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Desde su descubrimiento en 1879' y su caracterizacién quimica en los afios
30,2 las flavinas han sido consideradas como compuestos de vital
importancia, ya que participan en practicamente todos los procesos
metabdlicos. Esto hace que tengan un papel bioldgico esencial, tanto en
pequefios organismos como son las bacterias, como en organismos mas
complejos como los seres humanos.

Hoy en dia las flavinas son consideradas compuestos muy versatiles, ya que
debido a su estructura pueden actuar como nucleéfilos o electréfilos en
numerosos procesos cataliticos. Su principal funcién biologica es la
participacion en procesos de transferencia electronica bien de uno o dos
electrones. Debido a su capacidad para generar superéxidos, las flavinas
contribuyen al denominado “estrés oxidativo” (desequilibrio celular por la
formacion de numerosas especies reactivas de oxigeno), aunque al mismo
tiempo, estan directamente relacionadas con la reduccion de
hidroperéxidos.®

! Blyth, A. W. J. Chem. Soc. 1879, 35, 530-539.

2 (a) Kuhn, R.; Reinemund, K.; Weygand, F. Helv. Chim. Acta 1934, 67, 1460-1463; (b)
Karrer, P.; Schopp, K.; Benz, F. Helv. Chim. Acta 1935, 18, 426-429.

3 Massey, V. Biochem. Soc. Trans. 2000, 28, 283-296.
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I.1. HISTORIA DE LAS FLAVINAS

Hace aproximadamente unos 130 afios un quimico inglés llamado, A.
Wynter Blyth publicd en la revista Transactions of Chemical Society su
trabajo acerca de la composicion quimica de la leche de vaca.! Uno de los
componentes que habia aislado era un pigmento amarillo brillante, al cual
llamé lactocromo, para posteriormente recibir el nombre de ovoflavina y
finalmente ser conocida como riboflavina. Se necesitaron unos 50 afios para
gue Richard Kuhn y Paul Karrer determinaran su estructura y la
corroboraran mediante una sintesis quimica.? Este pigmento amarillo atrajo
numeroso interés debido a su fluorescencia verdosa y a su facil aislamiento
desde numerosas fuentes. Este interés aumentd ain mas cuando fue
reconocido como un sustituyente del complejo de la vitamina B.

La forma fosforilada de la riboflavina, el flavin mononucleétido (FMN), fue
identificada como el cofactor del enzima “Old Yellow Enzyme” (OYE) de la
levadura de cerveza, una de las primeras flavoproteinas caracterizada
bioquimicamente. En 1935 un bioguimico sueco, Hugo Theorell, descubrid
gue el FMN podia ser quimicamente desprendido del enzima, obteniendo
por un lado el cofactor libre y por otro la apoproteina (ambos
individualmente inactivos). Cuando el cofactor se volvia a unir a la
apoproteina mediante un adecuado pH, se obtenia de nuevo la holoenzima
coloreada y activa. *

Unos afios mas tarde, Hans Krebs descubrié la existencia de otra
flavoproteina, la D-amino &cido oxidasa.” En 1938, Warburg y Christian
demostraron que esta proteina podia ser también separada en apoproteina y
flavina, de la misma manera que se habia descrito previamente para la
OYE.® En este caso la estructura de la flavina era el producto de
condensacion de FMN y AMP (adenosina monofosfato). Este hecho fue
corroborado en 1954 por Todd y colaboradores,’ siendo conocida esta nueva
flavina como flavin-adenin dinucle6tido (FAD).

4 Theorell, H. Biochem. Z. 1935, 275, 344-346.

5 Krebs, H. A. Biochem. J. 1935, 29, 1620-1625.

6 Warburg, O.; Christian, W. Biochem. Z. 1938, 298, 150-155.

7 Christie, S. M. H.; Kenner, G. W.; Todd, A. R. J. Chem. Soc. 1954, 46-52.
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I.2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS FLAVINAS

El nacleo de la molécula de flavina es el anillo de isoaloxacina, cuya
estructura se muestra en la Figura 1.1. Hay que destacar que la isoaloxacina
es el tautomero de la termodinamicamente favorecida aloxacina (la cual esta
protonada en el N(1)), y estd constituida por la fusién formal de los
elementos xileno (el anillo A), pirazina (el anillo B) y pirimidina (el anillo
C).® La isoaloxacina es la responsable del color amarillento de las flavinas,
cuyo nombre viene del latin (flavus, amarillo). La unién de una molécula de
ribosa a este heterociclo origina la riboflavina, también conocida como
vitamina B,. La riboflavina ha de ser fosforilada para que pueda actuar
como cofactor, generando el FMN. Cuando el FMN se conjuga con
adenosina monofosfato se obtiene el cofactor mas comun, el FAD.

T

> AMP

AN

> FAD

> FMN

Riboflavina
(Vitamina B,)

Lumicromo & Lumiflavina

(N(1)-H) (1'-CHs)
% _/ J

Figura 1.1. Estructura y nomenclatura de flavinas y analogos.

8 Ghisla, S.; Edmondson, D. E. en Encyclopedia of Life Sciences (ELS). John Wiley & Sons,
Chichester 2009, 1-9.
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I.3. PROPIEDADES DE LAS FLAVINAS

1.3.1. PROPIEDADES FISICAS

Todas la flavinas son solidos cristalinos amarillentos en su estado natural.
La solubilidad acuosa de la lumiflavina y la riboflavina es bastante baja
(<10* mol L™), mientras que la del FMN y FAD es mayor
(aproximadamente 0.1 mol L™), debido a la carga negativa de sus cadenas
laterales fosforiladas.

I.3.2. PROPIEDADES ESPECTRALES

El color amarillento de la flavinas se debe al estado de transicion mas bajo
de la molécula de isoaloxacina, situado sobre 450 nm. Ademas de ésta,
existen otras 3 transiciones electronicas importantes mas en el espectro de
visible ultravioleta (UV). La banda de absorcién a 450 nm, que corresponde
a la transicion de menor energia, se debe a la transferencia de carga del
anillo de xileno (A) hacia el anillo pirimidinico (C). El espectro de
absorcidn de estas moléculas depende totalmente del estado de ionizacion de
la isoaloxacina (Figura 1.2).

