali utilizzabili c@rchemicals ad alto valore aggiunto. Il
recupero dei biofenoli € anche il primo step pesuccessivi stadi fermentativi di
trattamento della biomassa per la produzione dydso Infatti, i processi anaerobici sono
generalmente inibiti dalla presenza di polifendli ia particolare i batteri acetogenici e
metanogenici sono sensibili a concentrazioni ddaccaffeico >0.25 g/l e di acido

cumarico >0.12 g/t.

1.1.1 Sottoprodotti del settore cerealicolo: la crusca

| prodotti della trasformazione dei cereali cossitono da sempre gli alimenti di base per
'uomo. Attualmente si stima che circa i due teteila superficie coltivabile sulla terra sia

dedicata alla produzione di cereali. In Italianéis € quello maggiormente diffuso, seguito
da grano (duro e tenero), sorgo, orzo e aveiu(a 5). | cereali rappresentano un’ottima

fonte energetica, una discreta risorsa di vitaménesali minerali e possono essere
trasformati in un’'ampia gamma di prodotti, soddisfado le diverse abitudini e tradizioni

alimentari.
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Figura 5. Suddivisione della produzione cerealicola itadiafi-onte: ISTAT 2004)

Il termine “cereali” definisce le piante appartet@tia famiglia delleGramineae coltivate

per i loro particolari frutti, botanicamente defini‘cariossidi’, ma impropriamente



chiamati semi. La cariosside € un frutto seccoigswmte in cui i tessuti del pericarpo sono
concresciuti e saldati con quelli del senkgg(ra 6). E’ costituita dal’endosperma (87-
89%), dallembrione o germe (2-4%) e dai tegumentnvolucri (8-10%). L'embrione
consta di due parti principali, 'asse embrionaldéoescutello ed entra a far parte dei
sottoprodotti della molitura. L'endosperma, da deriva la semola, € formato da uno
strato aleuronico esterno e da un parenchima imtesntenente principalmente amido (60-
70%) e proteine di riserva (8-18%). L'endospermailarao contiene, inoltre, piccole
percentuali di lipidi, sostanze minerali, polisatdianon amidacei e composti fenolici a

basso peso molecolargapella 1).°
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Figura 6. Sezione della cariosside

Redione Amido e Cellulosa,
anat%mica Cariosside altri Proteine Lipidi emicellulosa Minerali
della cariosside (%) carboidrati (%) (%) pentosani (%)
(%) (%)
Te%gg:ﬁg%g)“ttc 4 14-16 10-14 1-3 60-74 35
Teg”(tmees':;‘)’ semg g 9-11 13-19 3-5 53-63 9-15
Strato aleuronicd 8 10-14 29-35 7-9 35-41 5-15
Germe 3 19-21 36-40 13-17 20-24 4-6
Endosperma 82 80-85 8-14 2-3 1-3 0.5-1.b

Tabella 1. Composizione della cariosside di grano e dellersgmni anatomiche



Una delle principali frazioni ottenute dopo la niala € la crusca che rappresenta il 14-
16% del peso della cariosside ed é costituita dagrpo e testa. lffabella 2 e riportata la

composizione chimica della crusca in termini dbcadrati, lignina e acidi cinnamici.

GIucosio 41-44% _(20% cellulosa
80% amido)
Monosaccaridi | Xilosio 13-17%
Arabinosio 3-4%
Galattosio 2-3%
Lignina 3-4%
Acidi Acido Ferulico 0.4-0.5%
Cinnamici Acido p-cumarico | 0.014%

Tabella 2 Composizione della crusca in termini di carboidié&inina e acidi cinnamici

E ormai noto che le frazioni di pericarpo e gerneeite dalla molitura convenzionale
forniscono la maggior parte dei composti biologieate attivi della granella. L’elevato

valore nutrizionale e salutistico € dovuto, oltiee call’alto contenuto in vitamine del

gruppo B (tiamina, niacina, riboflavina ed acidofmdenico), minerali (calcio, magnesio,
potassio, fosforo, sodio e ferro) ed amminoacidieagiali (arginina e lisina), anche agli
alti livelli di fibre alimentari e composti antiadanti. E’ stato ipotizzato che alcuni degli
antiossidanti piu concentrati nella crusca di der@eido ferulico, cumarico e derivati,

flavonoidi) possano contribuire anche ad alcun&edekistenze della granella agli attacchi
fungini (Tabella 3).

Composti Principale Localizzazione  Funzione

Composti fenolici

[ acidi fenolici e derivati
flavonoidi Endosperma e
lignani pericarpo
lignina Ipocolesterolemica
- Antitumorale
— Antidiabetica
Tocoli tocoferoli Germe Riduzione del rischio di
malattie cardiovascolari
L tocotrienoli Strato aleuronico e e degenerative
sub-aleuronico
Carotenoidi [ caroteni Endosperma, germe
xantofille e pericarpo
Fibre [ solubili Pareti endosperma Attivita prebiotica
insolubili Pericarpo Miglioramento peristalsi

Tabella 3. Composti ad azione antiossidante e salutisticéecwiti nella cariosside

Negli ultimi anni, studi epidemiologici hanno dintigdo che I'associazione del consumo
di cereali integrali e derivati € correlata ad undotta incidenza di malattie

cardiovascolarf, diabete’ e cancrd E stato, inoltre, recentemente dimostrato chetiére



salutistico degli alimenti & dovuto ad effetti sigiei e non ai singoli componeritie che
I'assunzione di antiossidanti con la dieta deteemum rafforzamento della barriera di
protezione cellulare nei confronti dei fenomeni idatvi.*® Uno studio condotto
recentemente ha messo a confronto la capacitasaittamte totale della granella di diverse
specie cerealicole (mais, frumento, avena, risajemziando che il frumento é al secondo
posto, preceduto dal mais e seguito da avena €'rise maggior parte dei composti
antiossidanti € costituta da composti fenolici,otoe carotenoidi Kigura 7). La granella
dei cereali e ricca in acidi fenolici le cui quaatitotali possono arrivare a 500 mg/kg,
mentre i flavonoidi sono presenti in piccole quigntAlcuni ricercatori hanno riportato che
I'acido ferulico & il principale composto fenolipoesente nel frumentd.

Relativamente ai composti antiossidanti lipofiltpcoferoli (Vitamina E) sono presenti in
concentrazioni significative nel frumentoe il loro contenuto varia in relazione al
genotipo, al grado di maturazione ed alle condizmmbientali di coltivazione. Tali
composti sono localizzati negli strati piu estedwlla cariosside, in particolare i
tocotrienoli nello strato aleuronico e sub-aleuconed i tocoferoli nel germe, quindi negli
strati che abitualmente vengono scartati durantaviarazione del cereale integrale per la
produzione di cereale raffinato e farineatbcoferolo Figura 7) € in grado di inibire
l'indesiderata attivita lipossigenasit.

Composti fenolici

@7\—(300{{ Ho—@i\_com HD_Q\\— COOH HD_MCO‘JH

CH30

Acido Cinnamico Acido Caffeico Acido p-cumarico

Acido Ferulico

Tocoli

R! | R?

Tocotrienoli
CH, CH, - tocofercli CH, |CH; ot- tocotriencli
CH, | H B -tocoferoli CH: [H P - tocotrienoli
H CH, ;—lﬂ(}ﬂtﬂ'ﬂ]l‘ H CH, 7y - tocotrienoli
H H 3 - tocoferoli H |H 8- tocotrienoli
- L3 |
Carotenoidi
HC HC o1
e cm b CHs me_ o e i
Bl S g g S N S e R R TR R R R R Ry
p-carotene . L, mCT CR Luteina | I g
CH, 2 3 HO cn i] 3

Figura 7. Composti antiossidanti contenuti nel frumento
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1.1.2 L’industria di prima trasformazione delle olive

Il settore oleario € molto sviluppato nei paesl'deda del Mediterraneo, i quali producono
circa il 98% del quantitativo mondiale di ofidIn Italia, negli ultimi decenni, I'industria di
prima trasformazione delle olive ha avuto una gearebpansione, soprattutto nel
meridione, nelle regioni del centro e in Liguriagr® anno, nel nostro paese, durante la
stagione produttiva, circa 6000 frantoi lavoranomedia una quantita di 25 milioni di
quintali di olive con una resa media in olio del%20Dalla lavorazione delle olive,
finalizzata alla produzione di olio, si ottengonottsprodotti quali sanse e acque di
vegetazione (AV). Dalle sanse si recupera, mediaesti@zione con solventi, I'olio residuo
(olio di sansa). Le sanse disoleate vengono utilezzome fertilizzante o combustibile
alternativo’® le AV, invece, per natura, composizione e quan(B&10’ m/anno),

costituiscono un rilevante problema econontico.

1.1.3 Caratteristiche chimico-fisiche dell'olio d'oliva ecomposizione chimica

Gli oli d'oliva si differenziano sia per le caraistiche organolettiche (aroma, odore,
sapore) che per le caratteristiche chimiche (coimmree, acidita). Alcuni di questi fattori
quali, ad esempio, le condizioni pedo-climatichen sono modificabli poiché tipici di un
determinato luogo; altri, invece, possono esseratvad ottimizzati, come le tecniche
colturali e le modalita di estrazione. L'olio di@ie un grasso che si presenta allo stato
fisico liquido a temperatura ambiente (20 °C) embstituito dal punto di vista chimico per
il 98-99% da una miscela di trigliceridi detta fiaee "saponificabile" e per il rimanente 1-
2% da un insieme di composti che rappresentanoalaohe "insaponificabile”. Questa
componente diversifica I'olio dagli altri grassguiidi e comprende circa 220 sostanze.
Alcuni di questi composti hanno valore terapeutaltrj rappresentano la parte principale
della nota aromatica dell'olio (profumo, sapordl;i @ancora sono efficaci antiossidanti
naturali in grado di conferire al prodotto resig®mll'invecchiamento. Tra questi, vi sono

idrocarburi, tocoferoli, composti fenolici, alcaditeroli, pigmenti coloratiTabella 4).

Gli idrocarburi rappresentano circa il 60% dell'insaponificabileliequesti il 60-70% é
rappresentato dallo squalene, un composto che fheenza sulle proprieta nutrizionali
degli oli. | tocoferoli sono presenti nelle forme, B, v e §;'® e rappresentano gli
antiossidanti naturali che inibiscono il processari@ncidimento dell'olio. Il principale
componente, che &€ anche quello biologicamente fivoae I'a-tocoferolo, noto come

Vitamina E. Le piante oleaginose hanno una compwszpercentuale di sterddiiversa

per ciascuna specie. Nell'olio d'oliva sono sw@intificati il colesterolo, il campesterolo,
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I'uvaolo, il stigmasterolo, il clerosterolo, I'erddiolo e il B-sitosterolo (prevalente). Questi
composti svolgono la funzione di antiossidanti raltuLa composizione quali-quantitativa

dei composti fenolicé fortemente condizionata dalla varieta, dalldistai maturazione e

dal processo di estraziofelnfatti, durante il processo di estrazighglicosidasi esogene
provocano lidrolisi di tali composti in compostigpsemplici e molti di essi, essendo
idrosolubili, passano nelle acque di vegetaziorleolzdi oliva vergine ed extra-vergine
sono gli unici grassi vegetali che contengono médtuente quantita apprezzabili di
sostanze fenoliche (50-500 mg/kg). Il potere astamnte di tali composti ha consolidato
I'importante ruolo che essi svolgono sulla stabilikell'olio d'oliva. Inoltre, sono state
evidenziate le azioni sinergiche tra tali compestitocofenoli (Vitamina E) sulla stabilita

dell'olio d'oliva vergine.

Antociani Flavanidi
Cianidina-3-glucoside Quercetina-3 rutinoside

Cianidina-3-rutinoside

Cianidina-3-caffeilglucoside
Cianidina-3-caffeilrutinoside

Delfinidina-3-ramnosioglucoside-7-ilosic

Adidi Fenolici

Acido clorogenico
Acido caffeico

Acido pidrossibenzoico
Acido protocatechico
Acido vanillico

Acido siringico
Acido p-cumarico
Acido o-cumarico
Acido ferulico

Acido sinapico
Acido benzoico
Acido cinnammico

Acido gallico

Flavoni
Luteolina-7-glucoside
Luteolina-5-glucoside

Apigenina-7-glucoside

Aleoli Fenolici
(3,4-Diidrossifenil) etanolo (3,4 DHPEA)
p-{Idrossifeniljetanolo {p-HPEA)

Secoiridoidi
Cleuropeina
Demeticleuropeina
Ligustroside

Nizhenide

Derivati dell’Acido Idrossicinnamica

Verbascoside

Tabella 4. Composti fenolici contenuti nel frutto dell’oliva

| pigmentiimpartiscono le colorazioni caratteristiche albadi'oliva e sono rappresentati da
clorofille e carotenoidi. Le clorofille di tipo ale conferiscono agli oli appena estratti un
colore verde intenso; sono contenute in quantitéabdéi tra 1 e 10 ppm, a seconda della
cultivar e dello stadio di maturazione delle oliv@Queste sostanze possono avere una
duplice azione: in presenza di luce agiscono $oll'come proossidanti; in assenza lo
proteggono dall'irrancidimento ossidativo, insieme polifenoli. Infine, nell'olio sono

presenti anche_alcoli alifatici e triterpenici e#teati; aldeidi, esteri, chetoniche

contribuiscono al tipico sapore aromatico.
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1.1.4 Le acque di vegetazione

Col nome di "reflui oleari" o "acque di vegetazibiseintendono i reflui provenienti dalla
lavorazione meccanica delle olive e dai processedafiazione dell’olio sia col metodo
tradizionale (discontinuo) che tramite estrazioartgfuga (impianti continui). Tali reflui
sono composti sostanzialmente dall’acqua di castihe delle olive stesse, che contiene
vari componenti di origine vegetale, soprattuttgamici, ma anche minerali, naturalmente
presenti nel succo della polpa della drupe dellmlcon un modesto residuo di olio;
dall’'acqua di lavaggio delle olive; dalle acquelaliaggio degli impianti; dalle acque di

diluizione delle paste usate negli impianti contifitabella 5).

PROCESSO OLIO | SANSA | AV

Pressatura discontinua 20-25 | 35-40 40

Centrifugazione a tre fasi | 20-25 | 35-40 80-120

Centrifugazione a due fasi | 20-25 | 70-75 | -------

Tabella 5. Produzioni specifiche medie di olio, sansa e A\émtite attraverso diverprocessi di estrazione
ed espresse in Kg/g di drupe lavorate

| problemi legati allo smaltimento delle AV sonowvddi alla loro particolare composizione
chimica, al’enorme massa globale di refluo progl@gni anno (810" m°) e alle difficolta
organizzative per I'elevato numero, dimensionestrithuzione dei frantoi. Generalmente,
le AV hanno una colorazione bruno-scura tendenteeab ed un odore caratteristico
nausebondo. La loro composizione chimica presamnitdavata variabilita dipendente dalle
condizioni climatiche, geografiche, dalla varietall@ olive, dall'impiego e dal tipo di
fertilizzanti, dal grado di maturazione e conseiwag delle drupe, dall’'eta della pianta e
dal sistema di estrazione dell’'olio. Essa, inolgrep essere modificata dalla commistione
con le acque di lavaggio dell'impianto oleario gessono contenere saponi e detergenti.
Mediamente, le AV contengono I'83% di acqua, il 18¥sostanza secca e il 2 % di sali
minerali?’ Fra i componenti organici contenuti nelle AV, yaigono quantitativamente i
carboidrati, sia come zuccheri semplici (glucosiottosio, raffinosio, mannosio e xilosio)
che complessi (cellulosa e pectine). E’ statatieptilevata la presenza di acidi organici
(acetico, tartarico, glicemico, lattico e malichecrende il pH delle AV leggermente acido
(pH=4.9-6.5). Le sostanze azotate contenute, madé numerosi aminoacidi (in particolar

modo acido glutammico e prolina), conferiscono &\ un notevole potere tamponante
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verso gli acidi e le basi. Nelle AV sono presentcl®e composti mono e polifenolici,
sostanze in grado di inibire i processi metabdlicialcune specie di microrganismi e
responsabili della presunta tossicita del reflusa fuesti, vi sono fenoli semplici,
flavonoidi, catechine (nelle olive scure anche eiatwosidi e antocianin€) e polimeri

originati dall’accoppiamento ossidativo dei fers@implici (pigmento catecolmelaninico). |
componenti fenolici piu importanti delle AV sonoadolo; idrossitirosolo; acido caffeico;
acido p-cumarico; acido 4-idrossifenilacetico; acido feral e acido 3,4-

diidrossifenilaceticoabella 6).%

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 6. Principali composti fenolici presenti nelle AV

Nel refluo sono contenute anche piccole quantieds e resine, vitamine e, a volte anche
ormoni e tracce di pesticidi. Riguardo la compasiei minerale, gli elementi prevalenti
sono: sodio, potassio, calcio, cloro, magnesicséofo*

1.1.4.1 Quadro normativo

Fino al 1996 la gestione delle acque reflue ditbenera regolamentata dalla Leggi Merli
(N.319 del 10.05.1976) che prevedeva la depuraziotedi reflui poiché non conformi ai
valori dei parametri previsti dalla suddetta leggsbne. Infatti, le AV, avendo un carico
inquinante troppo elevato, non rientravano neitligti accettabilita degli scarichi permessi
nelle acque sotterranee e nelle fognature e quemivano classificate tra i reflui tossici. |
frantoi oleari pero si trovarono nell'impossibilipgatica di applicare la normativa per una
serie di motivi quali la delocalizzazione del sedt@oltre 15.000 impianti distribuiti nel
territorio nazionale), il carattere stagionale addvorazione delle olive, i limiti previsti
dalla legge molto restrittivi che non venivano riagdgi neanche con i piu efficaci sistemi
di depurazione. Il tutto era poi applicato ad usata economica basata su piccoli impianti
che non erano in grado di sopportare i costi ptiepes la depurazione, spesso superiore al

valore stesso dellimpianto di molitura. Con la gegN.119 del 24.03.1987 furono
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introdotte una serie di deroghe alla Legge Meniatti, tale normativa consentiva in via
provvisoria di prescindere dai limiti tabellari,rpeettendo lo spargimento dei reflui, previo
abbattimento del 50% del carico inquinante. Questpme transitorio € stato prorogato
piu volte fino all’approvazione della Legge N.57él d1.11.1996, con la quale é stata
regolamentata ['utilizzazione agronomica del refludale normativa consente lo
spargimento delle AV tal quali e delle sanse unpde un quantitativo massimo di 80
m*ha su terreni con falde non inferiori a 10 m dbfpnditd, previa autorizzazione del
Sindaco. Con il Decreto Legislativo N.22 del 151@®7, noto come Decreto Ronchi, le
AV sono state inserite fra i rifiuti non pericolosottoposti alle procedure semplificate di
recupero e destinate alla produzione di fertilizzan

Un ulteriore e decisivo passo verso una gestioneopganica delle risorse idriche si e
avuto con I'emanazione del Decreto Legislativo I2.88l 11.5.1999, detto “Testo Unico”,
modificato dal Decreto Legislativo N.258 del 18210 “Acque Bis” sugli scarichi e la
tutela delle acque. Tale Decreto recepisce le ieeCEE 91/271 e 91/676 ed impone un
sistema normativo profondamente rinnovato. Confedintale evoluzione € la completa
abrogazione della Legge Merli e tutta la successoranativa. Il “Testo Unico”, inserisce
le AV tra i rifiuti non pericolosi e demanda alleegtoni le decisioni riguardo i limiti di
accettabilita, l'utilizzazione agronomica e le miitdadi spandimento delle AV. Ad oggi
non tutte le Regioni, pero, si sono ancora proratacin materia di utilizzazione

agronomica delle acque di vegetazione e di scaglieinirantoi oleari.

1.2 Classificazione dei composti fenolici

Il termine “composti fenolici” comprende un elevatwmero di metaboliti secondari
caratterizzati dalla presenza, nella loro struttthiamica, di un anello aromatico con uno o
piu sostituenti ossidrilici. In alcuni casi la fuome ossidrilica € metilata o glicosilata.
Inoltre, possono essere presenti altri gruppi fomaii che influenzano le loro proprieta
chimico-fisiche. Sebbene un cospicuo numero diaszgt fenoliche sia stato ritrovato in
organismi animali, la presenza della frazione fmaok una caratteristica peculiare dei
tessuti vegetali. | fenoli sono particolarmente amanti nei prodotti ortofrutticoli dove
svolgono un ruolo preminente nel determinare co®igapore. In particolare, si associa
agli acidi fenolici il sapore acidulo, ai tanninadtringenza, ad alcuni flavonoidi quali
naringenina e neoesperidina il sapore amaro, agbcani il colore. Il contenuto dei
composti fenolici nei tessuti vegetali varia in Zione della specie, della varieta,

dell’organo considerato, dello stadio fisiologico delle condizioni pedoclimaticté.
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Questa grande varieta di strutture fenoliche tdletn’altrettanta grande diversificazione
delle loro funzioni. | composti fenolici possonanfiere da pigmenti fiorali a basso peso
molecolare; da antibiotici; da schermo nei confradetle radiazioni UV; da repellenti per
gli insetti e da segnali nelle interazione piantaroorganismi. InTabella 7 sono riportate
alcune tra le principali classi di sostanze fer@iadi origine vegetale classificate in
funzione del numero di atomi di carbonio. Accantle &rme monomeriche, vi sono
quattro importanti gruppi di polimeri fenolici: gne, tannini, melanine e suberina.
Attualmente sono state identificate diverse miglidi composti. Tra questi, la classe dei
flavonoidi € quella numericamente piu consistemfatti, sono stati identificati oltre 4000

glicosidi e piu di 1.800 agliconi.

N:umero dl atomi Scheletro base Clazse

di carbonio

&) Cls Fenoli semplici
Benzochinoni

7 CgC,y Acidi fenolici

a8 CeC » Acetofenoni
Acidi fenilacetici

9 CeC 3 Acidi idrossicinnanmici
Fenilpropeni
Cumarine
Isocumarine
Cromoni

10 Ce T, MW aftochinoni

13 CeC g C g antoni

14 CeC 50 4 Stilbeni
Antrachinoni

15 CpC 5T o Flavonoidi
Isoflavonoidi

18 (CgC 3 a2 Lignani
MNeoliznani

30 (CgCT 2C % 2 Biflavonoidi

n (CgeC3q o, Lignine

(Cg, Catecol-melanine
(CegCTaC % n Tannini condensati

Tabella 7. Principali classi di sostanze fenoliche di orggiregetale

Fenoli sempliciC6, quali il floroglucinolo! (Figura 8), non si ritrovano frequentemente
nei tessuti vegetali. Il piu raro in natura € iseecinolo|l, ritrovato in aghi diPinus
rigida,”® mentre il piu diffuso & lidrochinondll , identificato in molte famiglie
(Ericaceae, Rosaceae, Saxifragacde@ssenzialmente come arbutffiayna sua forma
monoglucosidica. Il catecol®V lo si ritrova nellaPaullinia cubang’ comunemente

chiamata guarana. Tra tali composti vanno citathanalcuni chinoni (plastochinone,
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ubichinone) presenti nei cloroplasti e nei mitoavrtlle cellule vegetaf® i quali sono
coinvolti nelle reazioni del metabolismo primariaa i compostiC6-C1, la salicilaldeide
V, la p-anisaldeideVIl e l'aldeide protocatecuic’ll si ritrovano comunemente come
componenti di vari olii essenzidfi.Senza dubbio, I'aldeide piti abbondante é |a \iagil
4-idrossi-3- metossibenzaldeitféll , estratta da baccelli §anilla planifolia® e presente
anche in vari oli essenziali. Gli acidi fenolian, particolare I'acido salicilicdX, vanillico

X e siringicoXI sono distribuiti nelle piante soprattutto in formhaesteri o-glicosidi o in
forma legata come costituenti della frazione alneblubile dei tessuti vegetali, dove sono
in parte legati alla lignina tramite legami estéfdi’acido gallicoXIl , infine, lo si ritrova
preferenzialmente nelle specie legnose, dove psér@gpresente in forma solubile come
estere dell'acido chinico o legato al glucosio geilotannini (tannini idrolizzabilif?
Acetofenoni ed acidi fenil aceticC6-C2 sono composti poco comuni; l'acidp-
idrossifenil acetico Xlll ) e presente in forma libera o come glucoside enfpile di
bambt® Altri composti appartenenti a questa classe soridrossiacetofenon&IV
presente in gemme dPopulus balsamiferd la xantoxilina, ritrovata in specie di
Xanthoxylun®> La classe dei fenilpropanoidC6-C3 rappresenta un altro gruppo di
sostanze ampiamente diffuse nelle piante e caeiédée dalla presenza di un anello
aromatico con una catena alifatica laterale conat@mi di carbonio. Tra gli acidi
idrossicinnamici quelli pit comuni sono I'acido f@a€o XV, diffuso nelle piante superiori,
I'acido p-cumaricoXVI, l'acido ferulico XVIl e I'acido sinapicaxXVIll . Normalmente
questi composti si ritrovano in forma coniugatéa éoro presenza in forma libera é effetto
delle idrolisi chimiche od enzimatica che si vedino durante I'estrazione dei tessuti
vegetali*® Gli acidi idrossicinnamici ed i loro derivati pas® esistere sia in forma cis (2)
che in forma trans (E), interconvertibili per eféetlalla luce UV. La forma prevalente in
natura e quella trans, in quanto piu stabile. Anglhalcoli p-cumarico, ferulico e sinapico
sono ampiamente diffusi nelle piante, anche se acesdrazioni molto basse e

rappresentano i precursori della lignina.
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Figura 8. Strutture chimiche dei rincipali composti fenolie6, C6-C1, C6-C2 e C6-C3

Le cumarine, frequentemente ritrovate in natursosiarma dif3-O-D-glucosidi, sono dei
composti che, da un punto di vista strutturale,spne essere considerati dei derivati
lattonici dell’acido 2-idrossicinnamico caratte@tzda un ampio pattern di ossigenazione
sul nucleo benzopiranicoFigura 9). Le piu comuni sono ['umbelliferoneXiX,
I'esculetinaXX e la scopoletinXXI , corrispondenti strutturalmente agli agicumarico,
caffeico e ferulico. Una variante strutturalmenie gomplessa delle cumarine e costituita
dalle furanocumarine, derivanti dall’'umbelliferonger condensazione con un’unita
isoprenica. Nella classe delle cumarine si possmobe includere le 4-fenil cumarine, una
classe di composti classificata come neoflavonaiidintificate quasi esclusivamente nelle
Leguminosee nelle Guttiferale>’ Una forma isomerica delle curarine, anche se
scarsamente diffusa in natura, € rappresentatardaioni, quali il compostaXXV. |
naftochinoni (ad esempi®XIX e XXX ) costituiscono una classe di pigmenti chinonici
basati sulla struttura del naftalene. Spesso.assuti vegetali, questi chinoni sono presenti
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in forma ridotta, incolore e legati a molecole diceheri*® La forma chinonica viene
prodotta o in seguito ad estrazione dei tessutetadigo nel corso della maturazione dei
frutti. Un esempio di questo tipo € costituito dgliglone o 5-idrossinaftochinon€xVi ,

un chinone presente nei frutti di no€eGli xantoni C6-C1-C6 sono una classe di fenoli
strutturalmente analoghi ai flavonoidi, ma con ufistribuzione molto piu limitata nei
tessuti vegetali. La maggior parte degli xantorturali sono stati ritrovati soltanto in due
famiglie di piante superiori, Gentianaceae e Gartié, ed, in particolare, si ritrovano nelle
radici, nelle foglie e nel legno di queste piafitél contrario, gli stilbeniC6-C2-C6 sono
ampiamente diffusi in alcunBriofite ed in piante superioff; sono composti formati da
due anelli benzenici separati da due carboni ecages in genere, da fitoalessine e da
regolatori di crescita. Ad esempio, I'acido lunidarXXVIll e un diidrossistilbene che
agisce da inibitore della crescffa.Al gruppo C6-C2-C6 appartengono anche gli
antrachinoni XXIX, emodina), composti triciclici che si ritrovano molte piante
officinali, anche come dimeri, utilizzate per lerdocaratteristiche purgative, come per

esempio il rabarbarb.
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Figura 9. Struttura chimica di alcurdomposti fenolici
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| flavonoidi C6-C3-C6 costituiscono una delle piu tipiche classi di costp fenolici

presenti in quasi tutte le parti delle piante siguerLa loro struttura chimica € costituita da
due anelli aromatici A e B e da un anello benzapi@ C Figura 10).** Nei calconi

'anello C e in una forma aperta; negli auroni é&tgoito da un anello a 5 atomi di
carbonio. | vari sottogruppi di flavonoidi vengoretassificati in base allo stato di
ossidazione dell’anello eterociclico C ed alla pmsie dell’anello B. Nella maggior parte
dei composti (flavanoni, flavoni, flavonoli ed aotanine) I'anello B e in posizione 2;

negli isoflavonoidi in posizione 3 e nelle 4-feailmarine (neoflavonoidi) e in posizione 4.