H | |
N
R 2 XX 5 LT
N o LB NN 102 NN
0 o) o)

1e~ || Em7=-231 mV
Ill+ H o} Ill N__O rL N__O
XU % 2= XX -2 %
. N : N . N
N H 2.3 N H 8.3 N H
H o H o le)
1e” Em’7=-167 mV
rL H 0 IL H 0 rL N__O
pk pk
TN = [N == T
N H <0 N H 6.5 N H
H Ho H o H o

Figura 1.2. Diferentes estados redox y de ionizacion de las flavinas.
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Los diferentes estados de oxidacion estan relacionados con la protonacion
de N(1) (pk=0), y la desprotonacion en la posicion N(3)-H (pk=10.2). El
estado de protonacién y desprotonacion de las flavinas depende del medio
gue las rodea, y por tanto no es lo mismo que la flavina se encuentre en
disolucidn, formando parte de una membrana lipidica o bien como cofactor
en proteinas.

Las flavinas son compuestos fluorescentes. La emision de fluorescencia de
la flavina oxidada es de un color amarillo-verdoso y su maximo de emision
se encuentra a 520 nm.

1.3.3. PROPIEDADES QUIMICAS Y REDOX

Las propiedades quimicas de las flavinas estan determinadas por el sistema
formado por los tres anillos. La pirimidina es un heterociclo deficiente en
electrones, mientras que la parte correspondiente al anillo de benceno es
mas rica electronicamente. La pirazina es el nexo de unién de ambas y el
centro reactivo de la mayoria de la quimica de las flavinas. Las posiciones
N(5) y C(4a) tienen un caracter electréfilo, por tanto son puntos clave para
un ataque nucleéfilo. Por otro lado, la parte pirimidinica es hidrofilica y
puede establecer numerosas interacciones de puentes de hidrégeno con las
proteinas. Por el contrario la parte del xileno es hidrofébica y no se han
encontrado mayores interacciones especificas que aquellas con la parte
aromética de las cadenas laterales de los aminoacidos que forman las
proteinas. Por todo esto, la molécula de isoaloxazina puede participar en un
gran nimero de reacciones quimicas, siendo objeto tanto de adiciones como
de sustituciones.

|.4. PAPEL BIOLOGICO DE LAS FLAVINAS

Las flavinas intervienen en un gran numero de fendémenos bioldgicos
(Figura 1.3). Estos compuestos juegan un papel muy importante en el
metabolismo aerobio, ya que catalizan deshidrogenaciones de numerosos
sustratos y participan en la transferencia electronica a centros metalicos, a
través de sus formas radicalarias.

La versatilidad quimica de las flavinas estd claramente controlada por
interacciones especificas con las proteinas a las que se encuentran unidas.
Por ejemplo, la proteina unida a riboflavina (riboflavin-binding protein) esta
intimamente relacionada con el desarrollo de ciertas aves y el feto en los
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mamiferos.” Algunas flavoproteinas encontradas en microsomas hepaticos
catalizan reacciones muy similares a las llevadas a cabo por los enzimas
citocromo P450."° Recientemente se ha descubierto que las flavoproteinas
estan involucradas en la muerte celular programada (apoptosis celular)™ y
en la regulacion del reloj bioldgico (relacionado con el ajuste del jet lag).™
Ademas participan en la detoxificacion de suelos, mediante la hidroxilacion
de compuestos contaminantes arométicos.** También estan involucradas en
procesos dependientes de luz, como por ejemplo la fotosintesis,** el
fototropismo en plantas,’ la reparacion de acidos nucleicos y la produccion
de luz en bacterias bioluminiscentes.*®

— | - -
N N O I Plegamiento de proteinas l
Y
= NH
N I Produccién de energia l
Detoxificacion Biodegradacion
Reparacion de ADN

Figura 1.3. Funciones biologicas de las flavoproteinas.

o (a) Ramana Murty, C. V.; Adiga, P. R. Science 1982, 216, 191-193; (b) White, H. B.;
Merrill, A. H. Annu. Rev. Nutr. 1988, 8, 279-299.

19| yanagi, T.; Makino, N.; Mason, H. S. Biochemistry 1974, 13, 1701-1710.

1 Susin, S. A.; Lorenzo, H. K.; Zamzami, N.; Marzo, I.; Snow, B. E.; Brothers, G. M.;
Mangion, J.; Jacotot, E.; Constantini, P.; Loeffler, M.; Larochett, N.; Goodlett, D. R.;
Aebersold, R.; Siderovski, D. P.; Penninger, J. M.; Kroemer, G. Nature 1999, 397, 441-445.

12 |shiwaka, H.; Todo, T.; Matsumoto, A.; Tanimura, T.; Togashi, S.; Ueda, R. en Flavins and
Flavoproteins. Eds. Ghisla, S.; Kroneck, P.; Macheroux, P.; Sund, H. Rudolf Weber
Agency for Scientific Publications, Berlin 1999, 317-320.

13 Dagley, S. Annu. Rev. Microbiol. 1987, 41, 1-23.

14 Zanetti, G.; Aliverti, A. en Chemistry and Biochemistry of Flavoenzymes. Ed. Mullér, F.
CRC Press, Boca Raton 1991, 305-351.

15 Jorns, M. S.; Wang, B.; Jordan, S. P. Biochemistry 1987, 26, 6810-6816.

16 Briggs, W. R.; Christie, J. M.; Knieb, E.; Salomon, M. en Flavins and Flavoproteins. Eds.
Ghisla, S.; Kroneck, P.; Macheroux, P.; Sund, H. Rudolf Weber Agency for Scientific
Publications, Berlin 1999, 299-308.
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Debido a la cantidad y diversidad de funciones bioldgicas en las que
intervienen, las flavoproteinas estdn muy presentes en la naturaleza. La
mayoria de flavoproteinas con actividad catalitica (flavoenzimas) pertenecen
al grupo de las oxidorreductasas (EC 1.x.x.x)."” Estos enzimas son los
encargados de catalizar procesos de oxidacion y reduccion mediante la
transferencia de electrones entre dos especies quimicas. Podemos clasificar
a las flavoenzimas en cinco diferentes subclases dentro de las
oxidorreductasas.™®

e Flavoprotein-reductasas: Usan principalmente nicotinamidas como
electrén-donores y ceden los electrones de estos cofactores a un
sustrato o0 a otro electron-aceptor.

e Flavoprotein-deshidrogenasas: Oxidan sustratos organicos y usan
principalmente quinonas y proteinas de transferencia de electrones
como aceptores de electrones. Un ejemplo de este tipo de
flavoproteinas es la succinato deshidrogenasa.™

e Flavoprotein-disulfuro-oxidoreductasas: Estos enzimas contienen
tioles en su centro activo. Utilizan NAD(P)" para oxidar éstos a
disulfuros y generar NADPH, o bien, utilizan NADPH para reducir
los disulfuros a tioles, generando NADP".

e Flavoprotein-oxidasas: Catalizan la oxidacion de sustratos mediante
una transferencia de electrones, donde la flavina es reducida y
posteriormente oxidada por el oxigeno, reduciéndose éste a
peroxido de hidrdgeno. Ejemplos de estos enzimas son alcohol
oxidasas,”® monoamino oxidasas,”* o L/D-aminoécido oxidasas.”

17 (a) Holland, H. L.; Weber, H. K. Curr. Opin. Biotechnol. 2000, 11, 547-553; (b) Boyd, D.
R.; Sharma, N. D.; Allen, C. C. R. Curr. Opin. Biotechnol. 2001, 12, 564-573; (c) van
Beilen, J. B.; Duetz, W. A.; Schmid, A.; Witholt, B. Trends Biotechnol. 2003, 21, 170-177;
(d) Xu, F. Ind. Biotechnol. 2005, 1, 38-50.

18 van Berkel, W. J. H en Chemistry of Flavoenzymes, Chemistry of Wiley Encyclopedia of
Chemical Biology. Ed. Begley, T. P. Wiley-VCH, Weinheim 2009, 17-27.

19 Cecchini, G.: Schroder, 1.; Gunsalus, R. P.; Maklashina, E. Biochim. Biophys. Acta 2002,
1553, 140-157.

20 | eferink, N. G. H.; Heuts, D. P. H. M.; Fraaije, M. W.; van Berkel, W. J. H. Arch.
Biochem. Biophys. 2008, 474, 292-301.

2a (a) Binda, C.; Newton-Vinson, P.; Hubalek, F.; Edmonson, D. E.; Mattevi, A. Nat. Struct.
Biol. 2002, 9, 22-26; (b) Rimoldi, J. M.; Puppali, S. G.; Isin, E.; Bissel, P.; Khalil, A;;
Castagnoli, N. Bioorg. Med. Chem. 2005, 13, 5808-5813.

2 (a) Ronchi, S.; Minchiotti, L.; Galliano, M.; Curti, B.; Swenson, R. P.; Williams, C. H. Jr.;
Massey, V. J. Biol. Chem. 1982, 257, 8824-8834; (b) Pollegioni, L.; Molla, G.; Sacchi, S.;
Rosini, E.; Verga, R.; Pilone, M. S. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2008, 78, 1-16.
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e Flavoprotein-monooxigenasas: Estos flavoenzimas pertenecen al
grupo de las monooxigenasas (EC 1.13.x.x).” En los apartados
posteriores de la presente Memoria, se describirdn las caracteristicas
de estos enzimas con mayor profundidad.

1.5. VERSATILIDAD CATALITICA DE LAS
FLAVOPROTEIN-MONOOXIGENASAS

Las monooxigenasas catalizan la introduccion de un atomo de oxigeno
molecular en un sustrato, mientras que el otro atomo de oxigeno es reducido
a agua. Podemos encontrar monooxigenasas unidas tanto a FMN como a
FAD. Por lo general, estos biocatalizadores dependen de las nicotinamidas
NADH (nicotin-adenin  dinucledtido) o NADPH (nicotin-adenin
dinucleétido fosfato) para reducir a la flavina, siendo conocidas como
flavoprotein-monooxigenasas externas. Existe también un ndmero de
monooxXxigenasas que emplean el propio sustrato para reducir a la flavina, las
flavoprotein-monooxigenasas internas.

Las flavoprotein-monooxigenasas tienen un mecanismo de reaccion tipico,
ya que siempre se forma un intermedio reactivo (4a-peroxiflavina), que es la
especie encargada de reaccionar con el sustrato. Este intermedio se genera
mediante la formacion de un enlace covalente entre el oxigeno molecular y
el C4a de la flavina (Figura 1.4). La peroxiflavina formada es inestable en
disolucién y descompone originando peréxido de hidrégeno (H,0,), dando
lugar a la flavina oxidada. Sin embargo, en presencia de un sustrato
adecuado, dicho intermedio esté4 estabilizado por el enzima.* Dependiendo
del estado de protonacion de la peroxiflavina, se llevara a cabo la oxidacion
nucleofilica o electrofilica del sustrato.?® Esta especie reactiva puede atacar
como anioén perdxido, actuando como nucleéfilo frente a cetonas y el &tomo
de boro, o bien puede protonarse como hidroperoxiflavina y actuar como
electréfilo frente a atomos de azufre, nitrégeno, selenio o fésforo. Como
resultado final, un atomo de oxigeno es introducido en el sustrato, mientras
el segundo atomo proveniente del O, es reducido a H,0O, que es eliminada
como subproducto de la reaccion a la vez que se recupera la flavina oxidada.

2 Torres Pazmifio, D. E.; Winkler, M.; Glieder, A.; Fraaije, M. W. J. Biotechnol. 2010, 146,
9-24.

24 Entsch, B.; van Berkel, W. J. H. FASEB J. 1995, 9, 476-483.

% Ghisla, S.; Massey, V. Eur. J. Biochem. 1989, 181, 1-17.
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Figura 1.4. Mecanismo de reaccion propuesto para la oxidacion catalizada por las
flavoprotein-monooxigenasas.

Como se muestra en la Figura 1.5, las flavoprotein-monooxigenasas son
capaces de catalizar reacciones de epoxidacion, oxidaciones de
heteroatomos, reacciones de Baeyer-Villiger y halogenaciones. Incluso se ha
descrito la hidroxilacion de alcanos inactivados catalizada por una
flavoprotein-monooxigenasa.?® El tipo especifico de oxigenacion depende de
la forma y la naturaleza quimica del centro activo de cada monooxigenasa.