! )
—7OH ——OH
(o) ‘ o )
N A
\ L \ w |
HO HO
o o)
Flavanone Flavone
= =
=5 —jOH
SZCL AN y OH o OH X :
\ |
‘// J
HO HO
(e} (e}
Diidrocalcone Calcone
= |
—7OH
N O X HO. o
OH
V&%
HO 3
Flavano Aurone
=
7 o o —OH
O . | N N
HO// OH HO OH
OH
Flavan-3,4-diolo Flavan-3-olo
OH
G g
—7OH +
N O HO o)
/ >~
HO OH
OH OH o
Flavan-4-olo Antocianidina
/ |
—7OH
‘ x-© X
=
HO/ OH
(e}
Flavanolo Flavonolo

Figura 10. Scheletro generale dei flavonoidi e principali slas
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In natura sono presenti, inoltre anche struttuigoateriche, quali i biflavonoid{C6-C3-
C6),, come I'amentoflavonXXXI e la ginkgetinaXXXIll e le proantocianidin@C6-C3-
C6), (Figura 11).* Il processo di polimerizzazione pud essere vistme parte di una
strategia mirante a ridurre la possibilita che d¢stanze fenoliche interferiscano con i
processi metabolici cellulari. Vanno, infine, ridate le quattro principali classi di polimeri
fenolici: melanine, lignine, tannini e suberiffaLe melanine sono dei pigmenti scuri che
spesso si formano in seguito a polimerizzazionedatga di substratio-difenolici,
normalmente presenti in forma combinata con pretelim lignina lignum = legno) € un
costituente integrale della parete cellulare dietdé piante vascolari, incluse le specie
erbacee, associata alla matrice cellulosica tramaeti idrogeno o legami covalenti.
Questo polimero da un contributo alla tensione ots¢a dalla parete sul contenuto
cellulare mentre non sembra influenzare le caistighne di elasticita della parete stessa.
L’attitudine delle piante a formare lignina vienensiderata un fattore decisivo nel
processo di adattamento delle piante all’habitaestre. La formazione di pareti cellulari
lignificate fa si che piante legnose ed alberi ahbiun fusto rigido ed elementi conduttori
per il trasporto di acqua. | tannini sono polimeggruppabili, essenzialmente, in due
distinti sottogruppi sulla base delle loro carasterhe strutturali. 1 tannini condensati o
proantocianidine sono polimeri del flavan-3-oloymalmente non associati a zuccheri; i
tannini idrolizzabili sono polimeri che, per idmiliacida, basica o, in alcuni casi,
enzimatica, liberano zuccheri (normalmente D-gligos polioli analoghi ed un acido
fenolico. Tali composti sono efficaci come repeifierei confronti di predatori e parassiti.
Una loro caratteristica peculiare, infatti, € liasgjenza, una proprieta legata alla
precipitazione delle proteine salivarie, che remdessuti vegetali sgradevoli per gli
animali e che impedisce la loro invasione da pdrterganismi parassiti immobilizzando
gli enzimi extracellulari. Infine, la suberina e umateriale polimerico legato alle pareti
cellulari del periderma, che funge da barrieraamifronti di acqua e vari soluti e la cui
formazione viene spesso indotta da ferite provooateessuti vegetali da attacchi fungini

o danni meccanidi’
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Figura 11. Alcuni composti fenolic(C6-C3-C6),

1.2.1 Proprieta chimico-fisiche

La presenza di gruppi ossidrilici influisce noteweinte sulle proprieta chimico-fisiche dei
composti fenolici, infatti ne aumenta il carattédeofilico e conferisce loro un carattere
acido. A differenza degli alcoli, i quali hanno pK, molto simile a quello dell’acqua
(pKa~14), una soluzione acquosa di un composto fengiresenta una debole acidita
(pKa~10). In termini di costante di equilibrio, cio sifica che un composto fenolico in
soluzione acquosa tende debolmente a dissociaishénfenossido ed 4. | fenoli con
pochi gruppi ossidrilici sono solubili in metanol@&tanolo, cloroformio, etere ed
etilacetato. Fenoli con una o piu catene alifatildterali richiedono solventi meno polari
per la loro solubilizzazione. Molti glicosidi fenal sono solubili in acqua mentre |
corrispondenti agliconi sono meno solubili, comeepu corrispondenti eteri ed esteri.
Tuttavia, generalmente, la solubilita in acqua deiliconi fenolici aumenta con
'aumentare del numero di ossidrili presenti sulédo benzenico.

Per la presenza dell'anello aromatico, le sostafereliche presentano un intenso
assorbimento nella regione UV e visibile dello speelettromagnetico e tale assorbanza
viene notevolmente influenzata dal pattern di digizione dei gruppi ossidrilici sull'anello
aromatico. Di particolare interesse é I'assorbirnatdlle radiazioni ultraviolette che fa si
che i composti fenolici possano agire nelle piataeschermo nei confronti delle radiazioni
uVv.

1.2.2 Attivita biologiche dei fenoli

Diverse classi di sostanze fenoliche presentanattivita antimicrobica in grado di
contrastare efficacemente infezioni fungine, bather o virali*® Tale attivita viene

manifestata sia da fenoli preesistenti, che da toetaboliti che si formano nei tessulti

vegetali in seguito all'instaurarsi del processtetivo (fitoalessine). Al primo gruppo
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appartengono fenoli semplici, quali acidi fenokccinnamici, flavonoli, alcuni isoflavoni,
qguali il luteone e diidrocalconi, quale la florizmmentre fitoalessine di natura fenolica
appartengono, generalmente, alle classi degliagofioidi, dei flavani, degli stilbeni, dei
fenantreni, dei pterocarpani e delle furanocumaihenerose ricerche sono state condotte
per valutare il meccanismo con cui si esplica Issittta dei composti fenolici. Si e
riscontrato come la lipofilicita della molecola ela presenza di almeno un gruppo
ossidrilico acido costituiscano un requisito strtdte essenziale per una buona attivita
antifungina. La lipofilicita, infatti, permette allmolecola fenolica attiva di penetrare la
membrana cellulare del patogeno e successivaméngeuppo ossidrilico pud agire
disaccoppiando la fosforilazione ossidativa. Il npadsmo di tossicita dei tannini viene,
invece, collegato alla loro capacita di inibire ghizimi extracellulari del patogeno che gli
impedisce di penetrare nelle cellule dell'ospitevero alla loro capacita di depauperare il
substrato dei nutrienti necessari al patogeno, lkeorcomplessazione dei metalli e
I'insolubilizzazione delle proteine, od, infine, ach’azione diretta sulle membrane del
patogeno con conseguente inibizione della fosfidle ossidativd® Inoltre, i fenoli
ossidati possono svolgere un ruolo importante ne#lazione di polimerizzazione
ossidativa che coinvolge fenoli, amminoacidi e gie¢ e che porta alla formazione delle
melanine’® Tale reazione porta alla formazione di una baarieme ostacola |'ulteriore
sviluppo del patogeno e nello stesso tempo, soti@essigeno e nutrienti e depaupera il
substrato necessario allo sviluppo del patogenah@n’accumulo postinfezionale dei
fenoli preesistenti, pud essere considerato unt@speportante della risposta dei tessuti
infetti. In quasi tutte le specie vegetali studide sintesi delle fitoalessine & spesso
associata ad altri tipi di risposte difensive delianta quali la sintesi di lignina e tannini e
la deposizione di ulteriori strati di parete cedi@. In definitiva, la sequenza di eventi che
costituiscono la risposta difensiva, puo includeresuccessione morte e necrosi della
cellula ospite, accumulo di fenoli tossici, modizooni delle pareti cellulari dell'ospite ad
opera di sostituenti fenolici (reazioni di estedizione) o creazioni di barriere fisiche ed
infine produzione di specifiche sostanze antibiaiquali le fitoalessine. Questa sequenza
di eventi fa si che si possano distinguere due mtimella strategia difensiva della pianta.
In una prima fase si verifica un rapido accumuldetioli nel sito dell’infezione, i quali
agiscono rallentando o arrestando la crescitaaelgeno fintanto che non viene attivata la
seconda fase del meccanismo di difesa, nel corda deale l'ospite puo inibire

completamente il patogeno.
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I composti fenolici assumono una grande importapea 'uomo sia per il ruolo che
svolgono negli alimenti, che abbraccia anche appiani tecnologiche, che per quello che
svolgono nell'organismo umano, che richiama comameni a livello nutrizionale. Essi
contribuiscono all'aroma ed al sapore di molti a@bbevande; sono coloranti naturali,
direttamente presenti negli alimenti o usati conulitevi dall'industria alimentare;
esplicano, infatti, attivita antimicrobica ed assalante negli alimenti, favorendone la
conservazioné*®! D'altra parte, se a basse concentrazioni proteggoncibo dal
deterioramento ossidativo e microbiologico, ad atiacentrazioni possono interagire con
proteine, carboidrati, minerali contribuendo al @pamaro ed astringente di alcuni
alimenti e bevand® Per quanto concerne il ruolo nell'organismo umafmne sostanze
fenoliche sono radical scavengers ed esplicanoziamia contro le principali patologie
legate allo stress ossidativo (tumori, malatti@warascolari, osteoporosi, diabete, malattie
neurodegenerativey.Diversi composti fenolici hanno poi funzioni sfatie. | tannini, ad
esempio, svolgono azione antivirale e antibatterszmo attivi contro I'herpes labiale;
molti flavonoidi hanno azione ipocolesterolemizzanalcuni isoflavoni modulano gli

ormoni estrogeni.

1.3 Stress ossidativo—Antiossidanti naturali

1.3.1 I radicali liberi

| radicali liberi possono essere definiti come naole o frammenti molecolari contenenti
uno o pit elettroni spaiati nell'orbitale atomiconwolecolare piu estermd. L'energia
corrispondente a questa configurazione determiegatd instabilita e reattivita, a causa
delle quali i radicali liberi danno inizio a reaagicautocatalitiche che si propagano a catena
in modo incontrollato. | radicali liberi dell’'os®go o, piu generalmente, le specie reattive
dell'ossigeno (ROS), cosi come le specie reattaléadoto (RNS), sono sottoprodotti del
normale metabolismo cellulare. Nella cellula, lantéo principale di radicali liberi
dellossigeno (ROS) e rappresentata dai mitocondrilivello dei quali I'ossigeno
molecolare é ridotto ad acqua mediante I'aggiumtaséquenza di quattro elettroni.
Tuttavia, durante tale processo, vengono prodo#ssé quantita di forme reattive,
parzialmente ridotte, prodotti collaterali dellsspgazione mitocondriale. | piu comuni

sono I'anione superossido {Q, il radicale idrossile (OW il radicale idroperossile (HOQ

e l'ossigeno singoletto (P
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L’anione superossido (O, un ossidante fortemente reattivo, si forma pkelizone di un
singolo elettrone dall’ossigeno molecolare; vienasiderato il ROS “primario” in grado
di interagire con altre molecole e dare origine @SR‘secondari”, sia direttamente che
indirettamente tramite processi enzimaticiviene detossificato dalla superossido

dismutasi (SOD) a perossido di idrogeno ed ossigsgmndo la reazion(®:
20, +2H" ——  H,0,+0, ()

A sua volta, il perossido d’'idrogeno puo esserattlisato secondo due vie. La prima € una
reazione catalizzata dall’enzima catalasi che lovede molto velocemente ad acqua e

ossigendll) :
2H,0, —— 2H,0+0, (1

La seconddlll) e una reazione che vede implicata la glutationegsédasi (GPX), una
sostanza endogena che si ossida reagendo consispdr di idrogeno a basse concentrazioni
e producendo acqua, impedendo che questa reazemm®s$h avvenga a spese di strutture

cellulari:

H,0,+ 2 G-SH —= H,0 + G-5-5-G  (Ill)

Il radicale idrossile (OH, forma neutra dello ione idrossido, viene prodlatal perossido

d’idrogeno in presenza di metalli di transizioneme il ferro, il rame, il cromo, il cobalto,
che donano o accettano elettroni liberi duranteebezioni intracellulari: un esempio € la

reazione di Fenton che avviene in presenza di fe2rV) :
H,0,+Fe — = F&*+OH' +OH  (IV)

Il radicale idroperossile (HY) che si forma da una protonazione dell’anione sagsdo
(O2") ha una reattivita maggiore rispetto al radicadecdi ha origine e si pensa sia in grado

di attraversare le membrane biologicfie.
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La formazione di specie reattive radicaliche, otthe a livello mitocondriale, puo avvenire
anche a livello della membrana plasmatica; nei g@somi durante il metabolismo
dell'acido arachidonico ad opera della lipoossigena livello del reticolo endoplasmatico
liscio; durante i processi inflammatori acuti erdod per effetto della rapida attivazione della
NADPH ossidasi, un enzima presente in macrofageuwedciti, che ossida il NADPH

riducendo l'ossigeno ad anione superossido,’)(Oper effetto dellesposizione e

dell’'assorbimento di radiazioni ionizzanti od eaanti del’ambiente o prodotte da sorgenti
artificiali. In condizioni fisiologiche, i radicaligenerati comunemente nelle reazioni
metaboliche di trasferimento di singoli elettroone rapidamente neutralizzati da sistemi
protettivi non enzimatici rappresentati dalla ViiamE, dalla Vitamina C, dal glutatione e
dall’'ubichinone ed enzimatici come la superossidgmdtasi, la catalasi e la glutatione
perossidasi. Quando la produzione di radicali eegsiga, si viene a determinare un
particolate stato, definitestress ossidativp che indica la rottura dell’equilibrio tra i

componenti reattivi ossidanti e i meccanismi des# antiossidanti, a discapito di questi

ultimi.>’

1.3.1.1 Meccanismo di azione dei radicali liberi

L’accumulo dei danni provocati dai radicali libegenerato da una mancanza di equilibrio
tra i sistemi di produzione e di neutralizzazioéinéerno di un organismo vivente,
determina alterazioni a livello cellulare. In caicsovraproduzione di radicali & piu facile

che si possano manifestare danni a carico di mademole, quali il DNA nucleare e/o

mitocondriale, soprattutto da parte del radicaleosdile OH alterando le purine, le

pirimidine e il desossiribosi¥ | radicali possono essere anche promotori, aldivel
proteico, dell’ossidazione dei residui aminoacidici particolar modo di cisteina e
metioninad® e quindi portare alla formazione di legami crdciatediati, ad esempio, da
ponti disolfuro. Tali specie possono inoltre detielare una reazione a catena a carico dei
lipidi, sia della membrana plasmatica che delle im@ame degli organelli, chiamata
perossidazione lipidica. Tale processo pud essehnensatizzato in diverse fasi: una

reazione di inizioin cui gli acidi grassi poliinsaturi reagiscono coradicali liberi che

catturano I'atomo di H per formare i radicali datido grasso (Le); una reazione di

propagazionén cui tali radicali reagiscono con,@er formare radicali lipoperossidici che
danno inizio alla propagazione reagendo con attdi grassi poliinsaturi e formando lipidi
idroperossidi (LOOe) e nuovi radicali liberi di dcigrassi. Pertanto, si ottengono miscele
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che non intervengono reazioni di terminazioo@.Schema 1B)mostra come tali processi

possano essere arrestati con l'impiego di “antilzsgi”, specie che inibiscono la

formazione di nuovi radicali.

A) B)
ROO RH 1 ROO Y Antiossidante
0, R ROOH O R* Prodotto inattivo

Processo di iniziazione Processo di iniziazione

Schema 1A) Processo perossidati®) Processo perossidativo bloccato dall’antiossiglant

Le reazioni perossidative determinate da radiébéri sono responsabili direttamente o
indirettamente di alcune patologie quali sindromspiratorie, alcune forme tumord,
retinite pigmentos&’ danni al sistema cardiocircolatorio (ipertensiomerosclerosi, ictus
ed infarto)®® artrite reumatoide e alterazioni osteoarticdlariiemenza di Alzheimer e

morbo di Parkinsof?

1.3.2 Sistemi antiossidanti

Per proteggersi dal danno ossidativo, gli organigiventi, tra cui anche gli esseri umani,
utilizzano una serie di sistemi di difesa, locaizzin modo strategico nei vari distretti
cellulari. Con tale termine si includono sia leedi fisiche che i meccanismi antiossidanti
che operano con azioni difensive e riparatrici.

Gli enzimi specifici che interagiscono con le specaeattive dell'ossigeno sono la
superossido dismutasi (SOD) e la glutatione pedassi(GPx), presenti nel citosol e nei
mitocondri® e la catalasi (CAT), localizzata nei perossisdygl’'uomo esistono tre forme
di SOD (citosolica, mitocondriale ed extracellujamegolate da meccanismi indipendé&fti.
Solitamente questi enzimi sono localizzati in pro#s dei siti di produzione dell'anione
superossido e del perossido d'idrogeno sui quidicago®’

Gli antiossidanti possono essere distinti in prineasecondari. Quelli primari interferiscono
con linizio della catena lipoperossidativa ed udno chelanti dei metalli di transizioree,

idrossibenzofenoni, che proteggono le sostanzenmiga dalla degradazione fotochimica e
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composti solforati che reagiscono con gli idropsidis quelli secondari reagiscono con i
radicali propagatori, attraverso reazioni di trasfento di idrogeno o elettronico, reazioni di
addizione, terminando la catena lipoperossidativaraducendo un nuovo radicale meno
reattivo e piu stabile. Tra questi, vi sono i fenlel ammine aromatiche, i dialchilnitrossidi, i
diarilnitrossidi e idrossilamine. Come accennat@cpdentemente, alcuni antiossidanti
vengono sintetizzati direttamente nel nostro orgrani (endogeni); altri, come i tocoferoli, i

carotenoidi e I'acido ascorbico vengono assuntilaatieta (esogeni).

1.3.2.1 Antiossidanti esogeni

Molte sostanze presenti in natura nei vegetali bdancapacita di reagire con i radicali
liberi. Alcune di esse interrompono le reazioni éieca che portano alla formazione di
ulteriori radicali, impedendo cosi la propagazialet danno cellulare; altre svolgono una
funzione di scavenger delle ROS, ossidandosi avolta e richiedendo di essere rigenerate
per riacquistare la loro funziofig.Tra gli antiossidanti, vi sono i polifenoli ripatt in
Figura 12, presenti in alimenti di origine vegetale, qualitfa, verdura, olio, vino, te,
cioccolato ed altri prodotti a base di caéa&ebbene la biodisponibilita di questi composti
rappresenti un problema che ancora non ha trovaaigposta univoca e convincente, studi
epidemiologici hanno evidenziato che, allaumentdet loro consumo, € associata una
riduzione del rischio di malattie cardiovascolatimori e disordini neurodegenerati¥i,
suggerendo che gli effetti benefici siano da atiri, soprattutto, alla capacita dei polifenoli
di combattere lo stress ossidativo che caratterezzecomuna queste patologie. Il potere
antiossidante di tali composti dipende dal numerareelli fenolici, dal numero e dalla
posizione di gruppi idrossilici, dalla presenzaldppi legami. In particolare, si e visto che é
determinato dalla presenza di un sistema catecadlicoin’insaturazione in posizione 2,3
associata ad una funzione 4-carbonilica nell'an€lie di gruppi funzionali capaci di chelare
i metalli di transizioné! Inoltre, le differenze strutturali determinano iahilitd nella
biodisponibilita di questi composti, sia in termidi diverso assorbimento nel tratto
gastroenterico che di metabolismo e di capacitdigiribuzione in tessuti e organi. In base
alla loro maggiore o minore capacita di proteggikedanno ossidativo le macromolecole,

all'interno di ogni classe di polifenoli & statalsilita una gerarchia tra i vari compo&ti.
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Figura 12. Principaliantiossidanti esogeni

Le proprietd antiossidanti sono state consideratenpolto tempo le uniche funzioni dei
polifenoli,”® ma alla luce di nuovi dati sperimentali, questmise essere un modo troppo
semplice e riduttivo di considerare la loro atfiit Infatti, nei sistemi biologici sono in
grado di modulare I'espressione e/o I'attivita dzieni come telomeragF, ciclossigenasi®
lipossigenasl! xantina ossidasf metalloproteinasi’ enzima di conversione
dell'angiotensin&? protein chinas? di interagire con le vie di trasduzione del segffal
con i recettori cellulaff® con le vie apoptotiche caspasi-dipend&hton la regolazione del

ciclo cellular& e con linduzione di enzimi detossificafiti.Sono anche in grado di
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aumentare la produzione di vasodilatatori, comssigo nitrico’’ influenzare la funzione
delle piastring® e competere con il glucosio nel trasporto attrswée membrane cellulafi.
Non bisogna, tuttavia, ignorare I'attivita pro-afmite dei polifenoff® che puod avere effetti
opposti sui processi fisiologici cellulari di badefatti, se da un lato, i polifenoli possono
migliorare la sopravvivenza cellulare agendo daoasidanti; dall’altro, come proossidanti,

possono indurre apoptosi, necrosi o arresto defléfgrazione cellularé!

1.3.2.2 Meccanismo di azione degli antiossidanti
In Figura 13 sono riportati alcuni antiossidanti che verranmesp come esempio per

discutere alcuni dei possibili meccanismi di azione

A
) CH,CH,OH CH,CH,OH  CH —CHCOOH

CH,
HO
CH, CH,
OH |
CH H,C 0~ ™CH,{CH,CH,CHCH,),H
OH OH OH

CH,

c-ldrossitirosolo Tirosolo Acido Caffeico a-Tocoferolo

HC,_ cH, G fon
H,C CH,
on, H H
p-Carotene Acido Ascorbico
B)
OH OH ) NFPh
Lk @ Q’&
J) 'TI CH, 'T‘ CH,
eH, e 0 Q
BHT BHA TEMPO Nitrossido 1 Nitrossido 2

Figura 13. A) Alcuni antiossidanti naturalB) Alcuni antiossidanti sintetici

a) Inibizione per cessione di un atomo di idrogeno

L’acido ascorbico, i tocoferoli ed i derivati femdl in genere, che indicheremo
genericamente con ArOH, svolgono la loro attiviti@sidante tramite la cessione di un
atomo di idrogeno secondo la reazioné).(L’inattivazione del radicale perossidico
impedisce che il processo ossidativo si propaglihanse un nuovo radicale viene

generato. Tale reazione € in genere molto effiesise@modinamicamente favorita poiché il

legame O-H fenolico € meno forte (BDE: Bond Disation Enthalpy= 80 kcal/mole) di
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quello idroperossilico (BDE= 106 kcal/mole). Tuttavia, questa reazione & foetete

condizionata da effetti di solvataziotfee quindi condizionata dal sistema in cui avviene.

ROO +ArO-H =— = ROO-H+A0O (V)

Con lo stesso meccanismo, I'antiossidante pud eederatomo di idrogeno anche ad un
radicale alchilico, come mostrato nella reaziowe),( bloccando anche in questo caso Il

processo perossidativo.

R +ArO-H «— RH+Ar0O" (VI)

Tuttavia, tale reazione e sfavorita rispetto alfa. (Infatti, a livello dei sistemi lipidici, i
radicali al carbonio che si formano durante la psigazione degli acidi grassi poliinsaturi
sono solitamente di tipo allilico o bis-allilico m@ nel caso degli acidi omega-6 e omega-
3, rispettivamente. Poiché I'energia di dissociaeidi un legame O-H fenolico e simile a
quella di un legame C-H allilico o bis-allilico, f@azione VYI) non € molto efficiente e,
pertanto, il radicale al carbonio reagisce piulfaente con I'ossigeno con formazione del
radicale perossidico secondo la reazie

La maggiore attivita antiossidante dei polifen@i a struttura catecolica che idrochinonica
rispetto a quella dei semplici fenoli viene spiegebnsiderando che il semichinone che si
forma nel primo stadio della reazione puo inativan secondo perossile trasformandosi in
chinone secondo la reaziof\éll) . Questo meccanismo é supportato dal fatto cheDla B

del legame O-H del semichinone & di ca. 55 kcakaibl

ROO ROCH ROGC+ ROOH
H

(VII)
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b) Inibizione per trasferimento elettronico (Electron Transfer)
Alcuni antiossidanti, come f3-caroteni, non possiedono atomi di idrogeno mafgilbe

facilmente estraibili), ma sono molecole “elettraoche” °*

e pertanto possono essere
ossidate da radicali all’'ossigeno, come i perqggiilialcossili e 'idrossile”

Un criterio semplice per valutare la fattibilitawh processo di trasferimento elettronico, in
base alla Teoria di Marci8 consiste nel verificare che la differenza tradtgmziale di
ossidazione del donatore ed il potenziale di ridnidell’accettore sia inferiore a 0.4 V.
Pertanto, nel caso dplcarotene, avendo questo composto un potenzialssitiazione di
0.7 V vs. NHE e un perossile un potenziale di ridne di 0.8 V vs. NHE, il processo di
trasferimento elettronico é favorito (la differenda potenziale € pari a -0.1) ed e
esoergonico di 2.34 kcal (-0.1 V x 23.36 kcal/\fpltre, con radicali come I'idroperossile,
gli alcossili e I'idrossile che hanno potenzialiratiuzione piu positivi degli alchilperossili,

la reazione di ossidazione decaroteni avviene facilmente.

C) Inibizione attraverso intrappolamento di radicali (Scavenging)

Tutti i radicali che prendono parte al processmggdativo possono essere resi inattivi in
seguito a reazione di accoppiamento con un altficake, secondo la reazionéll] ). Tale
reazione ha un’energia di attivazione quasi nullguindi avviene con una velocita

prossima alla diffusion?’
ROO +R" —— ROOR (VI

Alcune sostanze, quali gli aminossili o nitrossatlicali, hanno un elettrone disaccoppiato
e sono quindi specie radicaliche ma, in manierdogaaai fenossi radicali, sono poco
reattive nei confronti di molecole non radicalichf@Queste sostanze reagiscono con i
radicali alchilici ad una velocita controllata @atiffusione’® dando luogo alla formazione

di alcossiammine come indicato nella reaziix@ .

( NO +R—— {( N-O-R (X

| nitrossidi 1 e 2 riportati in Figura 13 B, oltre che con i radicali al carborild si

accoppiano efficacemente anche con i radicali ssigeno (HQ'® RO ROG* e
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ArCOO ) per dare prodotti non pitl paramagnetici. N&kthema 2vengono riassunte le

reazioni attraverso cui tali composti esercitaniota azione antiossidant&!

©f¥ X
x Tl = %ﬁ&

Ph
N R

X
I ‘-._\
y *@f&
=4
i NO
@5&0’!1 / l \
. ArS -
|7l R l Ph
OH X
X N
Ph o
i ArS(O)n o i
. N (u)
NoF H
H

Schema 2Reattivita di nitrossidi indolinonici nei confrordi diversi radicali.

Sulla base della reattivita mostrata, sono statajpmesi diversi studi in cui i nitrossidi sono
stati utilizzati come antiossidanti in sistemi ligici sottoposti a “stress ossidativo”. In

Y

particolare, & stata studiata la loro attivita @sgidante nella perossidazione dell’acido
linolenico*® dei microsomi di fegato di ratt3® delle lipoproteine a bassa densftadelle
proteine’®® del DNA® In tutti i casi & stato dimostrato che tali contppsssiedono una
notevole attivita antiossidante. Tuttavia, esseddo radicali, possono avere una certa
attivita pro-ossidante. Infatti, attraverso unazieai di cessione di idrogeno, danno luogo
alla formazione di un nuovo radicale, come indiagoericamente nella reazior€)(ma
I'idrossilammina che si forma dal nitrossido pudfionare a sua volta da antiossidante
per cessione di idrogertd? Infatti, in tale composto I'energia di dissociazodel legame
O-H é molto simile a quello di un comune antiosstda la Vitamina E (79.3

Kcal/mole)**

\ \
N +RH — + R (X
N RH /N\OH (X)
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1.4 La green chemistry
La green chemistry, detta anche chimica verde michi sostenibile, € un nuovo approccio

della chimica che applica principi innovativi nelfmogettazione di processi chimici e
rappresenta uno strumento fondamentale per comseguno sviluppo industriale
sostenibile, prevenendo e riducendo sostanzialmfemainamento e l'impatto ambientale.
E’ nata negli anni novanta negli USA, quando diverhiaro che i regolamenti normativi
emessi nei decenni precedenti, come il "Clean Ast"A1970) o il "Toxic Substances
Control Act" (1976), pur apportando miglioramemtitermini di inquinamento ambientale,
non erano sufficienti e comportavano costi elepati le amministrazioni pubbliche. I
primo atto pubblico che ha affrontato il problenella prevenzione é stato il “Pollution
Prevention Act” del 1990. Un anno dopo, I'Enviromi@®rotection Agency (EPA) ha
definito la green chemistry come la progettaziomepmbdotti e processi chimici che
riducono o eliminano l'uso o la formazione di sng&pericolose. Tale concetto racchiude
tutti gli aspetti e i tipi di processi chimici chielucono I' immissione di sostanze chimiche
nocive per I'ambiente e per la salute umana. lrogailo sviluppo della green chemistry
stato piu lento. In Italia e stato istituito il Gamrzio Interuniversitario "La Chimica per
I'Ambiente" (INCA) e in Spagna l'Istituto Univeraito di Barcellona (IUCT). Con |l
passare degli anni, la green chemistry ha avutdane espansione anche nelle Universita
e nel settore R&D delle industrie chimiche e sotad sntrodotti riconoscimenti per la sua
attuazione. Nel 1995 e stato istituito dall'amntmagione Clinton il premio presidenziale
per la green chemistry (Presidential Green Cheyi€thallenge Awards); nel 1998,
accogliendo una proposta dell'EPA, é stato istitaltinterno dellOCSE (Organizzazione
per la Cooperazione e lo Sviluppo Economico) un atm Guida per le attivita della
chimica sostenibile. Nel 1999 e stata introdottamendo scientifico la rivista a carattere

internazionale "Green Chemistry".