- Cl .
P halogenacién R oxidacion de _O.
R R R)\ = B(OH), organoboranos R B(OH),
AN hidroxilacion OH _S. sulfoxidacion (|)|
RTR ———— L RTR ~ > S.
R R R R
xR epoxidacién 2 _Se oxidacion de 9
R/\/ /\ R “R' seleniuros _Se_
R R' R R
oxidacion de R" N o
o Baeyer-Villiger o J oxidacién de R—)‘(J"R"
)]\ —_— )]\ R PN , nitrégeno o |
R R R o R R foésforo R'
X=N,P

Figura 1.5. Reacciones catalizadas por las flavoprotein-monooxigenasas.

% Feng, L.; Wang, W.; Cheng, J.; Ren, Y.; Zhao, G.; Gao, C.; Tang, Y.; Liu, X.; Han, W.;
Peng, X.; Liu, R.; Wang, L. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2007, 104, 5602-5607.

11
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I.6. CLASIFICACION DE LAS FLAVOPROTEIN-
MONOOXIGENASAS

Como ya se ha comentado, las flavoprotein-monooxigenasas se denominan
externas o internas segun empleen NAD(P)H o el propio sustrato para
reducir la flavina. Ademas de las flavoprotein-monooxigenasas externas e
internas, hay otro grupo de estos biocatalizadores que catalizan reacciones
de hidroxilacion. En ellos, la flavina no interviene directamente en la
reaccion de monooxigenacion, pero es necesaria para la oxidaciéon del
sustrato. Puesto que la mayoria de flavoprotein-monooxigenasas son
externas, nos centraremos en este tipo de enzimas.

Segin van Berkel y colaboradores, estas monooxigenasas pueden
clasificarse en seis subclases en funcién de su secuencia y los datos
estructurales disponibles hasta el momento.”’

En las subclases A y B se incluyen las monooxigenasas dependientes de
FAD que estan codificadas por un unico gen, es decir, un Gnico componente
polipeptidico (o) se encarga de reducir la flavina y oxidar el sustrato. Estos
enzimas suelen emplear NADPH como cofactor, aunque existe algun
miembro de la subclase A que es NADH-dependiente (ej. salicilato 1-
monooxigenasa).?® La principal diferencia entre ambas subclases radica en
el nimero de dominios de union a dinucleétidos, conocidos como
plegamientos de Rossmann, y en la afinidad del NAD(P)" durante el ciclo
catalitico. Las monooxigenasas de la subclase A Unicamente poseen un
dominio de unién a FAD. En cuanto al NAD(P)", éste se libera directamente
después de la reduccién de la flavina. Por el contrario, los miembros de la
subclase B poseen dos dominios de union a dinucledtido (GxGxxG), uno
para el FAD y otro para el NADPH.*

Ademas, la nicotinamida oxidada (NADP™) permanece unida durante todo el
ciclo catalitico. ElI enzima 4-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa (EC
1.14.13.2) o la fenol hidroxilasa (EC 1.14.13.9) son ejemplos de
flavoprotein-monooxigenasas de clase A.* La clase B engloba a las FMOs
(monooxigenasas generalmente eucariotas capaces de oxidar aminas y otros

%7 (a) van Berkel, W. J. H.; Kamerbeek, N. M.; Fraaije, M. W. J. Biotechnol. 2006, 124, 670-
689; (b) Joosten, V.; van Berkel, W. J. H. Curr. Opin. Chem. Biol. 2007, 11, 195-202.

%8 yamamoto, S.; Katagiri, M.; Maeno, H.; Hayaishi, O. J. Biol. Chem. 1965, 240, 3408-
3413.

2 Wierenga, R. K.; Terpstra, P.; Hol, W. G. J. J. Mol. Biol. 1986, 187, 101-107.
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heteroatomos),™ a las NMOs (monooxigenasas que catalizan N-
hidroxilaciones de aminas primarias de cadena larga)® y a las BVMOs
(Baeyer-Villiger monooxigenasas) de Tipo 1.* Tanto las BVMOs como las
FMOs, seran objeto de estudio en la presente Memoria.

En la subclase C nos encontramos con monooxigenasas que requieren FMN
como cofactor. Estos enzimas, codificados por varios genes, poseen dos
subunidades correspondientes a una monooxigenasa y una reductasa (son
heterodimeros de componentes a y B). La reductasa es la que reduce el FMN
por la accion del NAD(P)H. El enzima luciferasa (EC 1.14.14.3) es un tipico
ejemplo de este grupo. Este enzima, clasificado como BVMO de Tipo I, es
capaz de emitir luz tras oxidar aldehidos alifaticos de cadena larga.®

Las flavoprotein-monooxigenasas que constituyen las subclases D, E y F son
también heterodimeros. La subunidad reductasa proporciona el FAD
reducido (FADH,) a la subunidad monooxigenasa, que al reaccionar con el

% (a) Ziegler, D. M. Drugs Metabol. Rev. 2002, 34, 503-511; (b) Eswaramoorthy, S.;
Bonanno, J. B.; Burley, S. K.; Swaminathan, S. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2006, 103,
9832-9837.

31 stehr, M.; Diekmann, H.; Smau, L.; Seth, O.; Ghisla, S.; Singh, M.; Macheroux, P. Trends
Biochem. Sci. 1998, 23, 56-57.

%2 (a) Walsh, C.; Jack Chen, Y.-C. Angew. Chem. Int. Ed. 1988, 27, 333-343; (b) Willetts, A.
Trends Biotechnol. 1997, 15, 55-62; (c) Roberts, S. M.; Wan, P. W. H. J. Mol. Catal. B:
Enzym. 1998, 4, 111-136; (d) Mihovilovic, M. D.; Miller, B.; Stanetty, P. Eur. J. Org.
Chem. 2002, 3711-3730; (e) Flitsch, S.; Grogan, G. en Enzyme Catalysis in Organic
Synthesis. Eds. Drauz, K.; Waldmann, H. Wiley-VCH, Weinheim 2002, 1202-1245; (f)
Alphand, V.; Carrea, G.; Wohlgemuth, R.; Furstoss, R.; Woodley, J. M. Trends Biotechnol.
2003, 21, 318-323; (g) Kamerbeek, N. M.; Janssen, D. B.; van Berkel, W. J. H.; Fraaije, M.
W. Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 667-678; (h) Mihovilovic, M. D.; Rudroff, F.; Grotzl, B.
Curr. Org. Chem. 2004, 8, 1057-1069; (i) Mihovilovic, M. D. Curr. Org. Chem. 2006, 10,
1265-1287; (j) Torres Pazmifio, D. E.; Fraaije, M. W. en Future Directions in Biocatalysis.
Ed. Matsuda, T. Elsevier, Dordrecht 2007, 107-128; (k) Fraaije, M. W.; Janssen, B. D. en
Modern Biooxidation. Eds. Schmid, R. D.; Urlacher, V. B. Wiley-VCH, Weinheim 2007,
77-97; (I) Kayser, M. M. Tetrahedron 2009, 65, 947-974; (m) Alphand, V.; Fraaije, M. W.;
Mihovilovic, M. D.; Ottolina, G. en Modern Biocatalysis: Stereoselective and
Environmentally Friendly Reactions. Eds. Fessner, W. D.; Anthonsen, T. Wiley-VCH,
Weinheim 2009, 339-368; (n) Torres Pazmifio, D. E.; Dudek, H. M.; Fraaije, M. W. Curr.
Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 138-144; (0) de Gonzalo, G.; Mihovilovic, M. D.; Fraaije, M.
W. ChemBioChem 2010, 11, 2208-2231; (p) Rehdorf, J. E.; Bornscheuer, U. T. en
Encyclopedia of Industrial Biotechnology: Bioprocess, Bioseparation, and Cell
Technology. Ed. Flickinger, M. C. Wiley, Weinheim 2010, 594-617; (q) Alphand, V.;
Wohlgemuth, R. Curr. Org. Chem. 2010, 14, 1928-1965; (r) Leisch, H.; Morley, K.; Lau, P.
C. K. Chem. Rev. 2011, 11, 4165-4222.

% (@) Abu-Soud, H.; Mullins, L. S.; Baldwin, T. O.; Raushel, F. M. Biochemistry 1992, 31,
3807-3813; (b) Villa, R.; Willetts, A. J. Mol. Catal. B: Enzym. 1997, 2, 193-197.
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oxigeno se encargara de oxidar el sustrato. La principal diferencia entre
estas tres clases de monooxigenasas es el tipo de reaccion que catalizan.
Mientras que los enzimas de la subclase D catalizan preferentemente la
hidroxilacion de compuestos aromaticos (ej. p-hidroxifenilacetato
monooxigenasa EC 1.14.13.3),* los de las subclases E y F catalizan
epoxidaciones (ej. estireno monooxigenasa de Pseudomonas sp. VLB120)*
y halogenaciones (ej. triptéfano 7-halogenasa),*® respectivamente.

Tabla 1.1. Clasificacion de flavoprotein-monooxigenasas externas.”’

Subclase Prototipo Reaccion
p-Hidroxibenzoato monooxigenasa . o
. . Hidroxilacion;

A Fenol hidroxilasa .
Epoxidacion

Escualeno monooxigenasa

Ciclohexanona monooxigenasa N y S-Oxidaci6n; Baeyer-

B Flavin-monooxigenasa L
.. 6\ - . Villiger
Lisina N°-hidroxilasa
Luciferasa . .
. Emision de luz; Baeyer-
C Alcanosulfonato monooxigenasa

Nitrilotriacetato monooxigenasa Villiger; N'y S-Oxidacion

p-Hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa Hidroxilacion; Baeyer-

D 2,5-Dicetocanfano 1,2-monooxigenasa Villiger
E Estireno monooxigenasa Epoxidacion
F Triptéfano 7-halogenasa Halogenacién

I.7. BAEYER-VILLIGER MONOOXIGENASAS

El primer indicio de la existencia natural de Baeyer-Villiger
monooxigenasas (BVMO, EC 1.14.13.x) data de 1948 y consistio en la
biotransformacion (via una oxidacion de Baeyer-Villiger) de esteroides
(progesterona y colesterol) catalizada por diversos hongos (Penicillium sp.,
Aspergillus flavus y Pseudopterogorgia americana).*’” En 1965 dos BVMOs
fueron purificadas parcialmente de una cepa Pseudomonas sp., estando

3 prieto, M. A.; Garcia, J. L. J. Biol. Chem. 1994, 269, 22823-22829.

%5 Otto, K.; Hofstetter, K.; Witholt, B.; Schmid, A. en Flavins and Flavoproteins. Ed.
Scrutton, N. S. Agency for Scientific Publication, Berlin 2002, 1027-1033.

% Keller, S.; Wage, T.; Hohaus, K.; Holzer, M.; Eichhorn, E.; van Pee, K. H. Angew. Chem.
Int. Ed. 2000, 39, 2300-2302.

87 Turfitt, G. E. Biochem. J. 1948, 42, 376-383.
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relacionadas con la lactonizacion del alcanfor.®® Unos afios mas tarde
Trudgill y colaboradores aislaron y purificaron totalmente la primera
BVMO, que mostré actividad sobre un amplio espectro de cetonas.*

En las dltimas décadas un gran nimero de BVMOs han sido purificadas y
caracterizadas, ademas se han descubierto también nuevas rutas
biosintéticas que incorporan la reaccion de Baeyer-Villiger en alguno de sus
pasos, como sucede en la sintesis de aflatoxinas en hongos,” la sintesis de
esteroides vegetales,"" o la sintesis de toxinas diarreicas (DSP) en
dinoflagelados.** Asimismo, se han descubierto procesos oxidativos de este
tipo en rutas de degradacion de compuestos xenobidticos o en diferentes
etapas del metabolismo microbiano.”® Finalmente, se ha descrito que en
ciertas rutas catabdlicas estos enzimas permiten a las bacterias crecer en
gran variedad de cetonas.*

|.8. TIPOS DE BAEYER-VILLIGER MONOOXIGENASAS

Desde el descubrimiento de las BVMOs, se ha llevado a cabo una gran
investigacion con objeto de conocer las propiedades biocataliticas de estos
enzimas, utilizando éstas tanto aisladas como en células enteras. Las
Baeyer-Villiger monooxigenasas son capaces de catalizar no sélo la
reaccion de Baeyer-Villiger, sino también la oxidacién de ciertos
heterodtomos como nitrégeno, fosforo, boro, selenio y azufre, asi como la
epoxidacion de ciertos compuestos. Las oxidaciones se llevan a cabo de

% Conrad, H. E.; Dubus, R.; Namtvedt, M. J.; Gunsalus, I. C. J. Biol. Chem. 1965, 240, 495-
503.