1.4.1 | principi della green chemistry

Per valutare quanto una sostanza chimica, unaoreazo un processo industriale,
rispondano al concetto “green” sono stati sviluppat Anastase e Warnerpét? dodici
principi su cui é fondata la green chemistry:

1. E' meglio prevenire la formazione di rifiuti cldeverli trattare dopo che sono stati
prodotti.

2. | metodi di sintesi dovrebbero essere ideatiipesrporare il piu possibile nel prodotto

finale tutti i materiali usati nel processo (pripioi di atom economy).
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3. Se possibile, le metodologie di sintesi dovrebbessere ideate per usare o generare
sostanze poco o per nulla tossiche per la salutnara I' ambiente.

4. Dovrebbero essere ideati prodotti chimici chent@agono l'efficacia funzionale,
riducendo la tossicita.

5. L' uso di sostanze ausiliarie (solventi, agdnseparazione, ecc.) dovrebbe essere reso
non necessario, se possibile, e innocuo, se nemessa

6. | fabbisogni di energia dovrebbero essere valutdase al loro impatto ambientale ed
economico e minimizzati. Le reazioni di sintesi cebero essere condotte a temperatura e
pressione ambiente.

7. Una materia prima dovrebbe essere rinnovabiltqsto che esauribile, quando sia
fattibile tecnicamente ed economicamente.

8. La formazione di derivati non necessari (prateeideprotezione, modifiche temporanee
di processi fisico/chimici) dovrebbe essere evjtatapossibile.

9. I metodi catalitici sono piu selettivi di quedliechiometrici.

10. | prodotti chimici dovrebbero essere ideati nraniera tale che non persistano
nell'ambiente e si degradino in prodotti innocui.

11. E' necessario sviluppare ulteriormente le tlegie analitiche per permettere il
monitoraggio in tempo reale durante i processilembmtrollo prima della formazione di
sostanze pericolose.

12. Le sostanze usate in un processo chimico erdafbrma dovrebbero essere scelte in
modo da minimizzare il potenziale per gli incidewmtimici (includendo emissioni,
esplosioni ed incendi).

Attuare tali principi nella progettazione e produm di sostanze chimiche non é altro che
semplice, poiché é estremamente difficile valutbeeocompatibilita di una sostanza
rispetto ad un’altra o definire I'impatto ambiemtali un certo tipo di processo produttivo
rispetto ad un altro. Infatti, la dinamica dei siat coinvolti & estremamente complessa e
per fare una valutazione completa si dovrebbe amred’intero ciclo di vita del prodotto

o del processo, spesso impossibile da attuarearRestrealisticamente nessun processo o
reazione sara ad impatto zero sull’ambiente. Tigta¥ di interesse dell'intera comunita
scientifica ridurre I'impatto ambientale di qualwegprocesso industriale non soltanto per
trarne vantaggi dal punto di vista ambientale mzhareconomico e sociale.

Con l'obiettivo di una sua applicazione, la gred&eroistry si puo suddividere in aree di
ricerca fondamentali che si basano sull'utilizzo rdateriali di partenza e processi

alternativi a quelli convenzionali; di condizioni kazione alternative per I'ottenimento
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dei prodotti finali. E’ ovvio che tali aree sonaeftamente correlate. Infatti, utilizzare
materiali di partenza alternativi implica spesagsd$ di reagenti o condizione di reazioni
diverse da quelle tradizionali.

Nello specifico, prestando particolare attenziodeakuni dei principi fondamentali della
Green Chemistry, l'attivita di ricerca di questottdeato ha previsto I'introduzione di

sistemi catalitici in solventi innovativi ed ecocpatibili, o sviluppo di procedure

sintetiche in assenza di solventi, e la sintesmailecole ad elevato valore aggiunto,

utilizzando come materiali di partenza i polifen@dintenuti negli scarti agroindustriali.

1.4.2 Le reazioni di ossidazione

Nellambito delle reazioni organiche, i processsidativi hanno un ruolo importante per
I'introduzione di modifiche strutturali nei compostganici e la sintesi di fine-chemicals.
Generalmente, tali processi vengono condotti cagerti stechiometrici altamente tossici
come il bicromato di potassio §&rO;), il periodato di sodio (Nalg) e il permanganato di
potassio (KMnQ).

Per ridurre I'impatto ambientale di tali proces$a, anni I'attenzione e rivolta all'impiego
di ossidanti ecocompatibili quali il perossido drageno (HO-) e I'ossigeno molecolare
(Oy). Tali reagenthanno, pero, un potenziale redox troppo basso gsdare la maggior
parte delle sostanze organiche naturali; € quiadessario una loro attivazione da parte di
catalizzatori. In generale tali specie sono castitla metalli di transizione (Fe, Mn, Co,
Rh, Mb, Re) in fase omogenea oppure supportati atriech organiche o inorganiche
(catalisi eterogenea). Tramite reazione con@k tali specie metalliche tendono a formare
perossocomplessi di varia struttura che rappresenta specie attive dei processi di

ossidazione.
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2  SCOPO DELLA RICERCA

L attivita di ricerca svolta durante il triennio dpttorato si € inserita in un’ampia tematica
sviluppata ormai da alcuni anni presso il Labotatdr Chimica Organica e delle Sostanze
Organiche Naturali dell’'Universita degli Studi @elluscia, Dipartimento di Agrobiologia
e Agrochimica, Unita di Ricerca del Consorzio lataversitario “La Chimica per
I’Ambiente” (INCA) il cui responsabile scientific®@ il Prof. E. Mincione.

Gli obiettivi principali di questa tematica sono la messa agdnprocessi ossidativi a
basso impatto ambientale e la valorizzazione clandicsostanze fenoliche presenti negli
scarti agroindustriali. Pertanto, prestando padi@attenzione ad alcuni dei principi della
green chemistry, sono state sviluppate nuove méiggodi ossidazione a basso impatto
ambientale utilizzando il sistema catalitico acoossigenata (bD.)/metiltriossorenio
(CH3ReQ;, MTO) sia in fase omogenea che eterogenea in rsoleeganici tradizionali.
Tali medologie sono state applicate per la modifmae chimica di sostanze organiche
naturali maggiormente presenti negli scarti agrostdali per preparare nuove molecole
bioattive e fine-chemicals in accordo con il prmoidi “bioraffineria” introdotto nel 7°
Programma Quadro della ricerca europea.

Nell'ambito dei processi catalitici, allo scopo ritilurre I'impatto ambientale, una prima
parte dell'attivita di ricerca di questo dottorata riguardato la messa a punto della
metodica di ossidazione di sostanze organiche lcoomplesso acqua ossigenata@b)/
metiltriossorenio (ChReG;, MTO) in solventi di reazione “green”, quali i lgli ionici
(IL) e il dimetil carbonato (DMCJ** 114

Una seconda parte ha riguardato la messa a pump@ckdure sintetiche a basso impatto
ambientale a partire da molecole presenti neglitisdalla lavorazione delle olive e dei
cereali (acidi cinnamici, tirosolo ed alcol omovaoo) per I'ottenimento di molecole ad
elevato valore aggiunto. In particolare sono Siatietizzati:

a) 4-vinil fenoli, antiossidanti e fine-chemicals diteresse industriale nel settore
alimentare, cosmetico e dei materiali polimerida ecarbossilazione di acidi
cinnamici in microonde (MW) e in assenza di solijéht

b) 4-aril-dildrocumarine, di cui € nota I'attivita bitoria dell’HIV, per condensazione
tra acidi cinnamici e tirosolo; dalla successiveolidi di tali composti sono state

ottenute nuove molecole antiossidanti;
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c) idrossitirosolo a partire da tirosolo ed alcol omoMico, utilizzando agenti
ossidanti efficienti quali i reattivi dello iodipervalente e lavorando in condizioni
blande di reazion&® !’

Le procedure sintetiche utilizzate per ottenerd-kril-diidrocumarine e I'idrossitirosolo
hanno richiesto la protezione selettiva della fangai alcolica. Sono state, quindi, messe a
punto nuove metodologie di protezione chemosekettivfunzioni alcoliche presenti nei

fenoli utilizzati, estese poi ad altre sostanzeliehe largamente diffuse in natur4.
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3 RISULTATI E DISCUSSIONE DEI DATI

3.1 Ossidazioni catalitiche con il sistema ossidante,®,/MTO in liquidi ionici e

dimetil carbonato

3.1.1 Il sistema catalitico HLO,//MTO

Negli ultimi anni, il metiltriossorenio (CiRe(;, MTO) ha assunto un ruolo importante
nella catalisi ossidativa, omogenea ed eterogagraaie all’elevata efficienza e selettivita
dimostrata in un'enorme varieta di trasformazidntetiche'*® Infatti, sono stati riportati
molti esempi di ossidazioni di olefif& alchini!?’ derivati aromatict?* fosfine??
composti organoazotati? ossidazioni di Baeyer-Villiget*® e di reazioni di inserzione di
ossigeno in legami C-£° Il gruppo di ricerca presso cui ho svolto il tmém di dottorato
ha esteso le potenzialita ossidative di tale siateatalitico ad una grande varieta di
sostanze organiche natursi.

Il ruolo del’MTO in queste ossidazioni e stato aampente studiato ed é stato dimostrato
che le specie attive dei processi di ossidaziom® sbmonoperossometallo complesso
mpRe [MeRe(O)}(0,)] e il diperossocomplessdpRe [MeRe(0)(Q),] (Schema 3,
caratterizzati da un’intensa colorazione gidlaletteratura é riportato cherpRe ha un

massimo di assorbimento\&330 nm e idpRe a 360 nm-*®

0 0
I H0, Oxll o H0. O e
/

|
Res =—= Re™/)” —= O—Re
A/

\Y

H3C/ (@) H,O HSC( ‘O H,O H3C( (@)
MTO mpRe dpRe

Schema 3Formazione dei complessipRe edpRe tra HO, e MTO

Con lo scopo di ridurre ulteriormente I'impatto aeriiale di tali processi ossidativi, una
parte dell’attivitd di ricerca di questo dottorata riguardato la messa a punto delle
condizioni sperimentali per I'utilizzazione di tadestema catalitico in solventi innovativi a
basso impatto ambientale, quali i liquidi ionicbheenti di largo uso negli ultimi anni in
sintesi organica e in dimetil carbonato, al comtrasolvente ancora poco utilizzato a scopo

sintetico.
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3.1.2 Liquidi lonici
A differenza dei solventi organici tradizionaliJiquidi ionici (IL) sono liquidi costituiti

interamente da ioni le cui caratteristiche chimfistceche variano in base al tipo di catione e

di anione che li compongort8® Generalmente il catione & di natura organica eqss@re

un alchilammonio, un alchilfosfonio, un 1-alchilR®etilimidazolio o un 1,4-

dialchilpiridinio, mentre I'anione pud essere siganico che inorganicd-{gura 14).

R;{ 'R R R
1 R4 3 1 R4 3

CATIONI

Alchilammonio

Ry

Alchilfosfonio

CH;,

BF,, PR, SbR, NO,

ANIONI  CFsSO5, (CRSON,

ArSOy’, CHCO,,
CH,CO,, ALCl;

S

@Q

1,4-dialchilpiridinio 1-alchil-3-metilimidazolg

Figura 14. Cationi e anioni che costituiscono i liquidi ionici

La variabilita dell’accoppiamento catione/anionensente di modificare le proprieta
chimico-fisiche dei vari liquidi ionici. InTabella 8 sono riportate le principali
caratteristiche fisiche dei liquidi ionici avengipcatione I'1-alchil-3-metilimidazolio

Anione Punto di fusione (°C)| Densita (g/cri) | Viscosita (mPas)| Conduttivita (S/m)
BF, -82/-83 1.17 (30°C) 233 (30°C) 0.17 (25°C)
PRy -61 1.37 (30°C) 312 (30°C) 0.15 (25°C)

CRSOy 16 1.29 (20°C) 90 (20°C) 0.37 (20°C)

CFCO, -50/-30 1.21 (21°C) 73 (20°C) 0.32 (20°C)
NTf, -4 1.43 (19°C) 52 (20°C) 0.39 (20°C)

Tabella 8. Caratteristiche fisiche di alcuni liquidi ioni¢i-alchil-3-metilimidazolio)

| liquidi ionici attualmente piu utilizzati sono Butil metil imidazolio tetrafluoroborato
[bmim]BF,, il butil metil imidazolio esafluorofosfato [bmimFs, I'etil metil imidazolio
tetrafluoroborato [emim]Bfe I'etil metil imidazolio esafluorofosfato [emimifg (Figura

15).
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CHs CHs CH,CHs CH,CHs

N N N N

[@> BF, @> PFe @> BF, @> PFe
N N N N
CH,CH,CH,CHg CH,;CH,CH,CHg CH,CH,CH,CHg CH,CH,CH,CHjg
[bmim]BF, [bmim]PFg [emim]BF,4 [emim]PFg

Figura 15. Struttura chimica dei liquidi ionici attualmernd@ utilizzati

| liquidi ionici sono sali organici, liquidi a terepatura ambiente. Le loro peculiari
proprieta, come la non volatilita, la non infiamniiéd e la loro eccellente stabilita chimica
e termica, ne hanno fatto un’interessante alteraati convenzionali solventi organici,
soprattutto per i processi ecocompatibili. | liguahici hanno un basso punto di fusione (<
100°C) e rimangono liquidi in un ampio intervallo tdmperatura (< 300°C). Una delle
proprieta piu interessanti € la loro elevata ptdargrazie a cui, hanno la capacita di
solubilizzare un elevato numero di sostanze. Bbsiafatti dimostrato, che la polarita dei
comuni liquidi ionici & simile a quella del metaapldel 2-cloroetanolo e dell'N-
metilformammide-* Tuttavia, nonostante questa caratteristica, lagioagarte dei liquidi
ionici € idrofobica, ad eccezione del [bmim]Béhe € completamente miscibile in acqua.
Tale liquido ionico pud dissolvere solo fino ad mmassimo di 1% di acqua, ma la sua
presenza ne modifica le proprieta fisi¢fikl liquidi ionici sono generalmente immiscibili
con molti solventi organici in particolare con duelpolari, come I'esano e il toluene.
L’immiscibilita dei liquidi ionici in acqua e neioventi organici li rende utilizzabili in
sistemi bifasici. Paragonati ai classici solvenyamici, i liquidi ionici sono molto piu
viscosi. La viscosita di un liquido ionico € stegttente legata alla sua tendenza a formare
legami idrogeno e puo essere diminuita o aumentdadiemperatura o aggiungendo
cosolventi organici. Normalmente, un liquido ionman una catena alchilica piu lunga sul
catione e una dimensione dell’anione piu grandesgmi& una viscosita piu alta. Un
evidente vantaggio nell’'utilizzo di liquidi ionicin alternativa ai solventi organici
tradizionali € che proprieta chimico-fisiche, cotagolarita, I'idrofobicita, la viscosita e la
miscibilita, possono essere modulate variand@o tli catione e/o di anione. Anche se i
liquidi ionici sono commercialmente piu costosi deiventi organici, il loro impiego su
scala industriale e possibile attraverso il rigdb dopo il recupero e I'isolamento del
prodotto di reazione.

Negli ultimi tempi, i liquidi ionici sono stati angamente utilizzati come solventi di
reazioni catalitiche per condurre un elevato nunuétoasformazioni sintetichE? quali le

reazioni di Diels-Aldet>® le acilazioni di Friedel-Crafts* le esterificazioni di alcofi*® le
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alchilazioni regioselettive di composti aromatii, le alogenazioni stereoselettive di
alcheni ed alchint*” le riduzioni di aldeidi e chetori?® e le cicloaddiziont®® La maggior
parte dei catalizzatori metallici € solubile nejuidi ionici e in tali solventi aumentano la

loro efficienza, stabilita ed attivita.

3.1.3 Il dimetil carbonato (DMC)
La maggior parte della letteratura disponibile BMC riporta esempi sul suo uso come

reagente chimico non tossico, in particolare comente metilante in sostituzione dello
ioduro di metile e del dimetil solfato (sostanzea@aogene) e come agente carbonilante in
alternativa al fosgene (reattivo molto tossico).

I lavori iniziali che descrivono I'uso del DMC rig@no agli anni '50 e sono relativi alla
sintesi del difenil carbonato utilizzato per la guaione di policarbonati aromatici.
Inizialmente il DMC veniva prodotto per reazione tit fosgene ed il metanolo, una

reazione altamente tossiCdl) :

2 CH30H + COCl,

CO(OCH3), + 2 HCl  (XI)

Successivamente, per ridurre I'impatto ambientadé mrocesso sintetico, Enichem ha

sviluppato una tecnologia basata sulla ossicarapooie del metanolo, impiegando

cloruro rameoso come catalizzatore, secondo laceazX|l) :**°

2 CH3OH + CO +1/2 O, CO(OCHj3), + H,0 (XII)

Il DMC e caratterizzato da tre centri reattivi &iefili rappresentati dai due gruppi metilici
e un gruppo carbonilico. Sfruttando queste pawdicgbroprieta, il gruppo di ricerca del
Prof. P Tundo, Direttore del Consorzio La Chimies p’Ambiente (INCA) ha pubblicato
un elevato numero di lavori sull'utilizzo del DMCome reagente metilante e
carbossimetilant&*'142143discriminando la reattivita in base alle condiziatilizzate e al

tipo di nucleofilo soft o hard presente nel’amhedi reazione.In particolare, a T=90°C,

" Si attribuisce I'aggettivinard alle specie difficilmente polarizzabili, caratteréte da una elevata energia
del Lumo (per le specie elettrofile) o da una bamsargia del’Homo (per le specie nucleofilsift alle
specie chimiche che sono facilmente polarizzab#ratterizzate da un’elevata energia dellHomo (per
specie nucleofile) o da una bassa energia del L{pewle specie elettrofile).
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il DMC reagisce da agente carbossimetilai@ehgma 4, § mentre a T>120 °C e sotto
pressione da agente metilangeliema 4, . Da entrambi le reazioni, il sottoprodotto che
si forma e il metanolo, che puo essere facilmeigielato per sintetizzare nuovamente |l
DMC 144

a) Reazione di carbossimetilazione, T=90°C

/
O Hard BAC2 R
/‘\):o —>» NuCO,Me +MeO

Hard Nu® O\

b) Reazione di metilazione, T>120°C :

Soft NU’ O/ Soft 8.2
Y0 —"> NuMe +MeO+CO,
Q
\

Schema 4Reattivita del DMC in presenza di un nucleofilo

Le sue caratteristiche chimico-fisiche e la basssitita, paragonata a quella di altri
solventi organici, ne fanno un mezzo di reaziomsso impatto ambientale alternativo a

quelli tradizionali Tabella 9).

Proprieta
Parametri di solubilita (cal/cHt” 9.9
Miscibilita in acqua solvente 4@, , %w 12.8
Punto di ebollizione °C 90
LD50 orale, topo, g/Kg 13.8
LC50 orale, topo, ppm 35000/4h
Irritabilita non irritante
VOC (volatile organic compounds Classe \%
Biodegradabilita 28 giorni chiuso in bottiglia (%) 89

Tabella 9. Proprieta del DMC

A discapito della sua bassa tossicita, pochi sdawari che descrivono l'utilizzazione del
DMC come solvente in reazioni di sinté&i trovando solamente applicazione in alcuni

settori industriali, come quelli delle vernici, diegdesivi, degli aerosol. Recentemente con
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ad un massimo di 200 mg/I per la stabilizzazionerofiologica Figura 16).

Limiti per Futilizzazione di talune sostanze

{Articolo 5 del presente regolamento)

I limitl massimi per Tutilizzazione delle sostanze di cui all'allegato IV del regolamento (CE) n. 14931999, alle condizioni

ivi indicate, sono i sepuenti:

Sostanze

Utilirzarione per le uve fresche, il mosto
d'uve, il mosin duve parzilmente fer-
mentato, § mosto d'uve parzialmente
fermentato ottenuto con uve parzil-

mente asite, 1 mosto d'uve concen-

trato e il vino nuowe ancors in fermen-

Utilizzazione per il mosto di uve parzial-
mente fer desti al

temana diretto tal quale, §l vino atio alla
produrone di vino da tavob il vino da

taveds, il vino spumante, § vino spumante
gassificato, il vino fizzante, 4 vino friz-
zante gassificato, 1 vind liquorosi ed |

tazione vaprd
Prepanati & scorze di lievit 40g/hl 40g/hl
Anidride catbonica tenore massimo del vino trattato: 2 gfl
Addo L-ascorhico 250 mgfl 250mg/l; il tenore massimo del vino

trattato non deve essere superiore a
250 mgfl

Addo citico

tenore massime del vine trattato: 1 g/l

Addo metatartarico

100 mg/l

Solfato di mme

1g/hl a condizione che il prodotio
trattato non abbiz un tenom di rame
superiore a 1 mg/l

Carboni per uso endogico

100 ¢ di prodotto seceo per hl

100 g di prodotte secco per hl

Sdi nutritivi fosfate di ammenio o
solfate di ammonio

1g/l {espresso in sale) (=)

0.3 gl {espresso in sale), per I'dabora-

zione del vini spumant

Sdfito di ammonio o Wisolfite di am-
monic

02 gl fespresso in sale) (1)

Fattori di crescita: tamina sotto forma
di cloridrato & tiamina

0.6 mgfl gspresso in Hamina)

0.6 migfl (espresso in Hamina), per Fe-
laborazione dei vini spumanti

Palivindpolipirelidone 80 g/hl 80ghl

Tartrato di cakio 200 ¢/hl

Fitato di caldo 8gfhl

Lisozima 500 mgfl =) 500 mgjl (=)

Dimetildicarbonato 200mg|l; residii non dlevabil nel

vine immesso sul mercato

*) Questi prodotti possono essere utilizzatl anche conghntamen®e nel Bmite complessivo di 1 gjl, fermo restando il limite di 0,2gj1
AN Ot

"% Quando Fagghmb & effethuats nel mosto e nel vino, il quantitaive comulative non pud superare i bmie d 500 mgjis

CAMPO I¥ AFPLICAZIONE

ALLEGATO I

ALLEGATO IX bis
Prescriziond per il dimerildicarbonato
{Articole 15 bis del presente regolamento)

1l dimetildicarbonato pub esser aggiunto al vino con il seguente fine garantire la stabilizzazione microbiologica del vino
in bottiglia contenente zuccheri fermentescibili

PRESCRIZIONI

— Laggiunts deve essere effettuata solo poco prima dellimbottighamento

— Possono essere sottoposti a tae trattamento sokanto i vini aventi un tenome di zucchero pari o superiore a Sgfl

— La dose massima di utilizzazione & stabilita nell'dlegato IV del presente regolamento ¢ la presenza del prodotto non
deve essere nilevabile nel vino immesso sul mercata.

— 1 prodotto utilizzato deve rispettare i requisiti di purezza stabiliti dalla direttiva 9677 CE

— 1 trattamento deve essere indicato nel registro di cui allarticolo 70, ]:laragra.fo 2, del rtgdamemu {CE) n. 149 '5]'1 G99

Figura 16. Regolamento CE 643/2006

il Regolamento CE 643/2006, il DMC é stato inseniédla lista degli additivi del vino fino
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3.1.4 Ossidazione di fenoli e metossi tolueni a chinonbo il complesso MTO/HO,

in [omim]BF 4 e in DMC

Considerando I'esperienza maturata dal gruppocerea, i primi substrati ad essere stati
utilizzati per I'ossidazione conJ@,/MTO in liquidi ionici e in DMC sono stati i fenoper
I'ottenimento di chinoni.

I chinoni sono sostanze molto diffuse in naturaleltteratura sono riportate un elevato
numero di metodologie di ossidazione che utilizzegemgenti ossidanti tossici come cerio
ammonio nitrato (CAN), tallio (lll) nitrato, iodiopervalente, argento ossido, argento
carbonato, sale di Fremy, reagente di JOffeE’ riportato anche un numero significativo
di ossidazioni catalitiche utilizzando I'acqua gesiata attivata da cobalto e manganese
acetatd*’ titanio silicato**® titanio superossidt'?® titanio alluminiofosfatd>® complessi
del Rutenio (115> e del Rame (11}>? Nei nostri laboratori alcuni metil fenoli semplibdno
stati precedentemente ossidati a chinoni utilizedfatqua ossigenata attivata dal MTO in
solventi organici tradizionali (etanolo e in aciaetico)'*'¢' 13

Sulla base anche dei buoni risultati ottenuti zgdindo il sistema catalitico,8,/MTO in
liquidi ionici [bmim]BF,; e [bmim]Pk per condurre I'ossidazione di Baeyer-Villiger di
chetoni ai corrispondenti lattoni e alla possiailitli riciclo della soluzione ionica
catalitical>* si & pensato di utilizzare tali solventi anche permuovere I'ossidazione di
fenoli a chinoni. In questo caso, pero, e statbzatito solo il [omim]BR sia perche ha
permesso la completa solubilizzazione dei substtai un ambiente di reazione a pH
neutro, condizione fondamentale per evitare la &zione di possibili prodotti collaterali. |
risultati ottenuti in [omim]BEsono stati confrontati con quelli in DMC.

Mentre in letteratura era gia riportata la formaeaei complessnpRe edpRe in liquidi
ionici,*>® gli stessi dati non erano noti per il DMC. Pertanper prima cosa, € stata
verificata la formazione dei complessi del MTO irMD tramite spettroscopia UV-
Visibile. La Figura 17 rappresenta gli spettri di assorbimento delle isp@pRe e dpRe

in DMC. | massimi di assorbimento misurati corrisgono a quelli riportati in letteratura

in liquidi ionici e in solventi organici tradizioha
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wavelenght (nm)

Figura 17. Spettro UV-Vis dell MTO(), mpRe (---), dpRe (—) in DMC. Condizioni: 0.93mM MTO,

42mM H,0,, temperatura ambiente

Inoltre, per determinare la stabilita dgiRe in DMC, é stato condotto uno studio cinetico
mediante analisi spettroscopica UV-Vis misurandedaazione di assorbanza a lunghezza
d’onda fissaX=360 nm). Dai valori ottenuti € emerso chdpRe ¢é attivo fino a 3 giorni.
Successivamente, sono state condotte le reazioossidazione, utilizzando il 2,6-th-
butil-fenolo come substrato modellb Le condizioni ottimali che hanno permesso di
isolare il 2,6-dit-butil-p-benzochinon@ con conversione e resa quantitative sono riportate

nelloSchema 5

OH O

H,0,(50%) (8 eq.)/CHsReO5 (4%)
[bmim]BF,, 60T, 8h

o
1 2

Conv.>98%
Resa >98%

Schema 50ssidazione 2,@h-tert-butil-fenolo in [omim|BF,

Inizialmente il dpRe, preformato per reazione tra MTO ed(d e stato aggiunto
all’'ambiente di reazione in un unico batch ma siséervato che in queste condizioni la
reazione procedeva con basse conversioni (30%)coAtrario, I'aggiunta della stessa
quantita di MTO/HO,, ma in diverse aliquote (2 equivalenti di®3 e 1% di MTO) per
tutta la durata della reazione (8 h) ha permessitteinere il prodott@ in resa quantitativa.
Dopo l'ossidazione, il prodotto di reazione e stastratto con etere etilico. Effettuata una

nuova aggiunta di acqua ossigenata e di substratta soluzione ionica, si € ripetuta la
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reazione di ossidazione per verificare la possiilii riciclare il sistema catalitico.
Purtroppo, dopo 8 ore, si € notato una drasticaindinone della conversione della
reazione (20%). Pertanto, il riciclo del sistemaalitco MTO/H,O, in liquidi ionici,
possibile nel caso dell’ossidazione di Baeyer-y@l, in tal caso non procede. Questo dato
si pud spiegare considerando che nell'ossidazian8agyer-Villiger, il MTO agisce
eccezionalmente da specie nucleofila nell'attaca darbonio carbonilico e che
probabilmente la specie catalitica che rimane igelido ionico e diversa dai sistemi noti
mpRe edpRe **°

La reazione di ossidazione del 2,6tdtutil-fenolo condotta in DMC ha portato con resa
del 95% al prodotto di ossidazio@eutilizzando una quantitd minore di catalizzatoréo (2

anziché 4%) e di acqua ossigenata (4 equivalenitlaé 8,Schema §.