% (a) Donoghue, N. A.; Norris, D. B.; Trudgill, P. W. Eur. J. Biochem. 1976, 63, 175-192;
(b) Griffin, M.; Trudgill, P. W. Eur. J. Biochem. 1976, 63, 199-209; (c) Williams, P. A,;
Gibb, L. E.; Keil, H.; Osborne, D. J. en Microbial Metabolism and the Carbon Cycle. Eds.
Hagedorn, S. R.; Hanson, R. S.; Kunz, D. A. Harwood Academic Press, Chur 1988, 339-
359.

0 Townsend, C. A.; Christensen, S. B.; Davis, S. G. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 6154-
6155.

4 (a) Damtoft, S.; Franzyk, H.; Jenses, S. R. Phytochemistry 1995, 40, 773-784; (b) Winter,
J.; Schneider, B.; Meyenburg, S.; Strack, D.; Adam, G. Phytochemistry 1999, 51, 237-242.
2 Wright, J. L. C.; Hu, T.; McLachlan, J. L.; Needham, J.; Walter, J. A. J. Am. Chem. Soc.

1996, 118, 8757-8758.

4 (@) Cheng, Q.; Thomas, S. M.; Rouviere, P. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2002, 58, 704-
711; (b) Kotani, T.; Yurimoto, H.; Kato, N.; Sakai, Y. J. Bacteriol. 2007, 189, 886-893.

a4 (a) Britton, L. N.; Markovetz, A. J. J. Biol. Chem. 1977, 252, 8561-8566; (b) Ougham, H.
J.; Taylor, D. G.; Trudgill, P. W. J. Bacteriol. 1983, 153, 140-152; (c) Darby, J. M.; Taylor,
D. G.; Hooper, D. J. J. Gen. Microbiol. 1987, 133, 2137-2146; (d) van der Werf, M. F.;
Boot, A. M. Microbiology 2000, 146, 1129-1141.
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forma regio- y/o enantioselectiva en la mayoria de los casos. Casi sin
excepcion, las Baeyer-Villiger monooxigenasas son sintetizadas por
microorganismos, principalmente bacterias y hongos.* Segln sus
caracteristicas bioquimicas, las BVMOs pueden clasificarse en dos grupos.

Las BVMOs de Tipo I estan codificadas por un solo gen, de modo que son
proteinas monoméricas 0 con estructuras cuaternarias homo-oligoméricas
(proteinas de unos 500 aminoacidos, con dos 0 mas subunidades idénticas).
Contienen FAD como grupo prostético y usan NADPH como donador de
electrones. Por lo tanto, pueden considerarse flavoproteinas de subclase B
(Tabla 1.1). Todas estas monooxigenasas son proteinas solubles, localizadas
en el citosol de bacterias u hongos. Las BVMOs de Tipo | presentan una
secuencia caracteristica (GXGxxG), localizada cerca del extremo N-terminal,
gue representa el sitio de unién al FAD. Ademas, presentan otro sitio de
unién para el NADPH. Hasta la fecha, todas las BVMOs que han sido
clonadas estan caracterizadas como Tipo |.

La BVMO de Tipo | mas conocida y empleada en biocatalisis es la
ciclohexanona monooxigenasa (CHMO, EC 1.14.13.22) de Acinetobacter
sp. NCIMB 9871, aislada y caracterizada por primera vez en 1976 por
Trudgill y colaboradores.*® En 1988, el gen de la CHMO fue clonado y
sobreexpresado.* Once afios después se publicé la clonacion de la esteroide
monooxigenasa (SMO, EC 1.14.13.54) de Rhodococcus rhodochrous.*
Desde entonces, son muchas las BVMOs de Tipo | que han sido aisladas y
caracterizadas (Tabla 1.2). Ejemplos recientes son la 4-hidroxiacetofenona
monooxigenasa (HAPMO, EC 1.14.13.84) de Pseudomonas fluorescens
ACB," la ciclododecanona monooxigenasa (CDMO) de Rhodococcus
ruber,”® la ciclopentanona monooxigenasa (CPMO, EC 1.14.13.16) de
Comamonas sp. NCIMB 9872,% la fenilacetona monooxigenasa (PAMO,
EC 1.14.13.92) de Thermobifida fusca,® la ciclopentadecanona

5 Chen, Y. C.; Peoples, O. P.; Walsh, C. T. J. Bacteriol. 1988, 170, 781-789.

4 Morii, S.; Sawamoto, S.; Yamauchi, Y. Miyamoto, M.; lwami, M.; Itagaki, E. J. Biochem.
1999, 126, 624-631.

47 Kamerbeek, N. M.; Moonen, M. J. H.; van der Ven, J. G. M.; van Berkel, W. J. H.; Fraaije,
M. W.; Janssen, D. B. Eur. J. Biochem. 2001, 268, 2547-2557.

4 Kostichka, K.; Thomas, S. M.; Gibson, K. J.; Nagarajan, V.; Cheng, Q. J. Bacteriol. 2001,
183, 6478-6486.

49 Bes, M. T.; Villa, R.; Roberts, S. M.; Wan, P. W. H.; Willetts, A. J. Mol. Catal. B: Enzym.
1996, 1, 127-134.

50 Fraaije, M. W.; Wu, J.; Heuts, D. P. H. M.; van Hellemond, E. W.; Lutje Spelberg, J. H.;
Janssen, D. B. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2005, 66, 393-400.
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monooxigenasa (CPDMO) de Pseudomonas sp. HI-70,>* la acetona
monooxigenasa (ACMO) de Gordonia sp. TY-5* y la alquilcetona
monooxigenasa (AKMO) de Pseudomonas fluorescens DSM 50106.2

Todos estos enzimas presentan una especificidad de sustrato muy diferente,
como se muestra en la Figura 1.6. Mientras que la CHMO y la CPMO
muestran una alta actividad con cetonas alifaticas ciclicas, la HAPMO y la
PAMO prefieren en general sustratos aromaticos. Sin embargo a lo largo de
la presente Memoria, se va a demostrar que estos enzimas son también
capaces de oxidar con buenos resultados sustratos de naturaleza alifatica.

Figura 1.6. Especificidad de sustrato de cuatro de las BVMOs de Tipo | més
empleadas en biocatalisis.