OH ).U/

N K

)\Kjk H,0,(50%) (4 €q.)/CH3ReO3 (2%) > ] o
DMC, 60T, 7h HH

(0]
1 2

Conv. 95%
Resa 95%

Schema 6 0ssidazione 2,6-ditertbutil fenolo in DMC

Malgrado I'impossibilita di reciclare il sistematahtico, i dati di ossidazione ottenuti sia
in [omim]BF4 che in DMC sono risultati interessanti in quantodse e le conversioni sono
risultate migliori di quelle riportate in solverdrganici tradizionali e paragonabili a quelli
ottenute in acido aceticd! il solvente che maggiormente esalta la reattigith sistema
catalitico HO,/MTO per il suo carattere acido.

Pertanto, la metodologia catalitica ossidativabimiim]BF, e in DMC e stata estesa ad una
vasta gamma di substrati fenolici variamente sastitl fine di ottenere chinoni di
interesse biologico e farmacologicBchema 7 Tabella 10. Infatti, il 2,3,5-trimetil-1-4-
benzochinoné é il composto chiave per la sintesi della vitamigail 2,3-dimetossi-5-
metil-1-4-benzochinon&5 € il coenzima @ utilizzato per la sintesi degli omologhi

158

superiori fino al Qo >° il 2-metil-1-4-naftochinonel6 é utilizzato per la sintesi della

Vitamina Ky.**°
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OH
Ry Ry
Rs R,
3,5,7,8,10
?H

12

Ry Ry
H202/CH3REO3
. 3, 4. R1:R4=CH(CH3)2, R2:R3:H
[omim]BF, 0 DMC g, R, 5, 6: R;=R,=R3=CHa, R,=H
O 7, 6: R1:R2=R4:CH3, R3=H
8, 9: R]_: C(CH3)3, R2: R4:H, R3:CH3
41 61 9, 11 10, 11: R]_: C(CH3)3, R2: R3:H, R4:CH3
0]
[bmim]BF, 0 DMC
0]
13

Schema 70ssidazione di fenoli a chinoni con®/MTO in in [omim]BF, e in DMC.

Solvente Substrato Condizioni sperimentali Conv. (% (F;;Z(iog/g)
[bmim]BF, 3 H,0, (6 eq.)MTO (4%), 60C, 6h >98 4(82)
DMC 3 H,O; (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 4 (95)
[bmim]BF, 5 H,0, (6 eq.)MTO (4%), 40C, 6h >98 6 (>98)
DMC 5 H,O, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 6 (95)
[bmim]BF, 7 H,0, (6 eq.)MTO (4%), 60C, 6h >98 6 (>98)
DMC 7 H,O, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 6 (>98)
[bmim]BF, 8 H.O, (6 eq.)MTO (4%), 60C, 10h >98 9(>98)
DMC 8 H,0, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 9 (>98)
[bmim]BF, 10 H,0, (6 eq.)MTO (4%), 60C, 12h >98 11(>98)
DMC 10 H,0, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >908 11(95)
[bmim]BF, 12 H,0, (9 eq.)MTO (4%), 60C, 23h >98 13(>98)
DMC 12 H,0, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >908 13(90)

Tabella 10 Dati sperimentali delle ossidazioni di fenoli dotte in [omim]BR e in DMC

Rese %

oBRB8B58833888

| DMC

0 [brriniBF4

Substrati

Diagramma 1.Rese (%) delle ossidazioni di fenoli condottelim[m]BF, e DMC
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Come si pud dedurre dai risultati riportati nelfabella 10 e nel Diagramma 1, le
conversioni e le rese delle ossidazioni condottgomim]BF,; e in DMC sono risultate
elevate e confrontabili. Lo stesso risultato norst@to ottenuto per l'ossidazione dei
naftaleni sostituiti. In tal caso, infatti, si soaeute buone rese e conversioni solo in liquidi

ionici (Schema 8, Tabella 1)lmentre sono state ottenute miscele di prodofiMC.

R O (@) R
R R R
oo, (I CIC
R, [bmim]BF, R, R,
(@) (@)
14: R=H, RlszzMe 16:R2:H, R]_:Me 18:R=R2=H, R]_:Me
15: R:RZZH, R]_:Me 17:R1:R2:Me 19:R=H, R1:R2:Me

Schema 80ssidazioni catalitiche di naftaleni sostituitibmim]BF, e DMC

Substrati Condizioni Conv. (%) Rese (%)
15 H,O, (12 eq.)MTO (4%), 60C, 7h 70 16 (40); 18 (30)
14 H,O, (15 eq.)MTO (4%), 60C, 5h 90 17 (53);19 (37)

Tabella 11. Dati sperimentali dell'ossidazione di naftaleni

Successivamente, il sistema ossidativo MT&DHIn [bmim]BF, e in DMC e stato
utilizzato sui metossi toluer@0, 21 e 22 per testarne ulteriormente I'efficaci@dhema 9
Tabella 12, Diagramma 2.

OCHj3 o}
Ri 1,0,/CH;Re0 Ry ‘Ry= =
202/CH3REU; 20, 23: R;=0CHg3, Ry,=H
bmim]BF, 0 DMC 21, 24: Ry=H, Rp=0CHg
HsC R, [PmimIBF, HsC Ry 22, 25: R;=R,=OCHj
0]
20,21,22 23,24,25
Schema 90ssidazione di metossi tolueni in [omim]B&DMC
Solvente Substrato Condizioni Conv. (%) | Prodotti (ese %)
[bmim]BF, 20 H,0, (15 eq.), MTO (5%), 2%, 8h > 98 23 (>98)
DMC 20 H.O, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 23 (80)
[bmim]BF, 21 H,0, (12 eq.), MTO (5%), 61, 7h > 98 24 (70)
DMC 21 H.O, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 24 (75)
[bmim]BF, 22 H,0, (12 eq.), MTO (4%), 2%, 7h > 98 25 (>98)
DMC 22 H.O, (4 eq.), MTO (2%), 60°C, 7h >98 25 (>98)

Tabella 12.Dati sperimentali dellr ossidazioni condotte in jmiBF, e DMC
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Rese%t 01”11 0 [bmim|BF4

m DMC

20 21 22
Substrati

Diagramma 2. Confronto delle ossidazioni eseguite in [bmim}EFDMC

Anche in questo caso i risultati ottenuti sonoistanfrontabili e soddisfacenti sia in
[obmim]BF, che in DMC. Tuttavia l'utilizzazione del DMC é risata vantaggiosa in
termini di recupero dei prodotti di ossidazionefath, il problema comune della
metodologia ossidativa in liquidi ionici e legatioracupero dei composti dall’'ambiente di
reazione. In [bmim]BE, considerata la sua natura ionica e la sua migailgion solventi
organici piu polari dell’etere etilico, I'estraziendei prodotti di reazione si é ridotta
drasticamente al diminuire della lipofilicita dailstrati. Questo dato e stato confermato
anche dall'ossidazione di semplici metil fenoliatpiil 3,5-dimetil fenolo$chema 1Q. In
[bmim]BF,, dopo estrazione con etere etilico, si € recupesato il 35% del chinone
corrispondente, mentre in DM& é avuto il recupero quantitativo in quanto ilveote e

stato eliminato per evaporazione a pressione adott

OH fe)
/@\ H202/CH3R803
[bmim]BF, o DMC
0]
26 27

Schema 100ssidazione del 3,5-dimetil fenolo

In conclusione, I'uso del DMC nelle ossidazioniatdiche condotte con ¥,/MTO ha
portato a conversioni e rese di prodotti finalivelie e ha risolto i problemi derivanti
dall’estrazione dei prodotti polari che si formaaoche, invece, sono stati riscontrati
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utilizzando il [bmim]BR come solvente di reazione. Inoltre, il DMC € unvsate
commercialmente disponibile e molto meno costo$@omeim]|BF,.

Alcuni dei chinoni ottenuti sono stati saggiati @m@ntifungini dai micologi della nostra
Universita (gruppo di ricerca della Dott.ssa M. dRedetti). Dei composti 2,6-dHbutil-
1,4-benzochinon@, 2,3,5-trimetil-1,4-benzochinorte 24-butil-5-metil-1,4-benzochinone
9, 24-butil-6-metil-1,4-benzochinondl, 2-metossi-5-metil-1,4-benzochino®3 e 2,3-
dimetossi-5-metil-1,4-benzochino@8 sono state testate in vitro le attivita inibitra@ntro

i funghi Trichoderma koningii, Paecilomyces lilacinum, Agpkus flavus, Penicillium
roseopurpureum, Geomyces pannorum var. pannorumsarifum sp.e Pestalotia sp.
Queste rappresentano le specie fungine piu abbtridaBuropa e producono le seguenti
micotossine: Alfatossine (B1, B2, G1, G2, M1), Qoszsina A, Fusariotossine (tricoteceni,
zearalenone, fumonisine). Le tossine piu pericokrm®o le aflatossine, cancerogene per
I'uomo, e le ocratossine, cancerogene per gli ahitffalLe micotossine sono sostanze
tossiche prodotte naturalmente da muffe che possuilgpparsi nei cereali. Da questi,
alcune di esse, possono passare direttamenteliagtnéi (derivati da cereali come farine)
utilizzati dall'uomo oppure, attraverso i manginmgis compreso) venire ingeriti dagli
animali per poi passare agli alimenti prodottitdatormaggio, uova).

La concentrazione minima inibitrice (MIC) otten@erimentalmente per ciascun chinone
& stata confrontata con quella del chetoconazaioantifungino commercial®! Come
indicato inTabella 13 i chinoni6 e 9 sono risultati attivi contrautte le specie fungine
considerate e, analogamente ai chi@®e 25, sono risultati piu attivi del chetoconazolo

contro la speci€usarium sp..

MIC (pg/ml)
Trichoderma Geomyces
Composto Paecilomyces | Aspergillus Penicillium pannorum Fusarium | Pestalotia
koningii lilacinum flavus roseopurpureum var. p. P.
pannorum
2 100 - - 100 100 - -
6 50 50 100 50 25 100 100
9 100 25 100 25 125 100 50
11 100 100 - 50 50 - -
23 50 50 - 125 25 100 -
25 50 100 - 25 12.5 100 -
Chetoconazolo |~ 3.12 1.56 0.37 1.56 0.20 >100 6.25

Tabella 13 Attivita antifungina di alcuni chinoni ottenutepossidazione con,@,/MTO
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3.1.5 Ossidazioni di vari composti organici con MTO/HO, in DMC

Sulla base dei risultati ottenuti e dei vantaggil'ueo del DMC come solvente di
ossidazione di fenoli a chinoni condotta copOWMTO, I'utilizzazione di tale sistema
catalitico in DMC e stata estesa ad una serie deocote modello in cui sono presenti
gruppi funzionali ossidabili. Ldabella 14riporta i substrati di cui & nota la reattivitanco
il sistema MTO/HO, nei solventi organici tradizionali e le condiziosperimentali di

ossidazione utilizzate con il DMC.

. . .| Conv. Prodotto
Substrato Condizioni sperimentali (%) (resa %)
0,
Stirene28 UHP (2 e?t')igqo 0.5%) >98 Ossido di stiren29 (>98%)
Nimeti H,0, (10 eq.), MTO (5%), 2,3 — Dimetil-1-4-naftochinon&7
2,3-Dimetil naftalen80 60°C. 20 h >98 (>98)
0,
Difenil metanolo31 HZ0; (2 eq.é)l, 5'\?]1_0 (5%), 1) Sog Benzofenon82 (60%)
i . . H,0, (2 eq.), MTO (2%), Idrochinone34 (75%)
p-ldrossibenzaldeida3 50°C, 2.5h >98 p-Benzochinone5 (25%)
i H,0, (2 eq.), MTO (2%), 4-oxomoadamantan-5-013¢
2-Adamantanon86 60°C. 3.5 h >98 (>98%)
N H,0, (1 eq.), MTO (1%), Difenilsolfossido39 (90%)
Difenil solfuro 38 50°C, 3 h >98 Difenilsolfone40 (10%)

Tabella 14.0ssidazioni catalitiche con,®,/MTO in DMC

Di seguito sono riportati i risultati ottenuti inMBC, confrontati con quelli riportati in
letteratura.

La procedura ideale di ossidazione delle olefingcd#a in letteratura prevede I'impiego
di MTO, UHP (urea-perossido di idrogeno) come cmsid e una base eterociclica
(piridina®® 3-cianopiridina®® pirazold®) per ottenere selettivamente I'epossido
evitandone I'apertura e la conseguente formazi@helidlo. | risultati ottenuti in DMC per
lo stirene28 (Schema 1) mostrano come, anche in assenza di base, e [siagbile
isolare I'epossid®9 con conversioni e rese paragonabili a quellednidii ionici *°°> ma

utilizzando una minore quantita di catalizzator&¥0 invece del 2%).

(0]
X MTO (0.5%)/UHP(2eq)
DMC, rt, 16 h
Resa>98%
28 29

Schema 110ssidazione dello stirene
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L’ossidazione di sistemi aromatici, & generalmemtedotta in acido acetico glacidf® o
acido acetico glaciale/anidride acett€4, utilizzando acqua ossigenata concentrata
(soluzione acquosa all’'85%) ed elevate temperatar®MC, il 2,3-dimetilnaftalen&0 &

stato convertito quantitativamente in 2,3-dimetéd-haftochinonel?, utilizzando acqua

ossigenata al 35%6¢hema 12

(@]
MTO (5%)/H,0, (35%, 10 eq)
OO DMC, 60C, 20 h O‘
(@]
Resa>98%
30 17

Schema 12 Ossidazione del 2,3-dimetilnaftalene

L’inserzione di un atomo di ossigeno su derivato@rburici attivati mediante catalisi

168

omogenea con MTOAD, viene condotta in etanolotdoutanolo™" con tempi di reazione

molto lunghi (24-72 h). In DMC e stato osservate thssidazione del difenil metano®d

al benzofenon8&2 € molto rapida (4.5 h) e ha richiesto una minarangjta di MTO e di

H,0, (Schema 13.

MTO (5%)/ H0; (35%, 2 eq)

DMC, rt, 4.5 h
conv. > 98%
resa= 60%

31 32

Schema 130ssidazione del difenilmetanolo

In letteratura e riportato che l'ossidazione ddfuso a solfossido con #D, concentrata
(85%) avviene in circa 24 of&’ In DMC, il difenil solfuro 38 & stato convertito al
corrispondente difenilsolfossid®® con una resa del 90% in sole 3 h e con un equiteale

di acqua ossigenata al 35%, utilizzando solo I'i%I @0 (Schema 14

©/s\© MTO (1%)/ H,0, (35%, 1 eq) o ”
DMC, T=50C, 3 h

resa— 90% tracce

38

Schema 140ssidazione del difenil solfuro
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La sintesi ossidativa di fenoli a partire gadrossi o metossi-benzaldeide (reazione di
Dakin) & condotta in liquidi ionici, ad elevate feenature, attraverso l'utilizzo di MTO
(2%) e HO, al 35% in quantita variabile a seconda del suttsfda 2 a 10 equivalenti}®

In DMC, la p-idrossibenzaldeid83 e stata convertita nel corrispondente idrochinghe
p-benzochinone35 in tempi di reazione molto brevi (2.5 h) e conosdl 2% di MTO
(Schema 1%.

OH
/©/CHO MTO (2%)/H,0, (35%, 2eq) /@/ ﬁo
+

Resa= 75% Resa=25%
33 34 35

Schema 150ssidazione dellp-idrossibenzaldeide (Reazione di Dakin)

L’'MTO catalizza la reazione di Baeyer-Villinger chetoni ciclici ai corrispondenti lattoni
in acido acetica:’* In DMC, utilizzando il 2% di MTO e bD, al 35%, il 2-adamantanone

36 é stato ossidato al corrispondente latt8ien resa quantitativa e con tempi minori di

quelli ottenuti in liquidi ionic{Schema 1. ***

0
MTO (2%)/H,0, (35%)(2 eq) o
DMC, T=60T, 3.5 h
resa.>98

36 37
Schema 160ssidazione del 2-adamantanone (Reazione di Baékiger)

| risultati ottenuti permettono di concludere cledssidazioni con il sistema catalitico
H.O,/MTO condotte in DMC, un solvente ecocompatibile lgasso costo, hanno portato ai
corrispondenti prodotti di ossidazione con resereversioni paragonabili e, in alcuni casi,
superiori a quelle riportate nei solventi orgamiadizionali e hanno consentito il recupero
quantitativo del prodotto finale di ossidazionennichiedendo alcun passaggio estrattivo
che, invece, € rappresentato il punto debole d#éitfzazione dei liquidi ionici per questa

tipologia di reazioni catalitiche.
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3.2 Utilizzazione di molecole fenoliche (acidi cinnami¢ tirosolo, alcol
omovanillico) presenti negli scarti agroindustrialiquali substrati per I'ottenimento di

fine chemicals.

3.2.1 Sintesi di 4-vinil fenoli

Molecolep-idrossistireniche, come il 4-vinil fenolo, il 4nil catecolo, il 4-vinil guaiacolo

e il 2,6-dimetossi-4-vinil fenolo sono composti urali contenuti in alcune specie di
piante!’? negli acini d'uva.’® e nel vino™* Questi composti sono utilizzati come aromi
nell'industria cosmetica, alimentare e delle bewgrid come prodotti di partenza per la
sintesi di composti bioattii’® per la produzione di resine, elastomeri, adesivi e
rivestimenti per circuiti elettronici’’ Inoltre, a tali prodotti sono state attribuite plri
proprieta biologiche. Ad esempio, il 4-vinil fenoko un efficiente agente antifungino,
antagonista di un microrganismo patogeno delletpidelle coniferé’? il 4-vinil catecolo

ha un’azione inibitrice nei confronti della fendaina-idrolasi ed altre pteridine-
monossigenasi-dipenderif? il 4-vinil guaiacolo e il 2,6-dimetossi-4-vinil f®lo sono
potenti antiossidanti e antimutagéeffl.

L’elevata domanda industriale di questi composti gosoddisfatta dalla disponibilita in
natura; risulta, quindi, di interesse mettere at@umuove strategie sintetiche. In letteratura
sono state descritte un ampio numero di sintesnichie, ma molte di queste richiedono
I'uso di reagenti costosi, condizioni drasticheehzione e procedono con basse rese (30-
40%). Inoltre, nella maggior parte dei casi, someviste reazioni di protezione e di
deprotezione delle funzioni fenoliche per elimingsessibili reazioni secondarie di
polimerizzazione. Solo due sintesi, basate sulladensazione di Knoevenagé! e di
Knoevenagel-Doebnéf? a partire dalla 4-idrossibenzaldeide e da acidtomieo sono
risultate efficienti. Una procedura piu vantaggiosapiu semplice da attuare é la
decarbossilazione a partire dai corrispondentiiaonchamici (acidgp-cumarico, ferulico,
caffeico e sinapicoFigura 18), composti facilmente reperibili in natura e conie

nell'orzo,*®® nella cruscd®® nei semi di girasolé&®® e nella farina di colz&®

COOH ﬁCOOH COOH COOH
7 OH “OMe MeO™ Y “OMe

OH OH OH OH
Acido cumarico Acido caffeico Acido ferulico Acido sinapico

Figura 18. Acidi p-idrossicinnamici naturali
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Le decarbossilazioni riportate in letteratura miéino microrganismi com®accaromyces
cerevisiag"® Pseudomonas fluorescet¥é Bacillus pumili$® oppure culture cellulaff®

In alternativa ai metodi biologici, sono state ripte procedure chimiche basate
sull'utilizzo di elevate temperature di esercizamndizioni drastiche acide o basiche e
reagenti tossici’?® Recentemente & stata descritta una decarbossiabiase-catalizzata
per riscaldamento con microonte. | risultati ottenuti con questa procedura hanno
portato, pero, a scarsi recuperi dei prodotti diadleossilazione (4-27%) e le rese sono
state modeste (30-60%).

Obiettivo del presente lavoro e stato quello diteginzare 4-vinil fenoli variamente
sostituiti a partire dagli acidi cinnamici naturalia decarbossilazione con microonde,

modificando e migliorando la metodologia gia ripdatin letteratura.

3.2.2 Generalita sulle reazioni attivate da microondée*®?

Le microonde (MW) sono onde elettromagnetiche dheoBocano nella regione dello
spettro compresa tra le radiazioni infrarosse dlguwhe usualmente vengono chiamate
radiofrequenzeKigura 19). Le lunghezze d’onda caratteristiche delle MWasoomprese
tralcmed 1 m e ad esse corrispondono rispetaagarfrequenze da 30 GHz a 300 MHz.

| forni a microonde per uso domestico operano gémemte a frequenze di 2.450 GHz.

10%8 31013 310”’ 7,640" 4.0 310“‘ 34107
mlm-l
1
[H’l l'!-l"! I'IH'I Ll“"l IJII'I |'|'Iﬂ'l l"I'l'I

lo spettro delle radiazioni elettromagnetiche

Figura 19. Regioni dello spettro elettromagnetico

Le microonde sono caratterizzate da livelli di gmeedei fotoni inferiori di diversi ordini di
grandezza alle energie di dissociazione dei legéimiici covalenti, ionici e a idrogeno (1-
15 eV) e anche alle deboli interazioni intra e rimelecolari quali interazioni di Van der
Waals (1x1G eV). Ciod esclude la possibilita che le microondeivengano direttamente
sui processi chimici attraverso un indebolimentdegiami interatomici. Questo porta a
concludere che gli effetti positivi sulla cinetida reazione sono collegati ai peculiari e
rapidi riscaldamenti della materia, provocati dampa elettromagnetici variabili,
soprattutto nello stato condensato. Tuttavia i raesmi attraverso cui le reazioni vengono
attivate sono tuttora in fase di studio e numefatsori vengono coinvolti. Infatti, se da un
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lato i metalli si comportano come riflettori di mionde (si pensi al principio di
funzionamento del RADARJ® e ben pochi materiali sono perfettamente trasgiaren
(quarzo, perfluoro polimeri, paraffine, polietiignhaumerosi composti chimici tendono ad

assorbirle con notevole efficienzBapella 15).*%*

Materiale Comportamento Note
Metalli Assorbente Riflettente Rischio di architéliei
Vetro Trasparente Assorbente -
Cellulosa Trasparente Dissipazione d’enerdia
Polietilene Trasparente Rischio di fusione
Poliestere Trasparente -
Polistirene Trasparente -
Poliammide Trasparente -

Tabella 15.Comportamento di alcuni materiali sottoposti alléM

Tutti i composti organici caratterizzati da un mareedi dipolo, anche se minimo, sono
spesso ottimi assorbenti di microonde, come quitsii ielettrici polari, i semiconduttori,
i materiali magnetici e i materiali ferroelettriQuesta proprieta offre ampie possibilita di
applicazioni a questo tipo di riscaldamento in \settori, con potenzialita maggiori di
quello ad induzione dei materialigbella 16). La profondita di penetrazione di microonde

pY

nei materiali pit comuni € riportata ifiabella 17. Il riscaldamento per mezzo di
microondé® sfrutta la proprieta che talune sostanze chimipbssiedono, ovvero la
possibilita di assorbire I'energia veicolata da @mfettromagnetiche e di trasformarla in
energia di tipo termico. Si tratta di un riscaldamoe estremamente peculiare, che non
prevede l'utilizzo di alcun fluido trasportatore chlore; I'energia trasportata dal campo
elettromagnetico viene ceduta con diversa interddtédsostanza a sostanza e con tempi
sorprendentemente brevi. Ci0 permette, in detemmirt@ndizioni, di poter condurre
reazioni in assenza di solvertt& La possibilita di cedere energia selettivamentaladne
molecole rispetto ad altre, legata sostanzialmalt¢ecaratteristiche della molecola stessa,
si presenta come una metodologia di interesse @mierare tutta una serie di reazioni,

nonché per indirizzare la selettivita verso deteatiiprodotti'®’
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Grado di

Sistema trattato Processi promossi Vantaggi sviluppo
attuale
Sistemi organici sintetici
Sintesi organiche in fase liquidale S Velocita, incremento d .
Processi chimici Laboratorio

solida

resa

Curing di resine termoindurenti

e chimici di curing e post

Fluidificazione, processi

Velocita, omogeneita ¢

profondita del

Laboratorio,

relativi compositi) curing, promozione di . pilota
4 o riscaldamento
adesione resina fibra
Vulcanizzazione di tubi e profilat Processi chimici di Velocita di Industriale
di gomma vulcanizzazione vulcanizzazione |[(impiego diffuso
Essicazione, fissaggio Industriale
Fibre e filati tessili o - 99! Velocita (impiego
chimico dei coloranti h
estensivo)
Legno, carta, cartone, pellami Essiccazione intuia Velocita Industriale
Sistemi biologici
. . Industriale
. . Essiccazione, cottura, s =
Prodotti alimentari - . ) Velocita (impiego
sterilizzazione, maturaziorje h
estensivo)
. . Effetti biochimici e biofisici| .. _ . : Impiego
Ipertermia medica . . : Efficacia terapeutica|| terapeutico
diversi e complessi corrente

Rifiuti biologici

Sterilizzazione,
denaturazione chimica

Velocita

Sperimentale

Sistemi inorganici

Materiali ceramici

Solidificazione, essiccazior
cottura, sinterizzazione,

Velocita, riscaldament

rapido e localizzato (peémdustriale, pilota

D

saldatura saldatura)
Sintesi inorganiche allo stato solidoFusione, processi chimic Velocita Laboratorig
Sintesi di nanopolveri minerali da S Velocita, temperature|l Laboratorio,
; : Processi chimici L !
plasmi gassosi inferiori pilota
Materiali ceramici speciali e L . Velocita, densita Laboratorio,
- - Sinterizzazione . .
compositi metallo ceramici superiore pilota

Plasma-etching di wafer di
semiconduttori

Vaporizzazione localizzata

Precisione di Etchiwg lotBj industrial

.12

CVD di film di diamante, diamong
like carbon e SiN da plasmi gass

bsi Processi chimici e fisici

Velocita, controllo delld,

morfologia

Pilota, industrial

7

Rifiuti radioattivi

Fusione, vetrificazione,
sinterizzazione

Efficacia di processo

Pilota

Rigenerazione di carboni attivi

Vaporizzazione di prodott

adsorbiti

Velocita, grado di
rigenerazione

Laboratorio,

pilota

Tabella 16 Alcuni esempi di processi attivati con le micrden

58



Quarzo 150 m
Vetro )
Pirex 2m
) Polietilene 25m
Varie S
Ghiaccio 12m
o | Termoset 0.2m
Materiali plastici _
Melanina 0.2m
) ) Acqua 30 mm
Alimenti (50°C)
Carne 12 mm
Metalli Al 2m

Tabella 17.Profondita di penetrazione delle microonde in alcoateriali

Un altro vantaggio particolarmente importante deso tipo di riscaldamento e che esso
avviene normalmente dallinterno del corpo sottéposd irraggiamento con una
dipendenza pressoché nulla dalla conducibilita itgmdel materiale; se poi il

riscaldamento viene condotto selettivamente in ipee@aree di un oggetto, fino a
raggiungere temperature potenzialmente “illimitatei’ possono capire le potenzialita,

molte delle quali ancora inesplorate, delle micam®chema 13.

Microonde
|
[ |
Riscaldament | Telecomunicazior
Campo Chimice Telefonie

alimentare

- — Attivazione di

Forni Domestici ed reazioni, aumento d
industriali rese

Schema 18Utilizzo delle microonde

L'elevata velocita delle reazioni chimiche condotten I'ausilio delle microonde, ha
attratto I'attenzione di molti gruppi di ricercaaD1986, anno in cui fu presentato il primo
articolo su reazioni organiche condotte per mezzite dnicroonde, sono stati pubblicati
pit di 4500 articol:****°*Da qui si pud dedurre I'elevata versatilita ethiglioramento dei
risultati ottenuti rispetto alle reazioni condatigle condizioni classiche.
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3.2.3 Gli acidi p-idrossicinnamici
La (L)-fenilalanina e la (L)-tirosina, mattoni biagetici Cs-C3, sono i precursori di una

vasta gamma di sostanze naturali. Nelle piantgrimo stadio osservato e I'eliminazione
di ammoniaca dalla catena laterale per generarspettivo acido trans (E)-cinnamico
(Schema 19 catalizzata dall’enziméenilalanina ammonia liasfPAL). L'acido p-idrossi
cinnamico (acido cumarico) pud essere ottenuto agathinoacido tirosina, per
eliminazione di ammoniaca o per ossidrilazione'aetio trans (E)-cinnamico proveniente
dalla (L)-fenilalanina. Tale trasformazione avvieselo nelle piante appartenenti alla
famiglia delleGraminaceema e ancora oggetto di discussione se esistano meenzima
specifico per tale reazione. Tutti gli altri acidinnamici sono ottenuti da ulteriori
ossidrilazioni e metilazioniSchema 19. Tra i piu importanti acidi cinnamici ritrovati v
sono I'acido ferulico, caffeico e sinapico che Bfedenziano tra loro per il numero e la
posizione di gruppi fenolici o metil eterei. Essiritrovano nelle piante di olive’™

nell'orzo,®*® nella cruscd® nei semi di girasol&® nella farina di colza®*°

COOH COOH
(Phe) ACIdO cinnamico
COOH COOH COOH COOH
5 &
7 OMe MeO MeO%OMe
OH
(Tyr) Audo cumarico ACIdO caffelco ACIdO ferullco Acido sinapico

Schema 19Biogenesi degli acidi cinnamici

Gli acidi cinnamici si ritrovano nelle piante inrfoa libera o esterificata come, ad
esempio, con l'acido chinico nell’acido clorogeni@mn il glucosio nell’1l-O-cinnamoil

glucosio, o con la colina nella sinapifagura 20).

/m/\rCOZH

. OH
o Hgoé W© Med ™0 T(\ij
OH

Acido Clorogenico 1-O-C|nnam0|lglu003|o Slnaplna

Figura 20. Alcuni esempi di acidi cinnamici legati
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Tali composti sono, a loro volta, precursori detlaggior parte delle molecole naturali
come lignani, cumarine, flavonoidi, stilbeni, ukirobni. Le loro proprieta biologiche sono
legate sia alla presenza di uno o piu gruppi fenslul’anello aromatico che al doppio
legame coniugato; essi mostrano, infatti, una buattavita antiossidante; vengono
utilizzati come scavenger di radicali liberi, coagenti per il controllo della germinazione
e come filtri contro le radiazioni US*

3.2.4 Sintesi di 4-vinil fenoli per decarbossilazione dacidi cinnamici in MW
Il substrato modello utilizzato per la messa a puigi processi sintetici e stato I'acige

idrossicinnamico4l. Dopo alcune prove sperimentali condotte utilizzando forno a
microonde domestict? in assenza di solvente, le migliori condizioni reazione hanno
previsto l'utilizzazione della 1,8-diazo-biciclofp0]-undec-7-ene (DBU) come base
(pke=12%% e della silice come dielettric&¢hema 20

Per ridurre le collaterali reazioni di polimerizeaze dei prodotti stirenici nelle condizioni
appena descritte, € stato necessario aggiungel® médcela di reazione un inibitore
polimerico, quale l'idrochinond.e conversioni ottenute sono state elevate, twfaopo
estrazione del grezzo dalla silice di reazione e@tanolo e purificazione del campione,
sono stati isolati il 4-vinil fenold2 e il dimero43in rese basse, rispettivamente 20% e 8%

(Schema 20).

COOCH
b g o
SiO,/DBU/Idrochinone HO
MW= 650W, 10 min +
OH OH OH
41 42 43

Schema 20Decarbossilazione dell’acidwidrossicumarico

Il meccanismo di decarbossilazione proposto & taomelloSchema 21*°® Come si pud
osservare, e indispensabile la presenza di un graggidrilico libero in posizione para alla
catena laterale da cui per deidrogenazione ad apefa base, si avvia il processo di

decarbossilazione con formazione pdrossi stireni e anidride carbonica.
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COOH

| \ + DBU

| \ +CO,+DBU+DBUH"

Schema 21Meccanismo di decarbossilazione base-catalizzadaidi cinnamici

La procedura appena descritta e stata quindi eatksatri acidi cinnamici quali I'acido
caffeico44, I'acido ferulico45 e I'acido sinapical6 (Schema 22)1 risultati ottenuti sono
riportati in Tabella 18 In tutti i casi, le conversioni e i recuperi @dazione sono stati
elevati, ma le rese sono drasticamente diminuifg@odaurificazione cromatografica dei
grezzi di reazione, a causa della evidente decomipos dei prodotti desiderati.

Per risolvere tale problema, la silice, utilizzatame dielettrico, € stata sostituita
dall’allumina basica (AO3). In tali condizioni, estraendo con etere etiliG@mno stati
recuperati selettivamente i prodotti di decarbaggine e non sono state necessarie

successive purificazioni cromatografiche.

COOH
X f
‘ = Dielettrico/DBU/Idrochinone +
%
Ry Rs3 MW Ry Rs3
R, OH
44: R,=0OH, R;=0OH, R3=H 47: Ry=OH, R3=H 50: R1=0OH, R3=H
45: R2:OH, Rl:OMe, R3:H 48: R]_:OMG, R3:H 51: R:L:OMe7 R3:H
46: R,=OH, R;=R3=OMe 49: R;=R;=OMe 52: R1=R3=OMe

Schema 22Decarbossilazione acidi cinnamici
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Dielettrico | Acido cinnamico Tempo (min.) Recupero%o) Prodotti (rese %)

Sio, 41 10 >908 42 (20),43(8)
Al,O; 41 30 90 42 (90)

Sio, 44 25 88 47 (15),50 (tracce)
Al,O; 44 15 75 47 (35)

Sio, 45 30 >908 48(50),51(10)
Al,O; 45 20 75 48(75)

Sio, 46 10 85 49(10),52(10)
Al,O; 46 15 85 49 (85)

Tabella 18.Dati sperimentali della decarbossilazione di acidhamici

Come si pud notare dallfabella 18 solo con I'acido caffeico non sono stati ottenuti
risultati soddisfacenti. Questo substrato, infatér la presenza del sistemaatecolico é
estremamente reattivo e dalla decarbossilazione stati ottenuti prodotti collaterali a
conversione elevata. Per questo motivo si & quprdferito bloccare la reazione a
conversioni piu basse (~50%) prima della formaziatie sottoprodotti. In queste
condizioni, dal grezzo di reazione, filtrato swalina basica, & stato ottenuto il prodotto
47 puro in resa pari al 35%.

La procedura di decarbossilazione messa a punioodecole commerciali € stata testata
su un campione di acido ferulico purificato conimesa scambio ionico proveniente da un
estratto acquoso di crusca, fornito dal gruppaagdirca del Dott. L. Setti del Dipartimento
di Chimica Industriale, Universita di Bologna. Armcim questo caso, il prodotto principale
di reazione & stato il vinil fenolo con una resai @ 70%° Questo risultato ha
dimostrato che la metodologia di decarbossilazimiessa a punto su molecole modello é
applicabile anche a matrici vegetali e rappresantasempio di “valorizzazione chimica”

di uno scarto dell'industria agroalimentare.

3.3  Protezioni selettive di funzioni alcoliche presentin molecole fenoliche

3.3.1 Carbossimetilazione selettiva

In sintesi organica, in molti casi, € indispensabiiicorrere ad una protezione
chemoselettiva di gruppi funzionali per direzionarereagente su un sito specifico della
molecola, evitando la formazione di complesse nesdeprodotti finali, a volte difficili da
separare. Tali protezioni, per essere utili, devpraxedere con rese e selettivita elevate;
inoltre il gruppo protettore introdotto deve essstabile nelle condizioni di reazione, ma
facilmente rimovibile alla fine dei processi simteper ripristinare il gruppo iniziale.
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In letteratura sono descritte un numero elevateedzioni di protezione/deprotezione di
vari gruppi funzionali; tuttavia sono riportati gocesempi di protezione di funzioni
alcoliche rispetto a quelle fenolich¥.

Considerate le proprieta del DMC come agente nmiéil@ carbossimetilante, una parte
dell'attivita di ricerca di questo dottorato hauagdato I'utilizzazione di tale reagente per
proteggere i gruppi alcolici potenzialmente preisant catene laterali di molecole
fenoliche, sfruttando la loro differenza di p& quindi di nucleofilicita. Questo lavoro ha
portato alla messa a punto di una nuova metodoldigiatroduzione di gruppi protettori
ecocompatibile finora non riportata in letteratti®t’ 118

Il substrato modello é stato il tirosdb®. Dopo varie prove sperimentali, si e visto che tale
substrato, solubilizzato in DMC in ambiente acidw pcido solforico (20%), ha reagito a
dare, come unico prodotto, il corrispondente casimostilato54 (Schema 23. L'ambiente
acido, esaltando [elettrofilicita del gruppo canilto del dimetilcarbonato, ha
evidentemente favorito la reazione con il gruppmiao che é il nucleofilo hard della

molecola del tirosolo.

0
o L
3
H,SO
. >: o 2904
S, 90C
OH OH
53 54

/ /

Q /7~ N, Q
=0 H +)~OH
O\ C)\

Schema 23Carbossimetilazione del tirosolo in ambiente acido

La reazione é stata provata anche in ambientedadsital caso, esaltando la nucledfilicita
dell'ossidrile alcolico, la reazione e stata selathente orientata sul centro elettrofilo hard
del DMC. Pertanto, utilizzando la 1,8-diazabicybld[OJundec-7-ene (DBU), é stato

ottenuto il prodotto carbossimetilabd (Schema 24.
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o OJJ\O/
J
DBU
+ =0 90C
O\
OH OH
53 54

Schema 24 Carbossimetilazione del tirosolo in ambiente acido

Considerando i buoni risultati ottenuti, I'origiital e 'ecompatibilita della metodologia
sviluppata, tali condizioni di reazione sono sta&stese ad una serie di composti
caratterizzati dalla presenza degli stessi cea#ttivi quali il 2-idrossi-fenetil alcool, il 3-
idrossi-fenetil alcool, I'alcool omovanillico e dirossitirosolo $chema 25%. | risultati sono
riportati in Tabella 19 Come si pud osservare, tutte le reazioni hanmo déime rese e
conversioni. Inoltre, anche riducendo la quantithake, la selettivita della protezione non

e stata compromessa e si € osservato solo un geshanto dei tempi di reazione.

o)
OH O)J\O/
Ry R 53,54: Ry=R,=H, R3=OH
DMC/H,SO, 1 55,56: Ry=R3=H, R,=OH
- 57,58: R3=R,=H, R;=OH
Rz o DMC/DBU R, 59,60: R3=R,=0OH, R;=H
R Rs 61,62: R3=OH, R,=OMe, R;=H
Schema 25Reazioni di carbossimetilazione di fenoli con DMC
Substrati Condizioni sperimentali Conversioni Prodotti
(%) (rese %)
53 DBU (1.2 mmol), 90°C, 7.5 h >98 54(>98)
53 H.SQ, (20%), 90°C, 7 h >98 54(90)
55 DBU (1.2 mmol), 90°C, 4.5 h >98 56(>98)
55 H.SO, (20%), 90°C, 4.5 h >98 56(>98)
57 DBU (1.2 mmol), 90°C, 2 h >98 58(>98)
57 H.SQO, (20%), 90°C, 1.5 h >98 58(>98)
59 DBU (1.2 mmol), 90°C, 1 h >98 60(>98)
59 H,SO, (20%), 90°C, 6.5 h >98 60(>98)
61 DBU (1.2 mmol), 90°C, 7.5 h >98 62(>98)
61 H.SQO, (20%), 90°C, 7 h >98 62(>98)
53 DBU (0.1 mmol), 90°C, 12 h >98 54(>98)

Tabella 19.Risultati sperimentali della reazione riportataorféthema 25

Per alcuni dei prodotti ottenuti, € stata misurattivita antiossidante con il metodo
spettrofotometrico Uv-Vis della 1,1-difenil-2-pitidrazil (DPPH, Figura 21),°>> un
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radicale libero che in metanolo forma una soluzioolerata di viola, mentre la sua forma

ridotta e incolore.

NO, </ \> NO, @
[ )

OzNQNN OZNQNHN
o, ) o, O
soluzione viola soluzione incolore

A B

Figura 21 A)struttura della DPPH; B) DPPH ridotta

Questo metodo si basa sulla caratteristica dei osth@ntiossidanti di neutralizzare i
radicali liberi reattivi, convertendoli in radicdlberi stabili 0 composti neutri. | risultati
riportati in Tabella 20 mostrano che lintroduzione del carbossimetile mandiminuito
I'attivita antiossidante dei prodotti di partenzagntre ne ha modificato alcune proprieta

chimico-fisiche, quali, ad esempio, la solubiligi solventi organici.

EC50(lineare) _
Composto EC50(lineare
(mmol composto/mmol DPPH

Alcol omovanillico61 0.22 13uM

Alcol omovanillico carbossimetilaté2 0.22 14uM
Idrossitirosold59 0.15 9.0uM
Idrossitirosolo carbossimetila@ 0.11 6.6 UM

Tabella 20 Dati diattivita antiossidante con il metodo della DPPH

Infine, sono state messe a punto le condizioniisgertali per la deprotezione del gruppo
protettivo. Quella che consente la rimozione quativa di tale gruppo é risultata essere
I'idrolisi basica condotta con KOH 1 M in THF a tparatura ambiente. Inefficace, é

risultata l'idrolisi acida per HCI o0 $$0,.
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3.3.2 Trifluoroacetilazione selettiva

La funzione carbossilica dell’acido trifluoracetidta un’elevata elettrofilicita dovuta
all'effetto elettron-attrattore dei tre atomi dudro legati al carbonio i al gruppo
carbonilico. Anche questo reagente €& stata utilizgser proteggere selettivamente la
funzione alcolica dei substrati tirosolo, 2-idrefemetil alcool, 3-idrossi-fenetil alcool,
alcool omovanillico, idrossitirosolo. La reazionetata condotta solubilizzando il substrato
in acido trifluoracetico e lasciandolo reagire aenperatura di riflusso fino alla completa

conversione del prodotto desideraBzliema 2§.

X
OH 0~ “CFs4
53, 63 R1:R2:H, R3:OH
R crcooH R, 55, 64R;=R;=H, R=OH
— 57, 65 Ry=R,=H, R;=OH
R riflusso 59, 66 R;=H, R=R,=OH
2 R2 61, 67 R,=OMe, R=H, R;=OH
R3 Rs

Schema 26Trifluoroacetilazione selettiva di fenoli

Come si pud notare dai dati riportati Tmbella 21, le reazioni sono state completate in

tempi brevi con rese e selettivita totali.

Substrato | Tempo (h) | Conv.(%) | Prodotti (Resa%)
53 2 >908 63 (94)
55 2.5 >98 64 (96)
57 3 >98 65 (>98)
59 3 >98 66 (>98)
61 2 >98 67 (>98)

Tabella 21. Dati sperimentali relativi alla trifluoroacetilane di fenoli

La deprotezione € stata condotta in ambiente basactdo e via riduzione con
sodioboroidruro (NaBh).

3.3.3 Acetilazione selettiva

Una delle reazioni piu conosciute ed utilizzate laeprotezione di ossidrili alcolici e/o
fenolici, & I'acetilazione condotta con anidridetca/piridina?’® Tuttavia, in tal caso non
si osserva selettivita fra gruppi fenolici e alcoliRecentemente e stato pubblicato, un
lavoro di esterificazione selettiva di gruppi alcbin sistemi fenolic?®’ Le reazioni sono

state condotte in ambiente anidro, difficilmentéewibile e riproducibile sia su scala di
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laboratorio che su scala industriale, utilizzantlacastoso cerio tricloruro (Ill) come
catalizzatore e procedono con rese che vanno dall 27 %.

Volendo sfruttare ancora una volta la maggiore enfdicita che caratterizza gli ossidrili
alcolici rispetto a quelli fenolici, abbiamo ritelowitile utilizzare alcuni elettrofili hard.

Il gruppo nitrile, in ambiente fortemente acidoalés I'elettrofilicita del carbonio insaturo.
Infatti, in seguito alla formazione di un carbooae avente carattere elettrofilo, reazione
con un nucleofilo hard e successiva idrolisi, pwsege introdotto un acetile su una

funzione alcolica%chema 27.

+
TN + NU Nu H,O Nu 0
= + — —_—
_C=N  H'——> | C=NH |—— | C=nH | G NH, -
OH,
NH,*

Schema 27Meccanismo dieazione di un nitrile in ambiente acido con unleofilo

by

Sulla base di questa considerazione, € stata nmeessanto una metodologia basata

sullimpiego di acetonitrile in ambiente acido, g€l concentrato, alla temperatura di

riflusso Schema 2§16 117 118

)
OH OJJ\

53, 68: Rl:RzzH, R3=OH
55, 69: Rl:Rng, R2=OH
R1 CHCN/HCI Ri 57.70: Ry=R,=H, Ry=OH
i i 59, 71: R;=H, R3=R,=0OH

R Setacci molecolari R i A RS _

Rs 2 riflusso Ry 2 61, 72: R,=OMe, R;=H, R3=OH

Schema 28 Acetilazione selettiva di fenoli con acetonitfdleido cloridrico

Substrato | Tempo (h) Conv. (%) Prodotti (Resa%)
53 26 95 68 (93)
55 28 75 69 (75)
57 28 75 70(73)
59 17 >98 71 (>98)
61 24 85 72 (85)

Tabella 22.Dati sperimentali dell'acetilazione di fenoli cooetonitrile/acido cloridrico

| risultati descritti inTabella 22 mostrano una selettivita totale. L'impiego deiaset

molecolari si € reso necessario per trattenerguiac Infatti, pur essendo indispensabile
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una quantita stechiometrica di acqua, la sua presém ambiente acido produceva
I'idrolisi del prodotto, spostando la reazione werseagenti.

La reazione di acetilazione selettiva dell’osse@licolico nei composti precedentemente
descritti e stata inoltre ottenuta per reazione clmmuro di acile in dimetilcarbonato
(Schema 29, Tabella 23 Sfruttando la presenza di acido cloridrico, danite dall'idrolisi

del cloruro causata dall’'umidita dell’aria e I'asga di un ambiente anidro, la protezione &

risultata selettiva sull’ossidrile alcolico.

(6]
OH OJJ\
Ry CH3COCI R 53, 68: R;=R,=H, R3=OH
1 55,69 R;=Rs=H, R,=OH
57, 70: Ry;=R,=H, R,=OH
DMC ’ 3 2 » TVL
! R . R, 59, 71: R,=H, Ry=R,=OH
3 Rs 61, 72: R,=OMe, R;=H, Ry;=OH

Schema 29Acetilazione selettiva con cloruro di acile in DMC

Substrato | Tempo (h) Conv. (%) Prodotti (Resa%)
53 24 80 68 (80)
55 24 86 69 (86)
57 24 >98 70 (>98)
59 24 95 71(95)
61 24 >98 72 (>98)

Tabella 23.Dati sperimentaldelle acetilazione con cloruro di acetile in DMC

Tale procedura e stata estesa per esterificarenzione alcolica di fenoli variamente
sostituiti utilizzando cloruri acilici, quali esaihaloruro, palmitoil cloruro, oleoil cloruro e
linoleoil cloruro per ottenenere i corrispondentbgiotti esterificati, con catene sature ed

insature, molecole lipofile ad attivita antiossitaanche in matrici oleos&¢hema 30Y%
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X
OH 0 "Ry
R1 R1
R,COCI
DMC
Rz it R,
R3 R3
T 78 Ry=R,=H, Ri=OH, R;=CHy(CH,) 88 Rg=R,=H, Ri=OH, R=CHy(CH))#CH),(CH,);
i allinc) 79 Ri=Ry=H, R=OH, R=CH(CH)s 89 Ri=Ry=H. R=OH, R=CH(CH){CHL(CHy,
57 R&=R,=H, R;=OH 80 Ry=R,=H, Ry=OH, R;=CH;(CH,), 90 Ry=Ry=H, Rs=OH, Ri=CH3(CH,)ACH)(CH>)7
59 Ry=H, Re=R,=OH 81 Ry=H, Ri=R,=OH, R=CHy(CH,), 91 Ry=H, R=Ry=OH, R=CH3(CH,)ACH)(CH,),
61: R,=OMe, R=H, Ry=OH 82 R,=OMe, R=H, Ri=OH, R=CHy(CH,); 92 R=OMe, R=H, Re=OH, R;=CH;(CH,)-(CH),(CH,);
83 Ry=Ry=H, Ri=OH, R=CHs(CHy)14 93 Rg=Ry=H, Ri=OH, Rj=CHy(CH,)4(CH),CH,(CH),(CH,)7
73 R=CHy(CHy), 84 R;=Rs=H, R=OH, R=CH(CH,)14 94 Ri=Rs=H, R=OH, Ry=CH3(CH,)4(CH),CHx{CH),(CHy)7
74 R=CHy(CHy)14 85 Ry=R,=H, Ri=OH, R=CHy(CH,)14 95 Ri=Ry=H, Rs=OH, Ri=CHy(CH;) {(CH),CHy(CH),(CHy)7
75 R=CHy(CHy)7(CH),(CHy); 86 Ry=H, Ri=R,=OH, R=CH;(CH,)14 96: Ry=H, Rg=Ry=OH, Rj=CH3(CH,) 4(CH),CHy(CH),(CH,);

76 R=CHy(CH,)4(CH),CHy(CH),(CHy); 87: R=OMe, R=0H, Ri=H, R=CHy(CHp);4 97 R=OMe, R=H, Rs=OH, R;=CH3(CH;)4(CH),CHy(CH),(CHp)7
Schema 30Esterificazioni selettive con cloruri degli acidiDMC
Dai dati riportati inTabella 23 & possibile concludere che tale metodologia dtaitsu

essere versatile ed efficiente sia utilizzando ™iveenolici differentemente sostituiti che

cloruri acilici di varia natura.

Substrati Tempi (h) Conv. (%) Prodotti (rese %)
57,73 24 76 78 (70)
55, 73 24 86 79 (75)
53,73 24 70 80 (65)
59, 73 22 >98 81 (>98)
61, 73 24 >98 82 (>98)
57,74 24 81 83 (80)
55, 74 24 86 84 (81)
53, 74 24 89 85 (86)
59, 74 24 >98 86 (>98)
61, 74 22 >98 87 (>98)
57,75 24 74 88 (70)
55,75 22 88 89(81)
53,75 24 92 90 (90)
59, 75 24 >98 91 (>98)
61,75 24 >98 92 (>98)
57,76 22 80 93 (78).
55,76 24 83.5 94 (75)
53,76 21 92 95 (90)
59, 76 24 >98 96 (>98)
61,76 24 >98 97 (>98)

Tabella 24.Dati sperimentali delle reazioni di esterificazigelettive di fenoli naturali

Le funzioni alcoliche sono stae ripristinate pevli$i basica con KOH o acida con HCIl o

per riduzione con NaBHn THF.
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3.3.4 Utilizzazione del tirosolo e di acidi cinnamici per’ottenimento di di 4-aril-3,4-
diidrocumarine e di nuovi derivati del tirosolo

Le 4-aril-3,4-diidrocumarine sono molecole dotaientbortanti attivita biologiche come
linibizione dell'aldoso-reduttasi e della proteirzinasi?®® I'attivita anti-herpes$® la
selettiva inibizione della replicazione del’lHR?* Nello Schema 31sono riportate le
metodologie sintetiche piu significative riportateletteratura per la preparazione di tali

molecole?*?

MeO. OH
R4 R, oTMms +
(OC)sCr + Y=
_ Ry
Ar

OMe

N\

OH

Schema 31Metolodologiesintetiche di 4-aril-diidrocumarine riportate interatura

La strategia sintetica messa a punto in questoomdtt ha sfruttato una rezione di
transesterificazione e di ciclizzazione tra il $oto e gli esteri metilici degli acidi

cinnamici in ambiente acido. Per evitare reazi@mpetitive di transesterificazione tra gli
stessi acidi cinnamici, € stato necessario protegigefunzioni alcoliche sia sottoforma di
esteri acetici per reazione con anidride acetigdipa (Schema 32 che applicando una
metilazione esauriente di tutti i gruppi funzior@adesenti nella molecol&¢hema 33.
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COOH COOH COOMe

X AN x
ACZO/Pyr ‘ ~N '\/|82804/K2C203> ‘ N
RT M RT )\(L
R3 R, R3 \ Rz Rs R2
OH OAc OAc
>98% >98%
41: Rp=Rs=H 98: Ry=R3=H 102: R,=R3=H
46: R,=R3=OMe 99: R,=R;=OMe 103: R,=OAc R=H
44: R3=H R,=OH 100: Rz=H R,=OAc 104: R,=R3=OMe
45: Rz=H R,=OMe 101: R3=H R=OMe 105: Rg=H R,=OMe

Schema 32Protezione degli ossidrili fenolici e della funzeooarbossilica presente negli acidi cinnamici

OOH OOMe
N N
Me;S04/KoCO3
RT
R3 R2 R3 R,
OH

OMe

>98%
41: Ry=R3=H 106: Ro=R3=H
46: Ro=R3=0OMe 107: R,=R3=0OMe
44: R3=H R,=0OH 108: Rz3=H R,=OMe

45: R3=H R>=OMe

Schema 33Metilazione esauriente degli acidi cinnamici

Inoltre, si e ricorso alla protezione selettival’dskidrile alcolico del tirosolo, sfruttando la
carbossimetilazione precedentemente descritta iiCB¥

Dopo aver introdotto le protezioni selettive, e tatacondotta una reazione di
transesterificazione in acido trifluoroacetico a €useguita una reazione one-pot di

chiusura d’anello tramite sostituzione elettroif@amatica chema 34.

0
OJ\O/ COOMe O 0P
AN
CF3COOH
* if 3 ‘
rriusso
Ry R A
OH

2 O (0] R3 R2
Rl | Rl
54 102: R,=R3=H, R;=OAc 109: R,=R3=H, R;=OH
103: R2=R1=OAC, R3=H 110: R2:R1:OH, R3:H
104: R,=R3=OMe, R;=0Ac 111: R,=R3=OMe, R;=OH
105: R,=OMe, R3=H, R;=OAc 112: R,=OMe, Ry=H, R;=OH
106: Ry=R3=H, R;=OMe 113: R,=R3=H, R;=OMe
107: R;=R,=R;=OMe 114: R;=R,=R3=OMe
108: RZZR]_:OMQ, R3:H 115: R2=R1=OME, R3=H

Schema 34Sintesi 4-aril-3,4-diidrocumarine
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Come si pud osservare dallabella 25, le reazioni sono procedute con conversioni

quantitative, portando alla formazione di miscelemplesse di prodotti. Dopo

purificazione i composti desiderati sono stati atoin rese che vanno dal 20 al 50%,

paragonabili a quelle riportate in letteratura ooetodologie diverse.

Substrati | Tempo (h) | Conv. (%) ggggg/t;)
54, 102 4 >98 109 (50)
54, 103 3 >98 110(20)
54, 104 6 >98 111(28)
54, 105 26 >908 112(35)
54, 106 5 >98 113(47)
54, 107 18 >908 114(40)
54, 108 4 >98 115(50)

Tabella 25.Dati sperimentali relativi alla sintesi di 4-arilidtocumarine

L’idrolisi basica di tali composti ha portato comiporaneamente alla deprotezione dei
gruppi funzionali carbossimetilati all’aperturalléaello lattonico, dando luogo a nuovi

prodotti aventi lo scheletro del tirosolS8dhema 35%.