51 (a) Iwaki, H.; Wang, S.; Grosse, S.; Bergeron, H.; Nagahashi, V.; Lertvorachon, J.; Yang,
J.; Konishi, Y.; Hasegawa, Y.; Lau, P. C. K. Appl. Environ. Microbiol. 2006, 72, 2707-
2720; (b) Beneventi, E.; Ottolina, G.; Carrea, G.; Panzeri, W.; Fronza, G.; Lau, P. C. K. J.
Mol. Catal. B: Enzym. 2009, 58, 164-168.

52 Kirschner, A.; Altenbuchner, J.; Bornscheuer, U. T. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2007, 73,
1065-1072.
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Tabla 1.2. BVMOs de Tipo I disponibles en forma recombinante.

BVMO Afio de clonacion Sustrato primario
0
CHMO 1988 ij
o
SMO 1999
O
(0]
HAPMO 2001 O)\
HO
o
o]
CPMO 2002 é
Sa_NH,
EtaA 2004 E%\/
N/
PAMO 2006 m
(0]
CPDMO 2006
0
ACMO 2007 )k
AKMO 2007

)WN

Las BVYMOs de Tipo Il estan codificadas por al menos dos genes. Poseen dos
subunidades, una reductasa que emplea NADH para reducir FMN y una
monooxigenasa que emplea la flavina reducida para llevar a cabo la reaccion
de Baeyer-Villiger. Son flavoproteinas pertenecientes a la subclase C (Tabla
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I.1). Algunas de las BVMOs de Tipo Il més conocidas, como la 2,5-
dicetocanfano  1,2-monooxigenasa y la  3,6-dicetocanfano  1,6-
monooxigenasa, fueron aisladas de Pseudomonas putida ATCC 17453.%
Otro ejemplo de este tipo de enzimas es la limoneno monooxigenasa
(G112054950).> La luciferasa también ha sido clasificada como BVMO de
Tipo Il basdndose en semejanzas estructurales y en el hecho de que este
enzima puede catalizar la reaccion de Baeyer-Villiger sobre diferentes
cetonas. Hay pocos ejemplos mas de este tipo de BVMOs y no hay ninguna
estructura cristalina disponible que desglose las caracteristicas estructurales
de este tipo de enzimas. Ademas, para obtener una BVMO de Tipo Il
funcional, es necesario afiadir a la subunidad monooxigenasa una
componente reductasa, lo que complica el clonado y la expresion de estos
enzimas y explica su ausencia en forma recombinante.

Existen otros enzimas que pueden catalizar la oxidacion de Baeyer-Villiger.
Recientemente se ha descubierto una monooxigenasa (MtmOIV) que
participa en la sintesis de la mitramicina, un agente antitumoral.”
Analizando su secuencia no se pudo clasificar a este enzima como una
BVMO de Tipo | 6 Il, sin embargo, presenta homologias con las
flavoproteinas de la subclase A,* lo cual podria sugerir la existencia de un
tercer grupo de BVMO. Algunos enzimas de la familia del citocromo P450
son capaces de catalizar la reaccién de Baeyer-Villiger para modificar
esteroides vegetales.® Asimismo, existen ciertas serin hidrolasas que
pueden catalizar este proceso de modo indirecto.”” Estos enzimas forman
perdcidos a partir de &cidos carboxilicos mediante el consumo de peréxido
de hidrégeno. Dichos peracidos son empleados como agentes oxidantes en
la reaccion de Baeyer-Villiger, en procesos sin enantioselectividad. Sin
embargo, existe un ejemplo en el que se obtienen las lactonas resultantes de
la oxidacion de 2- y 3-ciclopentan/hexanonas sustituidas con excesos

%3 Taylor, D. G.; Trudgill, P. W. J. Bacteriol. 1986, 165, 489-497.

54 van der Werf, M. J.; Swarts, H. J.; de Bont, J. A. M. Appl. Environ. Microbiol. 1999, 65,
2092-2102.

% (a) Rodriguez, D.; Quirés, L. M.; Brafia, A. F.; Salas, J. A. J. Bacteriol. 2003, 185, 3962-
3965; (b) Beam, M. P.; Bosserman, M. A.; Noinaj, N.; Wehenkel, M.; Rohr, J. Biochemistry
2009, 48, 4476-4487.

% Kim, T.-W.; Hwang, J.-Y.; Kim, Y.-S.; Joo, S.-H.; Chang, S. C.; Lee, J. S.; Takatsuto, S.;
Kim, S.-K. Plant Cell 2005, 17, 2397-2412.

57 Carboni-Oerlemans, C.; Dominguez de Maria, P.; Tuin, B.; Bargeman, G.; van der Meer,
A.; van Gemert, R. J. Biotechnol. 2006, 126, 140-151.
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enantioméricos moderados mediante el uso de la lipasa B de Candida
antarctica en presencia de peroxido de hidrégeno y &cido miristico.”®

1.9. REACCION DE OXIDACION DE BAEYER-VILLIGER

En 1899 Adolf von Baeyer (que habia desarrollado la sintesis de indigo y
ganador de un premio Nobel en 1905), y su estudiante Victor Villiger
describieron el uso de monopersulfato de potasio (KHSOs, el 4cido de Caro)
como un nuevo oxidante para la conversion de cetonas ciclicas como la
mentona, carvomentona y alcanfor, en sus correspondientes lactonas, con
rendimientos del 50% a las 24 horas.”® La transformacion de cetonas en
ésteres 0 cetonas ciclicas en lactonas mediante el uso de peracidos, se
denomind reaccion de Baeyer-Villiger, un proceso muy utilizado en sintesis
organica para la preparacion de compuestos de alto interés como esteroides,
antibiéticos, feromonas y monémeros para polimerizaciones.® Las lactonas
monociclicas se emplean con frecuencia como sintones quirales para la
preparacion de productos naturales y otras sustancias de interés bioldgico.
Las y-lactonas biciclicas o policiclicas son importantes debido a su actividad
antitumoral y a su capacidad para activar la bomba Ca**-ATPasa del reticulo
sarcoplasmico en casos de insuficiencia cardiaca. Ademas, son intermedios
en la sintesis de farmacos para el tratamiento del glaucoma y la
hipertension. Las 6-lactonas hidroxiladas estan presentes en compuestos de
accién antihipercolesterolémica y en algunos inmunosupresores.