O
THF/KOH

H,0, rt HO ‘

R3 R, Rs Rz
Ry Rq

109: Ry=Rs=H, R;=OH 116: R,=R4=H, R,=OH
110: Ry=R,=OH, Rs=H 117: R;=R;=OH, Rs=H
111 R,=R,;=OMe, R;=OH 118: R,=R5=OMe, R;=OH
112: R,=OMe, Ry=H, R,;=OH 119: R,=OMe, Ry=H, R,=OH
113: Ry=Rs=H, R,;=OMe 120 Ry=Rs=H, R;=OMe
114 R1=R2=R3=OMe 121: R1=R2=R3=OMe
115: R,=R;=OMe, Ry=H 122: R,=R;=OMe, Ry=H

Schema 35ldrolisi basica delle 4-aril-diidrocumarine

Dei prodotti ottenuti e stata testata I'attivitetiassidante con il metodo spettofotometrico
della DPPH?% Come si pud osservare Trabella 26, i nuovi composti hanno mostrato

un’attivita antiossidante maggiore del tirosolailgulu attivo € risultato il compostbl8
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Composto ECso ECx Rapporto Moli DPPH ridotto
testato (mmol composto/mmol (mM) stechiometricd imoli ArOHP
DPPH) (mM)
Tirosolo (53 21 1.26 2.52 0.024
116 2.04 0.12 0.24 0.25
118 0.24 0.014 0.028 2.08
119 0.86 0.052 0.10 0.58
120 2.32 0.14 0.28 0.21
121 3.00 0.18 0.36 0.17
122 2.49 0.15 0.30 0.20

& Il rapporto stechiometrico della reazione & ottenmoltiplicando EGy(mM) di ogni ossidante per due; questo valore & la
concentrazione teorica efficiente necessaria pgerne il 100% di DPPH
® L'inverso del doppio dell’EG (mmol ArOH/mmol DPPH) & il numero di molecole dPBH ridotte da una molecola di antiossidante

Tabella 26.Dati di attivita antiossidante dei prodotti sinttiti confrontati con il tirosolo

3.4  Sintesi di idrossitirosolo e derivati a partire datirosolo o alcol omovanillico via

ossidazione con reagenti dello iodio ipervalente

Il tirosolo e I'alcol omovanillico sono stati utzizati come materiali di partenza anche per
una nuova e vantaggiosa sintesi dell’idrossitirosol

L’idrossitirosolo (3,4-diidrossifenil etanolo) é denolo naturale contenuto in un prodotto
tipico dell'area del Mediterraneo, I'olio di olivd® ed & presente anche nelle acque di

vegetazione che ne derivano dalla sua produzieigeia 22).%**

Hydroxytyrosol
CAS Number: 10597-60-1
Molecular Formula: CgH1o04
Formula Weight: 154.2
— OH
NS
HO=\ /

HO (59)

Figura 22. Idrossitirosolo

In tali matrici puo trovarsi sia in forma liberaeclesterificataKigura 23). Una molecola
molto comune é l'oleuropeina da cui si ottienerbissitirosolo per reazione di idrolisi

catalizzata d@-glicosidasi.
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D e 0D o )

Hydroxytyrosol
= HO
o 0Gu mm\‘f@*
3,4-DHPEA-EA Oleuropein Hydroxytyrosol ace?am

Figura 23. Idrossitirosolo esterificato

L’idrossitirosolo viene utilizzato come principidti@o o additivo nel settore farmaceutico,
per la prevenzione e/o il trattamento di malatbed@ovascolari, disturbi neurovegetativi,
ischemia cerebrale, diabet&; nel settore cosmetico, per la preparazione di erem
protettive per la pelle e di rossetti per labbral settore alimentare, per stabilizzare o
migliorare la qualita di alimenti e bevande, intgaare gli oli vegetali. Di recente é stato
utilizzato anche in campo agrochimico, per il coltr della crescita di funghi e batteri
patogenf® Molte di queste applicazioni derivano dalle prefi antiossidanti e di
scavenger di radicali liberi dell'idrossitirosdtt. Attraverso un’analisi in vitro del
comportamento dell'idrossitirosolo su cellule in eustato indotto il processo tumorale, si
e evidenziato che questa molecola agisce come difataste nei confronti di agenti
mutageni, composti che possono indurre il cananmemtando la capacita della cellula di
riparare il proprio patrimonio genetico. Inoltrestato dimostrato che nel caso in cui il
processo tumorale progredisca oltre la fase dianiane, I'idrossitirosolo € in grado di
esplicare un’azione positiva evitando la prolifévae e la mitosi della cellula, oppure
favorendo I'apoptosi cellulare prima dellinsorgandella neoplasia vera e propfia.
Studi condotti somministrando lidrossitirosolo amimali da esperimento (ratti) hanno
dimostrato che dosi basse di tale composto (0.5Kg)gkono in grado di ridurre
sostanzialmente la formazione di prodotti di ped#sone lipidica generati in vivo
(isoprostani) da uno stress ossidativo (fumo pa¥si® In Tabella 27 & possibile
osservare come tale molecola abbia il maggiorer@atiescavenger verso la DPPH rispetto

ad altri composti di riferimento.
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Tempo:15 mirf | Tempo:60 mirf | Tempo:250 mirf
Composti ECyY ECsy ECs°
Estratto fenolico 0.40+0.01) 0.36(+0.01) 0.26(+0.01)
Idrossitirosolo acetatg 0.26+0.01) 0.22(+0.01) 0.14(+0.01)
o-Tocoferolo 0.25(+0.01) 0.28(+0.01) 0.24(x0.01)
Trolox 0.24 (+0.01) 0.24(x0.02) 0.24(x0.02)
Oleuropeina 0.22(+0.01) 0.18 (x0.01) 0.12 (x0.01)
Idrossitirosolo 0.19(+0.01) 0.13(0.01) 0.099(+0.004)

® media di quattro misure (deviazione standardaireptesi); b:E espresso come moli antiossidante/moli di radibd®H

Tabella 27.Effetto scavenger sul radicale DPPH di estratbmposti fenolici

L’idrossitirosolo € commercializzato in quantital@edine dei milligrammi ad un prezzo
pari a circa 1000 Euro/grammo. E’ inoltre presesdme componente, seppure in piccole
percentuali, in molti estratti vegetali commerdaéti dalla Societd CreAgri, INC
(Olivenol, Hidrox) e da Indena (Oleaselect).

Considerata la sua presenza nelle matrici vegetadrigine naturale, sono stati messi a
punto numerosi protocolli di estrazione dalle olf?®dalle foglie d’olivo®?* dall'olio di

222 o dalle acque di vegetaziofté??® Tali procedure sono spesso laboriose,

oliva
richiedono 'uso di notevoli quantita di solventiganici nocivi e inflammabili e adeguate
apparecchiature di estrazione e di purificazioneltite, in alcuni casi I'idrossitirosolo non
e recuperato in resa elevata e con l'adeguata pairezviene estratto insieme ad altri
componenti fenolici.

In letteratura sono riportate alcune procedureestte dell'idrossitirosolo che utilizzano
come materiali di partenza il 3,4-dimetossifeniaretlo?®* I'acido 3,4-dimetossifenil
acetico’® la 3,4-dimetossi benzaldeié®. Tuttavia, tali sintesi richiedono quattro-cinque
passaggi e le rese finali di idrossitirosolo noncelevate. Pil convenientemente, puo
essere preparato per riduzione dell’acido 3,4-dgdifenil acetico §chema 3%. In tal
caso, pero e richiesto I'uso di un reagente pesgmlquale il litio alluminio idruro e di un

solvente anidro, il tetraidrofurano (resa: 45%).

OH
OH
LiAIH4/THF
Riflusso
OH OH
OH OH
Resa: 45%

Schema 36Sintesi dell'idrossitirosolo a partire dall’ aci@4-diidrossifenilacetico
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Recentemente, sono stati messi a punto alcuni giroeati sintetici a partire da materiali
di partenza contenuti essi stessi nelle foglie Itiop nell'olio di oliva e nelle acque di
vegetazione, quali I'oleuropeina e il tirosolo.

Un esempio di utilizzazione dell'oleuropeina deseriuna procedura che consente di
ottenere una soluzione 0.1 M di idrossitirosoladdo cloridrico dopo idrolisi basica sotto
flusso di azoto e successiva acidificazione deblidzato>*® Questa metodologia non
permette di ottenere elevate rese di idrossitimpalo.

Un esempio pitl recente di utilizzazione dell'olqeima @ riportata nellsSchema 37.%%°
Per stabilizzare la funzione catecolica, inizialteeisi procede alla protezione degli
ossidrili  fenolici utilizzando il dimetossipropandDMP) in presenza di acido
canforsolforico (ACS); successivamente si proceldieralisi basica e alla successiva

rimozione del gruppo protettore per ottenere idtiwgsolo.

CO,Me
HO OT/"'/ X HO OH
DI N o
HO HO
O-Glu
DMP/ACS Amberlist 15

MeOH

. . - NaOH 6M © OH
miscela complessa di acetonidi ————— >
riflusso o

Schema 37 Sintesi di idrossitirosolo a partire dall’cleuspa

Una interessante utilizzazione del tirosolo perdpree idrossitirosolo € stata sviluppata
sfruttando I'ossidrilazione aromatica operata da polifenolo-ossidasi, la tirosinasi EC

1.14.18.1, cui segue un work-up riducente in preseti acido ascorbicéthema 382%°
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OH OH OH

Tirosinasi Tirosinasi
‘ X
i / ; ZOH 0
OH

OH 1/20, H,0 1/20, H,O o)
Tirosolo Idrossitirosolo
)
HO HO
ety ave
OHY o Oo”  “on

acido ascorbico

Schema 38Sintesi enzimatica dell’ idrossitirosolo

La sintesi procede in resa quantitativa in un meaaguoso, a pH neutro e a temperatura
ambiente. Tuttavia, per ottenere 1 grammo di idtiogsolo € necessario utilizzare 1 litro
di soluzione acquosa tamponata (circa 0.006 mMitaR®, la sua estensione a livello
industriale risulta essere di difficile attuazione.

Recentemente e stata pubblicata un’altra sintdBiddessitirosolo a partire dal tirosolo
(Schema 39.2*! Anche questa strategia sintetica, pur procedendaese soddisfacenti, &
di difficile applicazione a livello industriale, iquanto richiede troppi passaggi, condizioni
drastiche di reazione e utilizza reagenti toss@me il cloruro di metilene e tribromuro di

boro.
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OH

OH OH
NaBr, Oxone MeONa, MetOH
acetone, H,O CuBr, DMF
0T, >95% Br 120<C, 90-95% OMe
OH OH

OH

Ac,0O, AcOH
50C, 95%

OH OAc OAc
a), b) or c) BBr3, CH,Cl,
-20T, 80%
OH OH OMe
OH OH OAc

a) LiAlH,, THF, r.t., 4h, 78%
b) CH,Cl,, 30% HCI, r.t., 12h, 94%
c¢) lipasi, pH 7.5, 37<C, 1h, Conv.>98%.

Schema 39Altra via sintetica dell'idrossitirosolo a pagidal tirosolo

Le possibili applicazioni in campo industriale ddhossitirosolo possono essere estese
aumentandone la liposolubilita e la stabilita, con aumento diretto della sua
biodisponibilita all'interno delle cellule. Questeroprietd possono essere realizzate
derivatizzando la funzione alcolica primaria comppi protettivi facilmente rimuovibili
per idrolisi (acida, basica o enzimatica) e lasttamalterata la funzione-difenolica, cui

sono attribuite le attivita biologiche dell'idrogsdsolo?3?

Il piu semplice derivato lipofilo dell'idrossitiroéo € I'idrossitirosolo acetato (3,4-
diidrossifenil etil acetato), recentemente ideo#ifo qualitativamente e determinato
quantitativamente nell'olio di oliv&® Di tale composto & stata anche studiata Iattivita
antiossidante che e risultata essere confrontabitpiella dell’'idrossitirosolo in oli ed
emulsioni; trova applicazioni come additivo in adinti (quali burro e latte) e in
composizioni farmaceutiche e cosmetiéffe.

Le sintesi chimiche di tale composto descritteeitteratura utilizzano come materia prima
di partenza lidrossitirosolo, prevedono piu pagsaghe coinvolgono protezioni e
deprotezioni degli ossidrili alcolici e fenofféf con una resa totale molto bassa. Un

esempio e riportato nelldchema 40
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OAc OAc

i \l e
= OBz Pd/C OH
OBz

OH
Resa Totale:24%

OH OH
B2Cl ACOH/Py
DCC
OH OBz 1sA
OH OBz

Schema 40Procedura sintetica per I'ottenimento di idrass$iolo acetato

Lo stesso composto e ottenibile come intermediealzione dalla sintesi precedentemente
descritta®! ma con gli stessi problemi legati all'ottenimedil'idrossitirosolo.

Piu recentemente € stata riportata un’esterificezicenzimatica dell'idrossitirosolo
utilizzando etil acetato come agente acilante a&slip

Utilizzando catalizzatori acidi (ad esempio, acgitiforico o acidgp-toluensolfonico) ed
agenti acilanti a catena lunga, a partire dall'sdibrosolo, sono stati preparati esteri a
catena lung&®*#*

Da qualche tempo nel nostro laboratorio e stateodatito I'impiego di ossidanti
appartenenti alla famiglia dei composti dello iodipervalente, quali l'acido 2-
iodossibenzoico (IBX) e il reattivo di Dess Mar{DMP). Utilizzando tali reagenti & stato
preparato I'drossitirosolo a partire da tirosoloa@itio omovanillico con rese soddisfacenti,

utilizzando semplici strategie sintetiche, esteitidimche a livello industriale.

3.4.1 Ossidanti della famiglia dello lodio ipervalente
Gia dai primi anni del 1800, i composti dell'iodipervalente erano noti come efficienti

agenti ossidanti. Negli anni successivi hannoatif'interesse di molti chimici per la loro
elevata chemoselettivita, unita alla loro ecocoibjiaé e disponibilitd commerciaf&?®
Tra questi, di particolare interesse e I'acido @assibenzoico (IBX124) sintetizzato per
la prima volta nel 1893 per ossidazione dell’acdimdobenzoico con potassio bromato in

ambiente acido per acido solforic®chema 4).%’

0. OH
I \\I/
KBrOs, H,SO .
—— o)
CO,H
BXx O
123 124

Schema 41Sintesi dell'lBX per ossidazione di acido 2-iodobeico con potassio bromato
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Tuttavia, inizialmente tali reattivi, a causa ddtleo immiscibilita nella maggior parte dei
solventi organici, e della loro esplosivita per attp o riscaldamento, sono stati poco
utilizzati. Soltanto un secolo dopo, Dess e Mah@mno messo a punto una procedura di
acetilazione, trasformando I'IBX in un nuovo commoslenominato “reattivo di Dess e
Martin” (DMP 125 Schema 42 che, malgrado mantenesse le caratteristicheveaéra
completamente solubile nei solventi orgafifti essi inoltre hanno dimostrato che
I'esplosivita dell'lBX era legata ad impurezze daitgssio bromato che rimanevano nella

miscela di reazione.

O OH AcO OAc
Y Ac,0, 100T oppure \|//OAC
@Q Ac,0, TSOH, 80C @Q
0] O
(@)
IBX © . . .
Reattivo di Dess-Martin (DMP)
124 125

Schema 42Preparazione del DMP per acetilazione dell'IBX

Sulla base di questi dati, dopo poco tempo € giabblicata una nuova sintesi basata
sull'utilizzazione dell’lOxone, un ossidante ecocatiple, per ossidare l'acido o-

iodobenzoico ad IBX§chema 43. 2%

O OH
W4
I Oxone, H,0 N
T e . O
CE 70C/3h
COOH o

Resa=79-81% IBX

Schema 43.Sintesi“safe” dell'IBX per ossidazione di acido 2-iodobenzoica&xone

Nel frattempo, alcuni studi avevano dimostrato @mehe se I'IBX non era completamente
solubile nei solventi organici, manteneva una bugativita anche in sospensione. Da
allora, I'utilizzo dell'lBX, ha avuto un notevol&@cremento nel campo delle ossidazioni di
un’ampia classe di substrati. L9chema 44riassume le potenzialita sintetiche di tale

ossidante?*°
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O HO o OH o}
4

| \ /,
RJJ\Rl R/I\Rl I\o R/I\Rl RJLRl
; R=H, alchile

R=H, alchile

Schema 44.Alcune delle possibili conversioni ossidative izzdbili con IBX

In una fase iniziale di progettazione dell’'utilizeane dell'IBX nel campo delle sostanze
organiche naturali, un particolare interesse @statlto alla peculiare proprieta di inserire
un ossidrile in posizione orto all’anello aromatidbsistemi fenolici*** e di demetilare
eteri aril metil fenolic?*? I meccanismi di reazione sono riportati netihemi 45e 46.
Dopo la coordinazione substrato-IBX con successoaranazione diorto-chinoni, per
riduzione one-pot si ottengono i corrispondentio-difenoli?*?** Da entrambe le
reazioni, come sottoprodotto si ottiene I'acm@dobenzoico, che pud essere recuperato e

riossidato per rigenerare IBX.
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Schema 450ssidrilazione aromatica di sistemi fenolici corXIB

O

o
O>\|’ IBX

HO

iif

Me J(‘ MeO o~

CO,H

Idrolisi I
IBA

OH o) M eo‘\\ /94
(j/OH H] ijo [CHIOH | S)
—

Schema 46Demetilazione ossidativa di eteri aril metil feroli

by

Dopo un’accurata indagine bibliografica e risultatbe questa peculiare potenzialita
ossidativa dell'IBX e del DMP ¢ stata finora podoutata in campo sintetico. Infatti,
sono stati riportati solo alcuni esempi di sintissemplici sistemi catecolici e di sistemi
steroidici®*®

Tra questi, & stata descritta I'ossidazione destlo ad idrossitirosol8? Tale ossidazione
procedeva, pero, con una resa molto bassa (30%)sefbene gli autori non abbiano
spiegato, puo essere giustificata in parte dallmcawaza di selettivita tra 'ossidazione

della funzione alcolica e fenolica da parte delKiBentrambi presenti nella molecola di
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tirosolo, e in parte a difficolta operative di egione del prodotto finale idrofilo
dall’'ambiente di reazione.

Pertanto, sulla base di questi dati, un altro tib@della presente tesi di dottorato e stato
quello di mettere a punto una nuova strategia tstatg@er I'ottenimento di idrossitirosolo
con IBX e DMP che migliorasse le rese gia riporiarketterature*® e che permettesse, al
tempo stesso, di ottenere derivati lipofili delfedsitirosolo.

Contemporaneamente, nel nostro laboratorio sorte st@sse a punto e sono tuttora in
corso, applicazioni sull'uso dell’IBX su un’ampidasse di sostanze organiche naturali,

oggetto di una tesi di dottorato del XXI ciclo.

3.4.2 Sintesi dell’'ldrossitirosolo e suoi derivati
La strategia sintetica messa a punto per la sidlieglrossitirosolo e dei suoi derivati é
riportata nelloSchema 47d é costituita da tre passaggi:

1) protezione selettiva della catena alcolica primdektirosolo53,

2) ossidrilazione selettiva del tirosolo protetio (54, 63, 68, 80, 85, 90, 9% dare
idrossitirosolo derivatdll (60, 66, 71, 81, 86, 91, 96).

3) idrolisi dei derivatilll (60, 66, 71, 81, 86, 91, 96 dare idrossitirosol69.

X X
OH (0] R (@) R OH
Stadio a) Stadio b) Stadio c)
OH OH
OH OH OH OH
53 I i 59

R =OCHg3;, CF3, CH3, catena alchilica lineare satura o insatura

Schema 47 Strategia sintetica dell'idrossitirosolo a partil@tirosolo messa a punto

Il primo passaggio & stato condotto impiegando &toniplogie di protezione selettive
precedentemente messe a punto e descritte neblcajtparagrafo 8 per ottenere tirosolo
carbossimetilatd®4, tirosolo acetat®8, tirosolo trifluoroacetat®3 e tirosolo esterificato
con catene lineari sature o insatug( 85, 90, 95)

Il secondo passaggio € stato inizialmente eseguii@azando IBX, DMP Schema 48.
Dopo la scomparsa del substrato di partenza, ss@guto con la riduzione one-pot della

miscela di reazione utilizzando sodio ditionito {S8#&,;) ed acqua, ottenendo
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selettivamente il prodotto a struttura catecoliaggsultati ottenuti sono riportati iffabella
28.

IBX 0 SIBX
j\ 0T MeOH j\ 54, 60: R=OMe
N o “r 63 66: R=CF;
68, 71: R=Me
80, 81: R=CH3(CH2)4
85, 86: R=CH3(CH2)14
OH 90, 91: R=CH3(CH,);(CH),(CH,),
OH DMP OH 95, 96: R=CHg(CHp)4(CH)2CH,(CH)2(CH,)7
RT, THF

Schema 48 Ossidazione dei derivati del tirosolo derivato ¢t8X, DMP.

Ossidante | Substrato| Tempo (min)| Conv.(%) Prodottoresa %)
IBX 54 30 >98 60 (86)
DMP 54 30 >98 60 (85)
IBX 63 30 >98 66 (77)
DMP 63 30 >98 66 (80)
IBX 68 30 >98 71(80)
DMP 68 30 >98 71(81)
IBX 80 30 >98 81(84)
DMP 80 30 >98 81(82)
IBX 85 30 >98 86 (88)
DMP 85 30 >98 86 (85)
IBX 90 30 >98 91(89)
DMP 90 30 >98 91(90)
IBX 95 30 >98 96 (73)
DMP 95 30 >98 96 (77)
IBX 80 30 >98 81(84)
DMP 80 30 >98 81(82)

Tabella 28.Risultatisperimentali ottenuti dall'ossidazione d&iX

Tramite questa strategia sintetica, sono statigsegpderivati lipofili dell’idrossitirosolo
con rese soddisfacenti a partire da un materiakealito e a basso costo, quale il tirosolo.
Di particolare interesse é l'idrossitirosolo carsio®etilato60, le cui proprieta antiossidanti
sono gia state descrtitte nel capitolo 3, paragsafo

L’ultimo passaggio e stato condotto per I'otteniteedi idrossitirosolo. Tutti i composti
sono stati deprotetti mediante idrolisi acida o idmso riduzione con NaBHcon
conversioni quantitative e rese pari all’'85%.

Visti i risultati ottenuti, dopo un attento studmbei singoli reattivi utilizzati e dei
meccanismi di reazione in gioco, e stata condottea sintesi totale one-pot
dell'idrossitirosolo carbossimetilat®0 a partire dal tirosolo utilizzando il dimetil

carbonato come solvente e reagente al tempo st8skema 49. | risultati ottenuti sono
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stati soddisfacenti, portando alla formazione delptto finale con una resa complessiva
dell’82% senza dover ricorrere a purificazioni cedografiche.

0
X Ao
OH o o o "o
DMC/H,S0, DMP/RT
90T Na28204/H20 OH
OH OH OH
53 54 60
Resa: 82%

Schema 49Sintesi one-pot dell'idrossitirosolo carbossinatl

Una parte di lavoro e stata dedicata alla poskibdi recuperare I'acido-iodobenzoico
per rigenerare IBX al fine di ottenere sia un abivento dei costi che un miglioramento
dell'impatto ambientale del processo ossidativéattn lavando le fasi organiche con una
soluzione satura di bicarbonato di sodio, I'acidleodobenzoico, passando nella fase
acquosa, € stato successivamente riestratto, portdnpH a valori acidi per acido
cloridrico, mediante estrazione con etilacetatmidliori risultati ottenuti hanno consentito
di recuperarne 1'85%. Utilizzando la sintesi desari considerando solo il materiale di
consumo utilizzato, i costi per la produzione dignammo di idrossitirosolo sono stati
quantificati in circa 25 euro, contro I'attuale pze di mercato che & pari a 1000 euro per
grammo.

Sfruttando l'altra interessante peculiarita osswdatlel'IBX e del DMP, ossia quella della
demetilazione di eteri aril metil fenolici, € statgssa a punto la sintesi di idrossitirosolo a

partire da alcol omovanillicdSchema 50).

X 1
OH O R (@) R OH
Stadio a) Stadio b) Stadio c)
OMe OMe OH OH
OH OH OH OH
61 v 1l 59

R =OCHg, CF3, CH3, catena alchilica lineare satura o insatura

Schema 50Sintesi di idrossitirosolo a partire da alcol omalleco
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Anche in questo caso, | derivati protetti dell’dlaamovanillico sono stati ottenuti
utilizzando le procedure descritte nel capitolo 3na& paragrafo 8. Le rese della
demetilazione ossidativa condotta con IBX, DMP désc nello Schema 51sono
riportate inTabella 29

Utilizzando tale strategia sintetica, alcune dedlazioni di demetilazione ossidativa non
sono state ottenute con la conversione completasulestrati. Pertanto, si sono rese
necessarie alcune purificazione cromatografiche&eh&rin questa sintesi € stato possibile

recuperare I'acido o-iodobenzoico proveniente dadlazione del DMP.

IBX/MeOH
m
jj)\ o 62, 60: R=OMe
o R )J\ 67, 66: R=CF4
O 'R 72 71: R=Me
82, 81: R=CHy(CH,),
87, 86: R=CHg(CH,)14
OMe
I OH 92, 91: R=CHg(CH)7(CH)2(CHy)7
OH 97, 96: R=CHg(CHy)4(CH),CHy(CH)»(CHy)7
DMP/THF
RT

Schema 51Demetilazione ossidativa dell’alcool omovanillicertvato con IBX o DMP

Ossidante | Substrato| Tempo (min) Conv.(%) Prodottoresa %)
IBX 62 30 >98 60 (91)
DMP 62 30 >98 60 (86)
IBX 67 30 83 66 (69)
DMP 67 30 >98 66 (77)
IBX 72 30 89 71(85)
DMP 72 30 >98 71(80)
IBX 82 30 85 81(70)
DMP 82 30 >98 81(84)
IBX 87 30 >98 86 (80)
DMP 87 30 >98 86 (88)
IBX 92 30 81 91 (66)
DMP 92 30 >98 91(89)
IBX 97 30 75 96 (52)
DMP 97 30 >98 96 (73)

Tabella 29.Risultati sperimentali della demetilazione ossi@tiondotta con IBX

| Diagrammi 3 e 4riportano le rese finali di idrossitirosolo acetath carbossimetilato
60, trifluoroacetat®6 e idrossitirosol®9, calcolate a partire rispettivamente dal tirosolo
dall'alcol omovanillico, secondo le strategie siitlee descritte neglSchemi47 e 50.
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Come € evidente, i risultati ottenuti sono statidisfacenti in tutti i casi. ottenendo rese di
idrossitirosolo protetto pari al 69-85% e di iditisssolo pari a 60-80%.
La via sintetica migliore, sia in termini di redeecdi impatto ambientale, e risultata essere

quella che, a partire da tirosolo, procede attisvéa carbossimetilazione.

100

OR=CH3
® R=CF3
® R=OCH3

NN N N N N NN

HTyr protetto HTyr

Diagramma 3.Rese finali di idrossitirosolo e idrossitirosolmtatto a partire dal tirosolo

100

R=CH3
® R=CF3
m R=OCH3

B
2
\\\\I\\\

Q

HTyr protetto HTyr

Diagramma 4. Rese finali di idrossitirosolo e idrossitirosol@tetto a partire dall’alcol omovanillico
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4  CONCLUSIONI

L attivita di ricerca svolta in questo dottoratoésbasata sullo sviluppo e sull’applicazione
di nuove metodologie sintetiche innovative ed eoggatibili, nel rispetto di alcuni
principi della green chemistry.

In particolare, nella prima parte del lavoro, etestastesa I'applicabilita del sistema
catalitico acqua ossigenata »®3)/metiltriossorenio (CkReQ;, MTO) in solventi
innovativi a basso impatto ambientale, quali iluldp ionico [omim(BE)] e il dimetil
carbonato (DMC) per condurre ossidazioni cataldich un cospicuo numero di sostanze
organiche. | buoni risultati ottenuti hanno evidatz che tale sistema ossidante ha
mantenuto la sua efficienza e versatilita in enbiamsolventi. Tuttavia in generale,
I'utilizzo del DMC é risultato piu vantaggioso resgpo al liquido ionico per una serie di
fattori, quali la bassa tossicita, la maggiore digbilita commerciale, il minor costo, la
maggiore reattivita e versatilita del sistema catbid; la maggiore facilita di lavorazione.

Di particolare interesse sono risultati i chinoluhdati ottenuti dall’ossidazione catalitica
dei corrispondenti fenoli, in quanto hanno mostraia buona attivita antifungina verso un
discreto numero di specie contaminanti il suoloakchenti, che in alcuni casi é risultata
anche superiore a quella di un antifungino comra&cpreso come riferimento.
Successivamente, con l'obiettivo di condurre precesbasso impatto ambientale e di
recuperare e valorizzare alcuni dei componentilfeinaresenti nei reflui agroindustriali, &
stata sviluppata una sintesi di 4-vinil fenoli atpa dagli acidi cinnamici, utilizzando le
microonde senza ricorrere alluso dei solventi arga Le condizioni sperimentali
ottimizzate hanno permesso di ottenere le moleoget in tempi brevi e in buone rese.
Tale metodologia é stata estesa anche a campi@uidh ferulico provenienti da estratti
naturali di crusca, dimostrando la sua validitah&nsu matrici vegetali.

La ricerca € successivamente proseguita con ltmeti utilizzare acidi cinnamici e
tirosolo per la sintesi di molecole ad alto valoaggiunto, quali le 4-aril-3,4-
diidrocumarine. Di particolare interesse sono t&ul anche i prodotti derivanti
dall'apertura idrolitica dell’anello lattonico, imuanto hanno mostrato un’attivita
antiossidante superiore a quella del tirosolo.

Nel corso di queste sintesi si € reso necessarisviloppo di nuove metodologie di
protezione selettiva di funzioni alcoliche presemile molecole fenoliche utilizzate. In

particolare, sono state messe a punto nuove megidali:
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4.

carbossimetilazioni, utilizzando il DMC come soltee reagente;
trifluoroacetilazioni con acido trifluoroacetico;

acetilazioni, utilizzando acetonitrile/acido clai@b oppure cloruro di
acetile/DMC,;

esterificazioni con cloruri degli acidi a catenada, satura ed insatura.

Oltre alla metodologia di protezione, sono risuliateressanti anche i prodotti ottenuti, in

quanto molecole antiossidanti dotate di una maggigrofilicita e quindi maggiore

biodisponibilita rispetto a quelle naturali.

Fra i risultati ottenuti in questa tesi di dottaratli particolare interesse e stato il lavoro

svolto per la messa a punto di due nuove procesimtetiche dell'idrossitirosolo, una

molecola dotata di molteplici attivita biologichee partire da materiali di partenza presenti

negli scarti agroindustriali, quali il tirosolo ‘alcol omovanillico e l'utilizzazione di alcuni

rettivi dello iodio ipervalente (IBX, DMP). Tali pcedure, per la loro originalita,

semplicitd, economicita, efficienza e il loro bagspatto ambientale, sono state oggetto di

due brevetti nazionali depositati e sono prometfeatapplicazioni a livello industriale.
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5 PARTE SPERIMENTALE

Strumenti e materiali utilizzati

Gli spettri di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR)nG stati registrati con uno
spettrofotometro Bruker 200 MHz, usando solventid#zati quali cloroformio deuterato
(CDClg), metanolo deuterato (GDD) ed acqua deuterata D). | chemical shift sono
espressi in parti per milione (ppm) e le costanéiatoppiamento in Hertz (Hz).

Gli spettri di massa sono stati registrati utilizda un gascromatografo Shimadzu GC-17
A con un rivelatore a ionizzazione di fiamma (Flibderfacciato con uno spettrometro di
massa GC/MS QP 5050A, equipaggiato con una coleapdlare Supelco CPSIL8CB
lunga 30 metri. La programmata piu utilizzata dasfa seguente: temperatura iniziale:
100°C; temperatura finale:280°C; velocita: 10°C/mieamperatura dell’iniettore e del
detector: 280°C.

Gli spettri HPLC sono stati registrati con uno stamto Varian ProStar con un rivelatore
UV, equipaggiato con una colonna Varian Pursuitl8 €50*4,6 mm.

Il programma utilizzato e stato:

Eluente
Tempo (min) Acqua (%) Acetonitrile (%)
Prerun 90 10
10 90 10
25 40 60
30 40 60
35 90 10

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

Il decorso delle reazioni € stato monitorato atdrag cromatografia su strato sottile (TLC),
utilizzando come fase stazionaria gel di silice 8kef230-400 mesh) e come fase mobile
miscele di etere di petrolio/etil acetato. | rivela utilizzati sono stati la lampada UV
(A=254 nm); una soluzione etanolica di p-anisalddideattivo molibdico; un reattivo allo
iodio; un reattivo contenente acido solforico.

| prodotti chimici commerciali e i solventi utiliai sono stati acquistati presso le ditte
Sigma-Aldrich, Fluka, Acros.
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5.1 Procedura generale di ossidazione di fenoli e feneteri a chinoni in liquidi
ionici bmim[BF 4] con il sistema catalitico MTO/H,O,
In un tipico esperimento, il substrato (1 mmolet&to solubilizzato in liquido ionico (1
ml); dopo aggiunta di acqua ossigenata ed MTOogllazgone € stata posta sotto agitazione
magnetica alla adeguata temperatura fino a competeversione del substrato. La
reazione é stata monitorata via TLC e GC/MS, prenizroestrazione con etere etilico.
Successivamente, si e proceduto all’'estrazionepdmdotto organico dal liquido ionico
utilizzando etere etilico. Per garantire una eéiite estrazione, la procedura e stata ripetuta
fino a 5 volte. La fase eterea cosi ottenuta, & $&@ata con una soluzione acquosa satura
di cloruro di sodio (NaCl). Alla fase organica atet aggiunto sodio solfato anidro per
eliminare residui acquosi della lavorazione. Dopitvakione del sodio solfato, & stato
eliminato il solvente organico per distillazionettsopressione, recuperando il prodotto

desiderato.

5.2 Procedura Generale di ossidazione in dimetil carbaato (DMC) con il sistema
catalitico MTO/H ;0

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmole}ato solubilizzato in DMC (10 ml); dopo
aggiunta di acqua ossigenata ed MTO, la soluzicstata posta sotto agitazione magnetica
alla adeguata temperatura fino a completa convezsitel substrato. La reazione e stata
monitorata via TLC e GC/MS. Successivamente, ilvesale € stato allontanato per
evaporazione a pressione ridotta dopo I'aggiunta dolumi di MeOH al fine di produrre
un azeotropo con il DME* Il residuo organico ottenuto & stato solubilizzatm etil
acetato, procedendo quindi alla fase di lavaggin ooa soluzione acquosa satura di
cloruro di sodio (NaCl). Alla fase organica é staiggiunto sodio solfato anidro per
eliminare residui acquosi della lavorazione. Dopitvakione del sodio solfato, & stato
eliminato il solvente organico per distillazionetteopressione, recuperando il prodotto

desiderato.

5.3 Procedura generale di metilazione di ossidrili fenleei, alcolici e acidi carbossilici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmolejtato solubilizzato in acetone (10 ml);
dopo aggiunta di carbonato di potassio e iodurométile (rispettivamente 1.5 e 3
equivalenti per ogni ossidrile alcolico o carbdssil, la miscela é stato lasciata sotto
agitazione magnetica alla appropriata temperatima & conversione completa del

substrato. La reazione e stata monitorata via T LGC/MS. Successivamente, il solvente
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e stato allontanato per evaporazione a pressiaiwtaj quindi € stata aggiunta una
soluzione di HCI 1M fino a portare il pH a circee’si &€ proceduto alla fase di estrazione
con etil acetato della soluzione acquosa (3 estngziLe fasi organiche sono state quindi
riunite e lavate con una soluzione acquosa satuoduro di sodio (NaCl); alla fase

organica cosi ottenuta é stato aggiunto sodio tsodaidro per eliminare residui acquosi
della lavorazione. Dopo filtrazione del sodio stufee stato eliminato il solvente organico

per distillazione sotto pressione, recuperandootiptto desiderato.

5.4 Procedura generale di acetilazione di ossidrili femlici ed alcolici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmoledtato solubilizzato in piridina e dopo
I'aggiunta di anidride acetica (10 equivalenti pgni ossidrile), la miscela e stata lasciata
in agitazione alla appropriata temperatura finooaversione completa del substrato La
reazione é stata monitorata via TLC e GC/MS. Sgicasiente, € stata aggiunta una
soluzione di HCI 1M per neutralizzare la piridinagieé proceduto alla fase di estrazione
con etil acetato della soluzione acquosa (3 estngziLe fasi organiche sono state quindi
riunite e lavate con una soluzione acquosa satuoduro di sodio (NaCl); alla fase
organica cosi ottenuta é stato aggiunto sodio teodaidro per eliminare residui acquosi
della lavorazione. Dopo filtrazione del sodio stufee stato eliminato il solvente organico

per distillazione sotto pressione, recuperandootiptto desiderato.

5.5 Procedura generale di decarbossilazione “solvent ée” via “microwave
irradiation”

In un tipico esperimento, ad una soluzione di acidmamico (1 mmole), solubilizzato in
metanolo (20 ml), sono stati aggiunti DBU (6 mmoidrochinone (0.1 mmole) e silice o
allumina basica ( 2 grammi). Il metanolo é statmptetamente evaporato via distillazione
a pressione ridotta, ottenendo una miscela soldaéc stata direttamente riscaldata nel
forno a microonde ad una potenza di 650 Watt. A cantinui di 10 minuti, la reazione e
stata raffreddata e monitorata mediante TLC e GC/MbHo microestrazione con solvente.
Dopo completa conversione del substrato, la miscghda e stata raffreddata a
temperatura ambiente e neutralizzata con una solezZLM di HCI, quindi si € proceduto
alla fase di estrazione dei prodotti organici miindo etilacetato (3x10 ml). Le fasi
organiche riunite sono state lavate con una sahgzaxquosa satura di cloruro di sodio e €

stato aggiunto sodio solfato anidro per eliminasidui acquosi della lavorazione. Dopo
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filtrazione del sodio solfato, & stato eliminatcsdlvente organico per distillazione sotto

pressione, recuperando i prodotti ottenuti.

5.6 Procedura Generale di carbossimetilazione di ossidralcolici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmolest&to solubilizzato in dimetil carbonato
(10 ml); dopo aggiunta di acido solforico (0.2 a@henti) o DBU (0.1 equivalenti), la
miscela di reazione é stata lasciata sotto agiazinagnetica alla temperatura di riflusso
fino a completa conversione del substrato. La oeezie stata monitorata via TLC e via
GC/MS. Successivamente, il solvente & stato ali@itaper evaporazione a pressione
ridotta dopo l'aggiunta di 3 volumi di MeOH. Il iidsio organico ottenuto e stato
solubilizzato con etil acetato, procedendo quirldi tase di lavaggio con una soluzione
acquosa satura di cloruro di sodio (NacCl). Alleefasganica e stato aggiunto sodio solfato
anidro per eliminare residui acquosi della lavavaei Dopo filtrazione del sodio solfato, il
solvente organico € stato eliminato per distillagiosotto pressione, recuperando |l

prodotto ottenuto.

5.7 Procedura generale di acetilazione di ossidrili atalici con acetonitrile

Ad una soluzione del substrato (1 mmole) in acéténi (3 ml), sotto agitazione
magnetica, alla temperatura di riflusso, sono sgtiiunti setacci molecolari (sodio Y
zeolite, polvere, 340 mg) e HCI 37% (10 mmoli, Orib. La reazione €& stata monitorata
via TLC e GC/MS. Alla scomparsa del substrato, ilacela di reazione é stata filtrata e il
solvente organico e stato allontanato per evapamazia pressione ridotta. Il grezzo
ottenuto é stato solubilizzato con etil acetata#ato con una soluzione satura di NaCl. La
fase acquosa € stata estratta con etil acetattrepgplte. Le fasi organiche riunite sono
state lavate con una soluzione satura di NaCl dineeutralita, quindi seccate su,Say
anidro. Dopo evaporazione del solvente organicodu&rillazione a pressione ridotta, il
grezzo ottenuto € stato purificato tramite coloenamatografica utilizzando come fase
fissa gel di silice (230-400 mesh, Aldrich), ottede il prodotto desiderato puro.

5.8 Procedura generale di esterificazione degli ossidrialcolici con i cloruri acilici

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in dimatibonato (3 ml), posta sotto agitazione
magnetica, a temperatura ambiente, & stato aggiudimruro dell’acido (1.4 mmoli). La

reazione € stata monitorata via TLC. Successivamehbpo aver allontanato il solvente di
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reazione per distillazione a pressione ridottegsiduo e stato solubilizzato con etil acetato
e trattato con una soluzione satura di NaCl. La fagjuosa € stata estratta con etil acetato.
Le fasi organiche riunite sono state lavate con sokzione satura di NaCl fino a
neutralita, quindi seccate su 4$&, anidro.Dopo evaporazione del solvente organico per
distillazione a pressione ridotta, il prodotto atito e stato purificato tramite colonna
cromatografica utilizzando come fase fissa gellities(230-400 mesh).

5.9 Procedura generale di trifluoroacetilazione

Una soluzione di substrato (1 mmole) in acidouafacetico (2 ml), posta sotto agitazione
magnetica, € stata portata alla temperatura disgfl. La reazione € stata monitorata via
TLC. Dopo la completa conversione del substratgrekzzo di reazione é stato trattato con
una soluzione satura di NaHg®d estratto con etil acetato. Le fasi organicheo ssiate
lavate con una soluzione satura di cloruro di sdidio a neutralita, poi seccate su solfato
di sodio anidro. Dopo aver allontanato il solvepsar distillazione a pressione ridotta, il
prodotto ottenuto é stato purificato su colonnaratografica utilizzando come fase fissa
gel di silice (230-400 mesh).

5.10 Procedura generale di idrolisi basica o acida di gippi esterei o carbossimetilici

In un tipico esperimento, il substrato (1 mmolejt&o solubilizzato in acqua:THF (1:1).
Dopo l'aggiunta di HCI 37% (1.5 mmoli per ogni gpapidrolizzabile) o KOH (1.5 mmoli
per ogni gruppo idrolizzabile), la miscela e stisciata sotto agitazione magnetica alla
temperatura opportuna fino a completa scomparsasdestrato. La reazione é stata
monitorata via TLC e GC/MS. Alla fine, il solvengestato allontanato per distillazione a
pressione ridotta, quindi € stata aggiunta unazgmhe di HCI 1M o KOH fino a portare il
pH a circa 7 e si proceduto all’estrazione con atitato per 3 volte. Le fasi organiche
sono state quindi riunite e lavate con una sole@meguosa satura di cloruro di sodio; alla
fase organica cosi ottenuta & stato aggiunto ssdlif@to anidro per eliminare residui
acquosi della lavorazione. Dopo filtrazione delisagblfato, e stato eliminato il solvente

organico per distillazione a pressione ridottaupsrando il prodotto ottenuto.

5.11 Riduzione con sodioboroidruro
Il substrato (1 mmole), solubilizzato in THF (10)pdopo aggiunta di sodioboroidruro (5
mmoli) & stato lasciato sotto agitazione magnetiteamperatura ambiente fino a completa

conversione nel prodotto desiderato. La reaziostata monitorata via TLC e GC/MS.

95



Successivamente,, il solvente & stato allontanatoepaporazione a pressione ridotta; il
residuo organico € stato solubilizzato con etiltaee lavato con una soluzione acquosa
satura di cloruro di sodio. Alla fase organica atestaggiunto sodio solfato anidro per
eliminare residui acquosi della lavorazione. Doittbazione del sodio solfato, il solvente
organico e stato eliminato per distillazione a pi@se ridotta, recuperando il prodotto
ottenuto.

5.12 Ossidazione di composti fenolici con IBX

Ad una soluzione di 1 mmole di fenolo in metanotb ril), posta sotto agitazione
magnetica, alla temperatura di 0 °C, é stato aggilBX (1.2 mmoli, 747 mg). Dopo 30
minuti, e stato osservata la scomparsa del substfdia soluzione sono stati aggiunti
acqua (4 ml) e sodio ditionito (2 mmoli, 348 mgy Imiscela & stata lasciata sotto
agitazione magnetica fino ad osservare una vanazmromatica da rosso a bianco (5
minuti). Dopo aver allontanato il metanolo per letione a pressione ridotta, il grezzo di
reazione é stato solubilizzato con etil acetatoatato con una soluzione satura di sodio
bicarbonato. La fase acquosa e stata estrattatt@eetato. Le fasi organiche riunite sono
state lavate con una soluzione satura di clorursadiio fino a neutralita e seccate su
solfato di sodio anidro. Dopo distillazione delsmite a pressione ridotta, & stato ottenuto

il prodotto ossifunzionalizzato.

5.13 Ossidazione di composti fenolici con DMP

Ad una soluzione di substrato (1 mmole) in teti@idrano (4 ml), posta sotto agitazione
magnetica a temperatura ambiente, sono state daggiuB mmoli di reattivo di Dess-

Martin. Dopo un’ora, € stata osservata la scompadesaubstrato. Alla soluzione e stata
aggiunta acqua (4 ml) e sodio ditionito (2 mmoi83ng). La miscela e stata lasciata sotto
agitazione magnetica fino ad osservare una vanazmromatica da rosso a bianco (5
minuti). Dopo aver allontanato il solvente per illestione a pressione ridotta, il residuo di

reazione é stato solubilizzato con etil acetatoatato con una soluzione satura di sodio
bicarbonato. La fase acquosa e stata estrattatt@eetato. Le fasi organiche riunite sono
state lavate con una soluzione satura di clorursodiio fino a neutralita e seccate su
solfato di sodio anidro. Dopo distillazione dellvemte a pressione ridotta, & stato

recuperato il prodotto ossifunzionalizzato.
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5.14 Demetilazione ossidativa di eteri metil aril fenolti con IBX

Ad una soluzione di 1 mmole di substrato in tet@figrano (3 ml) e acqua (2 mmoli),
posta sotto agitazione magnetica, alla temperatonaiente, sono stati aggiunti 1.2 mmoli
di IBX (747 mg). Dopo circa 40 minuti, & stata oggsta la scomparsa del substrato. Alla
soluzione sono stati aggiunti acqua (3 ml) eA, (2 mmoli, 348 mg); la miscela é stata
lasciata sotto agitazione magnetica per 5 minuwdi.variazione cromatica osservata da
rosso a bianco ha indicato la fine della reazi@wpo aver allontanato il tetraidrofurano
per distillazione a pressione ridotta, il grezzorelzione e stato solubilizzato con etil
acetato e trattato con una soluzione satura di N&@HICa fase acquosa ve stata estratta con
etil acetato. Le fasi organiche riunite sono statate con una soluzione satura di NaCl
fino a neutralita e seccate su,8@, anidro. Dopo distillazione del solvente a pression

ridotta, & stato ottenuto il prodotto demetilato.

5.15 Demetilazione ossidativa di eteri metil aril fenoki con DMP

Ad una soluzione di substrato (1 mmole), in tet@fisgrano (3 ml) e acqua (2 mmole),
posta sotto agitazione magnetica a temperaturaesmehisono state aggiunte 1.2 mmoli di
reattivo di Dess-Martin. Dopo circa un’ora, e stagservata la scomparsa del substrato.
Alla soluzione é stata aggiunta acqua (3 ml) e@4 (2 mmoli, 348 mg) ed é stata
mantenuta 'agitazione magnetica per 5 minuti. haazione cromatica da rosso intenso a
giallo pallido ha indicato la fine della reazior@opo aver allontanato il solvente per
distillazione a pressione ridotta, il residuo dizimne é stato solubilizzato con etil acetato e
trattato con una soluzione satura di NaHCICa fase acquosa € stata estratta per tre volte
con etil acetato. Le fasi organiche riunite soretesiavate con una soluzione satura di
NaCl fino a neutralita e seccate su,8@, anidro. Dopo distillazione del solvente a

pressione ridotta, & stato ottenuto il prodotto el#ato.

5.16 Ossidazione dell’acido o-iodobenzoico ad IBX

Ad una soluzione di acido o-iodobenzoico (20 mmalubilizzato in acqua (65 ml) e
stato aggiunto oxone (29 mmoli). La miscela e dtdeaiata sotto agitazione magnetica per
circa 3 ore alla temperatura di 70°C. La sospemrs@stata quindi raffreddata a 5 °C ed é

stata mantenuta a questa temperatura per ciraard $otto leggera agitazione. La miscela

97



e stata quindi filtrata sotto vuoto, lavando ripatoente il solido prima con acqua (6x10
ml) e poi con acetone (2x10 ml). Il solido e sta¢wcato a temperatura ambiente per tutta

la notte ed é stato recuperato con una resa d&0 ?5-

5.17 Sintesi 4-aril-dildrocumarine

Una quantita equimolecolare di acido cinnamico @deatemente protetto e di tirosolo
carbossimetilato (1 mmole) sono stati posti in acidfluoracetico alla temperatura di

riflusso. La reazione e stata monitorata viaTLC €/I3S. Successivamente, € stato
aggiunto alla miscela una soluzione satura di sedibonato fino ad arrivare ad un pH
neutro, e quindi si &€ proceduto all'estrazionealédlse acquosa con etilacetato (3x20 ml).
Le fasi organiche riunite sono state prima lavate gna soluzione di cloruro di sodio e
quindi seccate su sodio solfato anidro. Dopo fiivae, il solvente organico é stato
allontanato per distillazione a pressione ridottegrezzo di reazione € stato purificato

mediante colonna cromatografica flash.

5.18 Misure di attivita antiossidante con il metodo deth DPPH

Aliquote di una soluzione di molecola da testareneoantiossidante, solubilizzata in
metanolo, sono state aggiunte a 2.8 ml di una &niez6x10° M di DPPH in metanolo. I

decremento di assorbanza del radicale libero deRéH € stato determinato per via
spettrofotometrica, registrando i valori ottenui 2=516 nm €s16 = 10357+162 Mcm'?)

a 25°C nel tempo, fino ad arrivare ad un plate@u.dgni concentrazione di antiossidante,
e stata registrata la cinetica di reazione. Il ralpercentuale di assorbanza della DPPH
rimasta inalterata nei vari tempi dopo l'aggiuntal composto in esame, €& stata
determinata attraverso la comparazione delle midu@ssorbanza di tale soluzione con
quello di una soluzione di DPPH pura. Dall'estragodne di un grafico che correla la
percentuale di assorbanza della DPPH rimasta ratdtes il valore della concentrazione
molare del composto in esame si ricava l'attivit#tiradicalica del composto stesso,

espressa come segue:

concentrazione Efficiente (Eg= moli antiossidante/moli DPPH
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5.19 Misure UV-VIS del complesso HO,/MTO in DMC

Sono state preparate due soluzioni, rispettivamsoitebilizzando MTO in DMC con una
concentrazione 0.93 mM (soluzione A) g4 al 35% in DMC con una concentrazione 42
mM (soluzione B). Dopo tale preparazione, sonoestawndotte misure UV-Vis di
assorbanza nel range di lunghezza d’onda 300-500 utiizzando cuvette in quarzo
(1x1x3 cm). La prima misura € stata effettuatanegistrare lo spettro di assorbanza del
solo catalizzatore metallico (soluzione A) e vesdfie che non ci fossero interazioni con |l
DMC. Il bianco di riferimento per questa prima asia¢ stato il DMC. La seconda misura
e stata effettuata per verificare sia la formaziated monoperossicomplessopRe
(Ama=330 nm) che del diperossicomplesiuRe (Amax= 360 nm). La soluzione B e stata
impiegata come bianco di riferimento; mentre il gézne da analizzare e stato preparato
miscelando volumi uguali della soluzione A e B (gobne C). L'analisi spettrofotometrica
sulla soluzione C, ad intervalli regolari di tem(oh), ha permesso la registrazione sia

dello spettro relativo ahpRe che deldpRe.
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6 DATI SPETTROSCOPICI E SPETTRI NMR

Dati spettroscopici
Umax (KBr, cm™): 1650, 2880, 3060.
34 (CDCh, 200 MHz): 1.27 (18H, s), 6.48 (2H, s).

dc (CDCk, 200 MHz): 29.3, 35.5, 130.1, 157.7, 187.7, 188.6.

Dati spettroscopici
Umax (KB, cm™): 1650, 2880, 3060.
34 (CDCL, 200 MHz): 2.01 (9H, m), 6.50 (1H, q, J=1.57 Hz).

dc (CDCls, 200 MHz): 12.0, 12.3, 15.8, 133.0, 140.7, 14045.3, 187.4, 187.8.
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Dati spettroscopici
Umax (KB, cm™): 1605, 1650, 2960, 3060.

& (CDCl, 200 MHz): 1.19 (9H, s, C#, 1.96 (3H, g, Chl J=1.5 Hz), 6.46 (1H, g, J=1.5
Hz, CH), 6.52 (1H, s, CH).

dc (CDCk, 200 MHz): 14.9, 29.1, 131.5, 135.9, 144.1, 15687.8, 188.9.

M/z 178 (M.

Dati spettroscopici

Umax (KBF, cm™): 1600, 1650, 2960, 3060.

3y (CDCh, 200 MHz): 1.10 (9H, s, C4} 1.91 (3H, s, Ch), 6.41 (2H, m, CH);

dc (CDCl, 200 MHz): 16.1, 27.80, 28.7, 131.3, 131.9, 1475§.2, 187.6, 188.6.

M/z 178 (M).

101



0]
13

Dati spettroscopici
&4 (CDCl;, 200 MHz): 6.98 (s, 2H), 7.68 (q, 2H, J=1.85),87(§, 2H, J=1.85).

dc (CDCls, 200 MHz): 126.2, 131.8, 133.7, 138.5, 184.7.

O

0]
17

Dati spettroscopici
Oy (CDCl, 200 MHz): 2.07 (s, 6H), 7.58 (q, 2H, J=2.44),4/(§, 2H, J=2.43).

dc (CDCk, 200 MHz): 12.8, 126.1, 132.0, 133.3, 143.4, 184.8
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OMe

H3C

23

Dati spettroscopici
Umax (KBr, cm™): 1660, 1640

& (CDCl, 200 MHz): 2.08 (d, 3H, C#l J=1.58), 3.78 (s, 3H, GB), 5.90 (s, 1H, CH),
6.50 (1H, g, CH, J=1.58).

dc (CDCk, 200 MHz): 15.7, 56.2, 107.5, 131.2, 146.9, 15882.1, 187.7

HsC OMe

Dati spettroscopici
Umax (KBr, cm™): 1650,1625.

o (CDCl, 200 MHz) 2.00 (s, 3H, CHi, 3.74 (s, 3H, CkD), 5.81 (s, 1H, CH), 6.47 (1H,
m, CH).
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OMe
H,C OMe

25

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 1.96 (d, 3H, J= 1.14), 3.93 (s, 3HBS(s, 3H), 6.38 (g, 1H, J=
1.14).

dc (CDCls, 200 MHz): 15.3, 61.1, 61.1, 131.2, 142.7, 14448.1, 172.1, 184.3.

27

Dati spettroscopici
Umax (KBr): 1650, 2880, 3060.
34 (CDCl, 200 MHz): 2.02 (6H, d, J=1.52), 6.52 (2H, g, 53Hz).

dc (CDCl;, 200 MHz): 16.0, 133.3, 145.8, 187.7, 188.2.
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29

Dati spettroscopici

34 (CDCl, 200 MHz): 2.81 (dd, 1H3 5.5, J= 2.6), 3.15 (dd, 1H,3 5.5, J= 4.1), 3.87
(dd, 1H, J= 2.6, 3= 4), 7.30 (m, 5H).

dc (CDCk, 200 MHz): 51.2, 52.4, 125.5, 128.2, 128.4, 137.6.

O

32

Dati spettroscopici
Oy (CDCl, 200 MHz): 7.30-7.55(m, 6H), 7.90-8.00 (m, 4H).

dc (CDCk, 200 MHz): 128.3, 130.0, 132.4, 137.6, 196.7
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/©/OH
HO

34

Dati spettroscopici
Oy (CDCl, 200 MHz): 6.52 (s, 4H).

dc (CDCk, 200 MHz): 115.8, 149.5.

oy

35

Dati spettroscopici
Oy (CDCls, 200 MHz): 6.66 (s, 4H).

0cCDCl3, 200 MHz): 136.5, 187.3.

37

Dati spettroscopici
3 (CDCl, 200 MHz): 1.56-1.93 (m, 12H), 2.85 (m, 1H), 4(821H).

dc (CDCls, 200 MHz): 25.6, 25.9, 30.7, 33.5, 35.5, 35.81473.4, 179.5.
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oo

39

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 7.42-7.49 (m, 6 H), 7.63-7.66 (m, 4 H).

8c (CDCl, 200 MHz): 124.7, 129.3, 131.0, 145.6.

@)

O\\ 7
(O

40

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 7.48-7.59 (m, 6 H), 7.94-7.97(m, 4 H).

dc (CDCk, 200 MHz): 127.6, 129.3, 133.2, 141.5.

OH

42

Dati spettroscopici
oy (CDChk, 200 MHz): 5.09 (d, 1H,.3 10.84), 5.58 (d, 1H,3d17.59), 6.56-6.70 (dd, 1H,
J=17.59, & 10.87), 6,64 (m, 2H), 6.77 (d, 2H=8.54), 7.28 (d, 2H,,38.55).

dc (CDCl;, 200 MHz): 111.5, 115.3, 127.5, 130.6, 136.1, 355.
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NG

OH
43

Dati spettroscopici
oy (CDCl;, 200 MHz): 1.39 (d, 3H, J=7.00), 3.52 (m, 1H),1668.21 (m, 2H), 6.68-6.79
(m, 4H), 7.08-7.26 (m, 4H).

dc (CDCls;, 200 MHz): 18.6, 37.0, 115.8, 115.9, 126.2, 12132.1, 134.5, 154.2, 159.2.

HO
OH

47

Dati spettroscopici

34 (CDCl, 200 MHz): 4.93 (dd, 1H3 10.82, & 1.04), 5.40 (dd, 1H,317.58,
1.06), 6.38-6.52 (dd, 1H=)17.51, & 10.82), 6,64 (m, 2H), 6.81 (m, 1H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 110.7, 112.3, 114.8, 118.7, 130.8, 43645.7, 146.9.
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MeO
OH

48

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 3.90 (s, 3H), 5.09 (d, 1H=J10.62), 5.56 (d, 1H.3 17.37), 6.54-
6.692 (dd, 1H,& 17.40, & 10.75) 7.12 (d, 2H, J=8.70).

dc (CDCl;, 200 MHz): 55.7, 108.4, 111.0, 114.6, 119.8, 12935.5, 145.8, 147.0.

MeO OMe
OH

49

Dati spettroscopici

8+ (CDCh, 200 MHz): 3.89 (s, 6H), 5.13 (dd, 1H=J10.84, J 0.81), 5.58 (dd, 1H,3
17.52, = 0.84), 6.52-6.67 (dd, 1H;=17.51, & 10.80) 6.63 (s, 2H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 56.2, 103.0, 111.8, 129.2, 134.8, 13647 .0.
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50

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 1.34 (d, 3H, J=7.04), 3.36 (m, 1H),B&14 (m, 2H), 6.54-6.71
(m, 6H).

MeO O pr—
HO O
OMe

OH
51

Dati spettroscopici

&4 (CDCh, 200 MHz): 1.41 (d, 3H, J=7.00), 3.56 (m, 1H),B(8, 6H), 6.11-6.34 (m, 2H),
6.73-6.88 (M, 6H)
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MeO O —
HO
OMe
MeO OMe

OH

52

Dati spettroscopici
Oy (CDCls, 200 MHz): 1.41 (d, 3H, J=7.02), 3.56 (m, 1H), B, 12H), 6.20-6.24 (m,
2H), 6.47 (s, 2H), 6.57 (s, 2H).

O
O)J\O
EO>H

54

~

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 2.88 (t, 2H J=7.1), 3.75 (s, 3H), 4(@82H, J=7.1), 6.74 (d, 2H,
Jo=8.6), 7.03 (d, 2H, J=8.6).

Oc (CDCl;, 200 MHz): 34.2, 54.8, 68.7, 115.4, 129.2, 13054.4, 155.9.
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OH
56

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): .91 (t, 2H, J=7.10), 3.75 (s, 3H), 4(812H, J=7.10), 6.68-6.79 (M,
3H), 7.11-7.19 (m, 1H).

Oc (CDCl;, 200 MHz): 34.9, 54.7, 68.2, 113.6, 115.8, 12128.7, 139.7, 155.7, 155.9.

58

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.98 ( t, 2H, J=7.06), 3.76 (s, 3H)33}(t, 2H, J=7.06), 6.77-6.88
(m, 2H), 7.07-7.12 (m, 2H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 29.6, 54.8, 67.7, 115.8, 120.7, 12328.3, 131.0, 154.3, 156.0.
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OH

OH
OH

59

Dati spettroscopici

84 (CDCl, 200 MHz): 2.58 (t, 2H, J=6.8), 3.66 (t, 2H, B)66.44 (dd, 1H,-1.8, J=8),
6.59 (d, 1H, J=1.8), 6.64 (d, 1H, J=8).

dc (CDCl;, 200 MHz): 38.1, 63.4, 115.3, 115.9, 120.6, 13043.8, 144.2.

OH
OH

60

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.82 (t, 2H, J=7.18), 3.75 (s, 3H),64(, 2H, J=7.18), 6.60 (dd,
1H, J;=2.03, J=8.01), 6.70 (d, 1H, J=1.9), 6.76 (d, 1H, J=8.01).

dc (CDCl3, 200 MHz): 34.4, 54.8, 68.7, 115.5, 116.0, 12130.0, 142.4, 143.6, 155.9.
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OH
OMe

62

Dati spettroscopici

& (CDCh, 200 MHz): 2.88 (t, 2H, J=7.2), 3.75 (s, 3H), 3(853H), 4,29 (t, 2H, J=7.2),
6.68-6.72 (m, 2H), 6.83 (d, 1H, J=8.5).

dc (CDCl;, 200 MHz): 34.8, 54.7, 55.9), 68.6, 111.4, 1142].6, 129.0, 144.4, 146.7,
155.8

=0

0~ "CF;

OH
63

Dati spettroscopici

&y (CDCl, 200 MHz): 2.90 (t, 2H J=7.0), 4.43 (t, 2H, J=7®Y2 (d, 2H, 8.5), 6.98 (d,
1H, J=8.5).

dc (CDCl;, 200 MHz): 33.7, 68.7, 115.5, 120.7, 129.9, 13055.5, 157.1.
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=0

0" CF4

OH
64

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.93 (t, 2H, J=7.07), 4.46 (t, 2H, B}, 6.70 (m, 3H), 7.14 (m,
1H).

dc (CDCl3, 200 MHz): 34.4, 68.3, 114.0, 114.6, 115.7, 12028.7, 137.7, 156.6.

0" “CF,

OH

65

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 3.01 ( t, Ar€l, 2H, J=6.96), 4.56 (t, ArC}CH, 2H, J=6.96), 6.72
(dd, Ar, 1H, J=8.06, }=1.36), 6.89 (m, Ar, 1H), 7.14 (m, Ar, 2H).

dc (CDCl3, 200 MHz): 29.4, 67.4, 114,3, 115.3, 121.4, 12228.5, 131.3, 153.8.

115



0" "CF;

OH
OH

66

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.90 (t, 2H J=7.0), 4.46 (t, 2H, J=7.8)62 (dd, 1H, s=2.0,
J=8.0), 6.71 (d, 1H, J=2.0), 6.78 (d, 1H, J=8.0).

dc (CDCl;, 200 MHz): 33.9, 68.5, 114.0, 115.6, 115.9, 12128.0, 142.6, 143.8, 157.0.

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.95 ( t, 2H, J=6.9), 3.86 (s, 3H),3}# 2H, J=6.9), 6.67-6.71 (m,
2H), 6.85 (d, 1H, J=8.6).

dc (CDCl;, 200 MHz): 34.3, 55.8, 68.6, 111.7, 114.6, 11131.6, 128.0, 144.7, 146.6,
156.9
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OH
68

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.03 (s, 3H) 2.83 (t, 2H J=7.1), 4.222H, J=7.0), 6.74 (d, 2H,
J,=8.6), 6.59 (d, 1H, J=1.9), 7.03 (d, 1H, J=8.6).

dc (CDCl;, 200 MHz): 21.0, 34.2, 65.4, 115.4, 129.6, 13094.5, 171.6.

OH

69

Dati spettroscopici

oy (CDCk, 200 MHz): 2.03 (s, 3H), 2.85 ( t, 2H, J=7.05R64(t, 2H, J=7.05), 6.68-6.75
(m, 3H), 7.13 (m, 1H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 21.0, 34.8, 64.9, 113.6, 115.7, 12129.6, 139.4, 155.9, 171.6.
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OH

70

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.05 (s, 3H), 2.94 (BH, J=7.04), 4.28 (RH, J=7.04), 6.76-6.87
(m, 2H), 7.06-7.12 (m, 2H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 21.0, 30.0, 64.5, 115.9, 120.9, 12348.3, 130.8, 154.4, 171.6.

OH
OH

71

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 1.93 (s, 3H) 2.68 ( t, 2H J=7.1), 4(1L02H, J=7.0), 6.46 (dd, 1H,
J»=2.0, 3=8.0), 6.59 (d, 1H, J=1.9), 6.65 (d, 1H, J=8.0).

dc (CDCl3, 200 MHz): 20.7, 34.2, 65.4, 115.1, 115.7, 12028.6, 143.0, 144.2, 171.8.
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OMe
OH

72

Dati spettroscopici

84 (CDCl, 200 MHz): 2.02 (s, 3H), 2.83 (t, 2H, J=7.168B(s3H), 4.22 (t, 2H, J=7.16),
6.66-6.69 (m, 2H), 6.85 (d, 1H, J=8.5).

dc (CDCls, 200 MHz): 20.9, 34.7, 55.8, 65.2, 111.4, 11421.6, 129.6 , 144.3, 146.5,
171.1.

(0]

O (CH3)4CH3

OH

78

Dati spettroscopici

& (CDCk, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.23-1.32 (m, 4H), 1.564 (m, 2H), 2.29 (t,2H,
J=7.30), 2.94 (t, 2H, J=7.03), 4.27 (t, 2H, J4},6.79-6.87 (m, 2H), 7.07-7.15 (m, 2H).

dc (CDCl, 200 MHz): 13.8, 22.2, 24.5, 30.1, 31.2, 34.336415.8, 120.5, 123.68, 128.2,
130.8, 154.4, 174.5.
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(0]

0~ (CHy)4CHs

OH

79

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.85 (m, 3H), 1.20-1.30 (m, 4H), 1.568 (m, 2H), 2.27 (2H,
J=7.71), 2.83 (t, 2H, J=7.04), 4.27 21, J=7.04), 6.67-6.76 (M, 3H), 7.09-7.17 (m, 1H).

dc (CDCls, 200 MHz): 13.8, 22.2, 24.5, 31.2, 34.3, 34.9/6413.5, 115.8, 121.0, 129.6,
139.5, 155.9, 174.4.

O

@) (CH2)4CH3

OH

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.85 (m, 3H), 1.19-1.32 (m, 4H), 1.568 (m, 2H), 2.24 (t, 2H,
J=7.68), 2.83 ('t, 2H, J=7.06), 4.23 ( t, 2H, JFJ.(®.76 (d, 2H, J=8.40), 7.06 (d, 2H,
J=8.40).

dc (CDCls, 200 MHz): 13.8, 22.2, 24.6, 31.2, 34.2, 34.326915.3, 129.5, 129.9, 154.5,
174.5.
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O

0] (CH2)4CH3

OH
OH
81

Dati spettroscopici

oy (CDCls, 200 MHz): 0.85 (m, 3H), 1.18-1.27 (m, 4H), 1.484 (m, 2H), 2.26 (t, 2H,
J=7.56), 2.78 (t, 2H, J=7.11), 4.182H, J=7.11), 6.58 (dd, 1H,<B.03, 4=1.94 ), 6.70

(d, 2H, $,=1.94), 6.76 (d, 2H, J=8.03).

Oc (CDCls, 200 MHz): 13.8, 22.2, 24.5, 31.2, 34.4, 65.2,.31915.8, 121.1, 130.3,
142.45, 143.7, 174.9.

(0]

0~ (CHy)4CHs

OMe
OH

82

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.83 (m, 3H), 1.20-1.29 (m, 4H), 1.581L (m, 2H), 2.25 (t, 2H,
J=7.68), 2.82 (t, 2H, J=7.10),3,81 (s, 3H), 4.22H, J=7.10), 6.66 (m, 3H, J=8.40), 6.82
(d, 1H, J=7.22).

dc (CDCls, 200 MHz): 13.8, 22.2, 24.6, 31.2, 34.2, 34.78554.9, 111.4, 114.4, 121.6,
129.6, 144.4, 146.5, 173.8.
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O

O" (CH2)14CHs3

OH

83

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.87 (m, 3H), 1.19-1.24 (m, 22H), 1.60, 2H), 2.30 (t, 2H,
J=7.65), 2.94 (t, 2H, J=7.03), 4.28 (t, 2H, J27,8.79-6.87 (m, 2H), 7.07-7.11 (m, 2H).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.1, 22.6, 24.8, 29.1, 29.2, 29.34299.6, 29.6, 29.6, 30.1, 31.9,
34.3, 64.3, 115.8, 120.5, 123.7, 128.2, 130.9,9,94/4.5.

O

0" “(CHy)14CHg

OH

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.23-1.28 (m, 22H), 1.68, 2H), 2.27 (t, 2H,
J=7.28), 2.86 (t, 2H, J=7.06), 4.26 (t, 2H, J=7,86J0 (m, 3H), 7.13 (m, 1H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 14.0, 22.6, 24.9, 29.1, 29.2, 29.34299.6, 29.6, 29.6, 31.9, 34.38,
34.9,64.7, 113.5, 115.7, 121.1, 129.6, 139.5,9.35/4.3.
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O

O (CHy)14CH3

OH
85

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.24-1.29 (m, 24H), 1.68, 2H), 2.28 (t, 2H,
J=7.33), 2.84 (t, 2H, J=7.10), 4.23 (t, 2H, J=7.18y5 (d, 2H, J=8.51), 7.03 (d, 2H,
J=8.51).

Oc (CDCl;, 200 MHz): 14.1, 22.6, 24.9, 29.1, 29.2, 29.34299.6, 29.6, 29.6, 31.9, 34.23,
34.4,65.2,115.4, 129.4, 129.9,154.6, 174.5.

o

O" “(CHp)14CH3

OH
OH

86

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.85 (m, 3H), 1.12-1.22 (m, 24H), 1.66, 2H), 2.26 (t, 2H,
J=7.35), 2.77 (t, 2H, J=7.16), 4.16 (t, 2H, J=7. 5655 (dd, 1H, J=1.99, J=8.1), 6.69 (d,
1H, J=1.97), 6.73 (d, 1H, J=8.2).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.1, 22.6, 24.9, 29.1, 29.2, 29.34299.6, 29.6, 31.9, 34.4, 65.2,
115.2,115.8, 121.1, 130.2, 142.4, 143.8, 174.7.
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O

O" “(CH2)14CHs

OMe
OH
87

Dati spettroscopici

Oy (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.18-1.26 (m, 24H), 1.68, 2H), 2.26 (t, 2H,
J=7.60), 2.83 (t, 2H, J=7.14), 3.83 (s, 3H), 422, J=7.15), 6.66-6.69 (m, 2H), 6.85 (d,
1H, J=8.61).

Oc (CDCl;, 200 MHz): 14.1, 22.69, 24.9, 29.1, 29.2, 29.34299.6, 29.6, 29.6, 31.9, 34.2,
34.42,65.2,115.4, 129.4, 129.9, 154.6, , 174.5.

O

O “(CHy)7(CH)2(CHy);CHz

OH

88

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.20-1.26 (m, 20H), 1(&9, 2H), 1.98 (m, 4H) 2.30
(t, 2H, J=7.34), 2.93 (t, 2H, J=7.00), 4.27 (#,2=7.00), 5.32 (m, 2H), 6.79-6.87 (m,
2H), 7.06-7.14 (m, 2H).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.6, 24.8, 27.1, 27.2, 29.0,1299.3, 29.5, 29.6, 29.7, 30.1,
31.9, 34.3, 64.3, 115.9, 120.5, 123.6, 128.2, 12%80.0, 130.8, 154.4, 174.4
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(@]

0" “(CH2)7(CH)2(CH3)7CH3

OH

89

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 0.87 (m, 3H), 1.22-1.28 (m, 20H), 1(68 2H), 1.96 (m, 4H) 2.28
(t, 2H, J=7.64), 2.86 (t, 2H, J=7.09), 4.27 (t, 2H7.10), 5.33 (m, 2H), 6.69-6.77 (m, 3H),
7.09-7.17 (m, 1H).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.1, 22.6, 24.9, 27.1, 27.2, 29.01299.3, 29.5, 29.6, 29.7, 30.19,
31.9, 34.3, 34.9, 64.8, 113.6, 115.8, 121.0, 126,7, 130.0, 139.4, 156.0, 174.5.

O

0" “(CH2)7(CH)2(CH2)7CH3

OH
90

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.23-1.31 (m, 20H), 188 2H), 2.01 (m, 4H) 2.27
(t, 2H, J=7.33), 2.83 (t, 2H, J=7.13), 4.23 (1, 217.12), 5.33 (m, 2H), 6.75 (d, 2H,
J=8.52), 7.03 (m, 2H, J=8.52).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.6, 24.9, 27.1, 27.2, 29.01299.3, 29.5, 29.6, 29.7, 31.90,
34.2,34.3,65.1, 115.3, 129.5, 129.7,129.9, 13(%0,5, 174.4.
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O

0" “(CH2)7(CH)2(CH2)7CH3

OH
OH

91

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.15-1.25 (m, 20H), 1(&7, 2H), 2.00 (m, 4H) 2.24
(t, 2H, J=7.63), 2.77 (t, 2H, J=7.15), 4.22 (t, 2H7.15), 5.33 (m, 2H), 6.56 (dd, 1H,
Jn=2.03, J=8.04), 6.69 (d, 1H, J=2.02), 6.75 (d, 1H, J=8.04).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.6, 24.9, 27.1, 27.2, 29.0,1299.3, 29.5, 29.6, 29.7, 31.9,
34.4,65.2, 115.3, 115.8, 121.1, 129.7, 130.0,2,.3012.4, 143.7, 174.4.

O

0" “(CH2)7(CH)2(CH3)7CH3

OMe
OH

92

Dati spettroscopici

&4 (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.15-1.25 (m, 20H), 1(&0, 2H), 1.97 (m, 4H) 2.26
(t, 2H, J=7.63), 2.83 (t, 2H, J=7.14), 3.85 (s, 3HP3 ( t, 2H, J=7.13), 5.33 (M, 2H), 6.67-
6.70 (m, 2H), 6.82 (d, 1H, J=8.57).

dc (CDCl;, 200 MHz): 14.0, 22.6, 24.9, 27.1, 27.2, 29.0]1299.3, 29.5, 29.6, 29.7, 31.90,
34.3, 34.8, 55.8, 64.9, 111.3, 114.3, 121.6, 1226,7, 130.0, 144.2, 146.4, 173.8.

126



O
OJ\(CH2)4(CH)2CH2(CH)2(CH2)7CH3

g
>l

93

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 0.88 (m, 3H), 1.25-1.34 (m, 14H), 1(80, 2H), 2.03 (m, 4H) 2.31
(t, 2H, J=7.60), 2.76 ( m, 2H), 2.95 (t, 2H, J=7,0229 ( t, 2H, J=7.03), 5.29-5.39 (m,
4H), 6.79-6.87 (m, 2H), 7.07-7.15 (m, 2H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 14.0, 22.5, 24.8, 25.6, 27.2, 29.0]1299.3, 29.6, 30.1, 31.5, 34.36,
64.3, 115.8, 120.4, 123.7, 127.9, 128.0, 128.1,0,3(80.2, 130.9, 154.5, 174.5.

(0]

0" (CH2)4(CH)2CH3(CH)2(CHR)7CHg

OH

94

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.88 (m, 3H), 1.22-1.28 (m, 14H), 1(88, 2H), 2.02 (m, 4H) 2.25
(t, 2H, J=7.65), 2.33-2.90 ( m, 4H), 4.27 (t, 2H7.12), 5.25-5.41 (m, 4H), 6.69-6.76 (m,
3H), 7.09-7.17 (m, 1H).

8¢ (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.5, 24.9, 25.6, 27.2, 29.01299.3, 29.6, 31.5, 34.3, 34.95,
64.8, 113.6, 115.8, 120.9, 127.9, 128.0, 129.6,0,3(B0.2, 139.4, 156.1, 174.6.
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(0]

O “(CH2)4(CH)2CH3(CH)2(CHp)7CH3

OH
95

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 0.88 (m, 3H), 1.28-1.38 (m, 14H), 1(68 2H), 2.03 (m, 4H) 2.29
(t, 2H, J=7.35), 2.73-2.87 (MH), 4.24 (t, 2H, J=7.14), 5.28-5.39 (m, 4H), 6(d6 2H,
J=8.48), 7.03 (d, 2H, J=8.48).

Oc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.5, 24.9, 25.6, 27.2, 28.802929.1, 29.6, 31.5, 34.2, 34.4,
65.3, 115.4, 128.0, 129.3, 129.9, 130.0, 130.2,615344.6.

O

O “(CH2)4(CH)2CHy(CH)2(CHZ)7CHg

OH
OH
96

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 0.86 (m, 3H), 1.26-1.33 (m, 14H), 1(66, 2H), 2.00 (m, 4H), 2.27
(t, 2H, J=7.35), 2.72-2.82 (m, 4H), 4.17 (t, 2H7.X83), 5.24-5.45 (m, 4H), 6.59 (dd, 1H,
Jw=1.90, J=8.04), 6.71 (d, 1H, J=2.02), 6.76 (d, 1H, J=8.04).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.5, 24.7, 24.9, 25.6, 27.17289.0, 29.1, 29.5, 31.5, 31.6,
34.4,65.1, 115.3, 115.8, 121.2, 127.9, 128.0,,3(80.2, 130.4, 142.3, 143.7, 174.5.
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(0]
O;k
; OMe
OH
97

(CH2)4(CH)2,CH2(CH)2(CH3)7CH3

Dati spettroscopici

& (CDChL, 200 MHz): 0.87 (m, 3H), 1.27-1.37 (m, 14H), 1.68, OCOCHCH,CH,
2H), 2.01 (m, 4H), 2.27 (t, 2H, J=7.61), 2.73-2(8ih, 4H), 3.84 (s, 3H), 4.23 ( t, 2H,
J=7.12), 5.24-5.38 (m, 4H), 6.65-6.70 (m, 2H), 6@11H, J=8.60).

dc (CDCls, 200 MHz): 14.0, 22.5, 24.9, 25.6, 27.1, 29.0,1299.3, 29.5, 31.1, 34.3, 34.8,
55.8, 64.9, 111.3, 114.3, 121.6, 127.9, 128.0,5,2%80.0, 130.1, 144.3, 146.4, 173.7.

COOMe

OAc
102

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 6.34 (d, 1H, 8:11), 7.08 (d, 2H,:38.32),
7. 44 (d, 2H, ¢8.32), 7.57 (d, 1H, J=15.98).

dc (CDCl3, 200 MHz): 21.0, 51.6, 117.9, 122.1, 129.1, 132438.6, 152.1, 167.7, 169.0.
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COOMe

OAc
OAc

103

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.25 (s, 6H), 3.74 (s, 3H), 6.33, (H, 1=15.99), 7.16 (d, 1H,
J=8.22), 7.24-7.37 (m, 2H), 7.57 (d, 1H, J=15.98).

dc (CDCl;, 200 MHz): 20.5, 20.5, 51.7, 118.9, 122.6, 12325.3, 133.1, 142.4, 142.8,
143.5, 166.9, 167.9, 168.0

COOMe

MeO OMe
OAc

104

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.28 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.76 (s)66132, (d, 1H, J=15.94), 6.70
(s, 2H), 7.54 (d, 1H, J=15.94).

dc (CDCl;, 200 MHz): 20.3, 51.6, 56.0, 104.6, 118.0, 130.32.6, 144.4, 152.3, 167.1,
168.3.
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COOMe

OMe
OAc
105

Dati spettroscopici

&y (CDCl, 200 MHz): 2.29 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.84 (s) 36135, (d, 1H, J=15.97), 7.04
(m, 3H), 7.62 (d, 1H, J=15.96).

dc (CDCl;, 200 MHz): 20.6, 51.7, 55.8, 111.2, 118.0, 12123.2, 133.2, 141.6, 144.1,
151.3, 167.2, 168.7

COOMe

OMe
106

Dati spettroscopici

84 (CDCl, 200 MHz): 3.76 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 6.27, (H, 1=15.94), 6.86 (d, 2H,
J=8.35), 7.44 (d, 2H, J=8.33), 7.62 (d, 1H, J=15.93

dc (CDCl3, 200 MHz): 51.5, 55.3, 114.3, 115.2, 128.0, 12944.5, 161.4, 167.1
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COOMe

MeO OMe
OMe

107

Dati spettroscopici

oy (CDCls, 200 MHz). 3.73 (s, 3H), 3.80 (s, 9H), 6.27, (H, 1=15.93), 6.68 (s, 2H), 7.53
(d, 1H, J=15.94).

dc (CDCl;, 200 MHz): 51.5, 56.0, 60.8, 105.1, 116.9, 129481.7, 153.3, 167.2.

COOMe

OMe
OMe

108

Dati spettroscopici

oy (CDCl, 200 MHz) 3.71 (s, 3H), 3.82 (s, 6H), 6.23 (d, 1415.91), 6.76 (d, 1H,
J=8.20), 6.95-7.03 (m, 2H), 7.54 (d, 1H, J=15.92).

dc (CDCl3, 200 MHz): 51.5, 55.7, 55.8, 109.6, 111.0, 11822.5, 127.2, 144.7, 149.1,

151.0, 167.5.

132



Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 2.86 (t, 2H, J=6.93), 2.98 (m, 2H),3(%, 3H), 4.22 (t, 3H), 6.75
(d, 2H, J=8.51), 6.83 (d, 1H,1.57), 6.95 (d, 2H,;38.55), 7.22 (d, 1H,,38.25), 7.13
(dd, 1H, J=8.29, 4=1.60)

Oc (CDCl3, 200 MHz): 34.3, 37.2, 39.8,54.1, 68.1, 1151/.3, 126.1, 128.6, 129.1,
131.9,133.8, 148.2, 150.4, 155.3, 155.9, 168.2

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz) : 87 (t, 2H, J=6.79), 2.97 (m, 2H), 3(&23H), 4.05-4.34 (m, 3H),
6.57 (d, 2H, J=6.74), 6.78 (d, 1H, Jo=7.06:1165), 6.88 (d, 1H,,¥1.76), 6.98 (d, 1H,
J=8.29), 7.01 (dd, 1H38.28, }=2.05).

dc (CDCl;, 200 MHz): 34.4, 36.9, 39.8, 54.9, 68.3, 114.45.61117.0, 119.9, 125.9,
128.7,128.97, 132,6, 133.8, 143.4, 144.1, 15(&48,4l 168.2.
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>,O

(OXNO)
IMeO OMe
OH

111

Dati spettroscopici

Oy (CDCls, 200 MHz): 2.81 (t, 2H, J=6.83), 2.98 (m, 2H),8@&1;0COO0 (s, 3H), 3.80 (s,
6H), 4.24 (t, 3H), 6.34 (s, 2H), 6.83 (d, 2H=2.06), 7.04 (d, 1H,:38.26), 7.14 (dd, 1H,
J=8.29, 4=2.05).

dc (CDCl;, 200 MHz): 37.2, 40.9, 54.7, 56.3, 68.1, 104.27.2, 126.0, 128.6, 129.2,
131.2, 133.9, 134.2, 147.4, 150.4, 155.6, 167.6.

3, O
O)\O

| OH
112

OMe

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.87 (t, 2H, J=6.86), 2.98 (m, 2H), B(&, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.22
(t, 3H), 6.60-6.65 (m, 2H), 6.83-6.88 (m, 2H), #.(d, 1H, J=8.26), 7.13 (dd, 1H,
J=8.39, }=2.03).

dc (CDCls, 200 MHz): 34.4, 37.2, 40.4,54.7,55.9, 68.19.70114.8, 117.2, 120.5, 126.1,
128.6, 129.1, 132.0, 133.8, 145.1, 146.9, 15(08,dl, 167.7.
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Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz) 2.86 (t, 2H, J=6.98), 2.98 (m, 2H), 3(223H), 3.78 (s, 3H), 4.23 (t,
3H), 6.72-6.87 (M, 3H), 7.02-7.16 (m, 4H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 34.3, 37.2, 39.9, 54.7,55.2, 68.14.51117.2, 126.2, 128.6, 129.1,
130.1,132.1, 133.8, 148.5, 150.5, 155.6, 159.0,7167

o
(@]
| MeO OMe

OMe
114

o)
PN

o}

Dati spettroscopici

& (CDCl, 200 MHz): 2.88 (t, 2H, J=7.06), 2.99 (m, 2H), B(&, 3H), 3.77 (s, 6H), 3.81
(s, 3H), 4.25 (t, 3H), 6.32 (s, 2H), 6.87 (d, Tk=1.83), 7.05 (d, 1H,,38.18), 7.15 (dd,
1H, 1=8.29, }=1.84).

dc (CDCls, 200 MHz): 34.4, 37.1, 41.0, 54.7, 56.1, 60.806804.5, 117.2, 125.6, 128.7,
129.3, 133.9, 135.9, 137.4, 150.5, 153.7, 155.8,516
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Dati spettroscopici

oy (CDCl;, 200 MHz): 2.86 (t, 2H, J=6.87), 2.98 (m, 2H),B(8, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.85
(s, 3H), 4.23 (t, 3H), 6.66 (dd, 2H,=R.06, J=7.45), 6.81 (d, 2H, J0=8.04), 7.04 (d, 1H,
J=8.24), 7.14 (dd, 1H,38.29, J=1.93).

dc (CDCl;, 200 MHz): 34.4, 37.1, 40.4, 54.7, 55.9, 68.1,.%1011.6, 117.2, 119.7, 126.1,
128.6, 129.2, 132.6, 133.8, 148.5, 149.4, 150.8,114.67.6.

OH
O COOH
QO

OH
116

Dati spettroscopici

& (CDCh, 200 MHz): 2.56 (t, 2H, J=6.73), 2.78-3.01 (m, 2B57 (t, 2H, J=6.75), 4.65
(t, 1H, J= 7.63), 6.51-6.73 (m, 5H) 7.12 (d, 2H8.F79).

dc (CDCls, 200 MHz): 37.1, 38.1, 39.6, 63.4, 115.0, 11527.%, 128.4, 128.4, 129.7,
130.6, 134.3, 152.4, 154.8, 175.3.
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OH
O COOH
HO O

OMe
OH

119

Dati spettroscopici

& (CDCh, 200 MHz): 2.61 (t, 2H, J=6.61), 2.88-3.10 (m, 2BB6 (t, 2H, J=6.58), 3.75
(s, 3H), 4.70 (t, 1H, J= 7.47), 6.59-6.85 (m, 6H).

dc (CDCl;, 200 MHz): 38.3, 39.7, 39.7, 55.8, 63.5, 111.04.21 116.6, 120.0, 127.9,
128.7, 130.26, 130.6, 134.9, 144.7, 146.5, 15Z3,3L

OH
O COOH
HO O

OMe
120

Dati spettroscopici

& (CDCh, 200 MHz): 2.70 (t, 2H, J=6.72), 2.94-3.02 (m, 2B)61 (t, 2H, J=6.72), 3.67
(s, 3H), 4.72 (t, 1H, J= 7.53), 6.61-7.02 (m, 5H)27(d, 2H, J=8.70).

dc (CDCl;, 200 MHz): 38.0, 39.6, 39.8, 55.1, 63.5, 113.75.21116.1, 127.8, 129.1,
129.9, 130.50, 135.3, 152.4, 157.9, 175.4.
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OH
O COOH
HO O

MeO OMe
OMe

121

Dati spettroscopici

oy (CDClL, 200 MHz): 2.61 (t, 2H, J=6.75), 2.81-3.07 (m, 2B)G9 (t, 2H, J=6.71), 3.68
(s, 3H), 3.70 (s, 6H), 4.68 (t, 1H, J= 7.80), 6(452H), 6.65 (d, 1H, J=8.05), 6.77-6.86 (m,
2H).

dc (CDCls, 200 MHz): 38.1, 39.5, 40.5, 55.8, 60.6, 63.3,.00815.8, 127.3, 127.9,
129.74, 129.9, 136.0, 139.3, 152.5, 152.7, 175.0.

OH
O COOH
HO O

OMe
122

OMe

Dati spettroscopici

& (CDCk, 200 MHz): 2.62 (t, 2H, J=6.58), 2.85-3.10 (m, 2B)B3 (t, 2H, J=6.88), 3.68
(s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.71 (t, 1H, J= 7.76), 6685 (m, 6H).

dc (CDCl, 200 MHz): 38.1, 39.5, 39.7, 55.6, 55.7, 63.3,.11111.7, 116.0, 119.3,
127.83, 128.5, 129.9, 130.1, 135.9, 147.3, 14&8,3 175.2.
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