Hoy en dia, mas de 100 afios después de su descubrimiento, la reaccion de
Baeyer-Villiger es todavia objeto de estudio y optimizacion. Se buscan
nuevos oxidantes que aporten mayor quimioselectividad y eficiencia.*
Ademas, esta de plena actualidad la investigacion de procesos de Baeyer-
Villiger catalizados por complejos con metales de transicion y el uso de
liquidos i6nicos en este tipo de reacciones.®

%8 | emoult, S. C.; Richardson, P. F.; Roberts, S. M. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1. 1995, 89-
91.

% (a) Baeyer, A.; Villiger, V. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1899, 39, 3625-3633; (b) Huisgen, R.
Angew. Chem. Int. Ed. 1986, 25, 297-311.

% (a) Krow, G. R. Org. React. 1993, 43, 251-296; (b) Strukul, G. Angew. Chem. Int. Ed.
1998, 37, 1199-1209; (c) Renz, M.; Meunier, B. Eur. J. Org. Chem. 1999, 4, 737-750; (d)
ten Brink, G.-J.; Arends, I. W. C. E.; Sheldon, R. A. Chem. Rev. 2004, 104, 4105-4213; (e)
Michelin, R. A.; Sgarbossa, P.; Scarso, A.; Strukul, G. Coord. Chem. Rev. 2010, 254, 646-
660.

81 Corma, A.; Nemeth, L. T.; Renz, M.; Valencia, S. Nature 2001, 412, 423-425.

62 Conte, V.: Fiorani, G.; Floris, B.; Galloni, P.; Mirruzzo, V. en Green Chemistry Research
Trends. Ed. Pearlman, J. T. Nova Science Publishers, Nueva York 2009, 131-160.
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Durante muchos afios el mecanismo exacto por el cual tiene lugar esta
reaccion de oxigenacion fue debatido. Este fue finalmente elucidado en
1953 cuando Doering y Dorfman estudiaron la oxidacion de Baeyer-Villiger
de la benzofenona marcada con O™.% Este estudio fue decisivo para
confirmar el mecanismo inicialmente propuesto por Criegee.* Asi, la
oxidacion de Baeyer-Villiger tiene lugar en dos pasos (Figura 1.7). En
primer lugar se produce un ataque nucledfilo del perécido utilizado como
oxidante al grupo carbonilo, el cual actia como electrdfilo, formandose un
intermedio tetraédrico (intermedio de Criegee), que sufre un posterior
reordenamiento concertado para producir el éster o lactona y liberar el acido
carboxilico o carboxilato correspondiente como subproducto. El paso
limitante de la velocidad es el ultimo, y hay que destacar que si el carbono
gue migra es quiral, se retiene la estereoselectividad. En el intermedio de
Criegee el grupo migratorio (R™) ha de estar en posicién antiperiplanar
respecto al enlace O-O y al par de electrones del grupo hidroxilo, dos
efectos estereoelectronicos que permiten la migracion. A pesar de que el
mecanismo de la oxidacién de Baeyer-Villiger fue descrito hace 60 afios,
todavia hoy en dia esta siendo investigado.®

C(O)R!
-0

I

R Rm)\ 2,
R)J\ RM RV o)\ i R)J\O’R
JL

R “OH

[intermedlo de Crlegee]

Figura.l.7. Mecanismo propuesto para la reaccion de Baeyer-Villiger.

8 Doering, W. E.; Dorfman, E. J. Am. Chem. Soc. 1953, 75, 5595-5958.
8 Criegee, R. Justus Liebigs Ann. Chem. 1948, 560, 127-135.
® Mora-Diez, N.; Keller, S.; Alvarez-Idaboy, J. R. Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 3682-3690.
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La reaccion de Baeyer-Villiger es un proceso muy utilizado en sintesis
orgénica debido a sus propiedades:

Gran versatilidad, ya que permite la oxidacion de gran cantidad de
compuestos carbonilicos.

Tolerancia a un gran numero de grupos funcionales, que pueden
estar presente en las moléculas objeto a oxidar.

Amplio nimero de oxidantes disponibles.

Regioselectividad predecible debido al orden de migracion de
grupos: alquilo terciario> ciclohexilo> alquilo secundario~ bencilo~
fenilo> alquilo primario> metilo.®® Como ya hemos comentado, esta
reaccion es generalmente estereoselectiva, puesto que el grupo que
migra retiene su configuracion.

Sin embargo, la reaccion de Baeyer-Villiger también tiene una serie de
inconvenientes.

Falta de quimio- y enantioselectividad.

Los agentes oxidantes mas usados en la reaccion de Baeyer-Villiger
son peracidos. A pesar de la eficacia demostrada por estos agentes
oxidantes, su empleo a gran escala representa un riesgo elevado
debido a su alta toxicidad y labilidad.®” Por otra parte, estos
reactivos tienen un alto coste, lo cual limita su aplicacién a escala
industrial.

Formacion de subproductos: El uso de peracidos da lugar a la
formacion de sales de acido como subproductos, las cuales han de
ser recicladas o eliminadas. Se obtiene un equivalente de sal por
cada equivalente de &cido utilizado.

Estos procesos oxidativos se llevan a cabo con reactivos y/o
disolventes halogenados, los cuales son poco respetuosos con el

% (a) Hawthorne, M. F.; Emmons, W. D.; McCallum, K. S. J. Am. Chem. Soc. 1958, 80,
6393-6398. Para otros grupos funcionales consultar, por ejemplo: (b) Chida, N.; Tobe, T;
Ogawa, S. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 7249-7252; (c) Butkus, E.; Stoncius, S. J. Chem.
Soc., Perkin Trans. 1 2001, 1885-1888.

67 Brougham, P.; Cooper, M. S.; Cummerson, D. A.; Heaney, H.; Thompson, N. Synthesis
1987, 1015-1017.
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medio ambiente y por tanto, van en contra de los principios de la
Quimica Verde.%®

Por todos estos inconvenientes, y debido al auge de los procesos
biocataliticos en los ultimos afios, se ha incrementado el nimero de
oxidaciones de Baeyer-Villiger catalizados por Baeyer-Villiger
monooxigenasas. Con estos biocatalizadores, es posible obtener en general
mejores resultados en cuanto a quimio-, regio- y enantioselectividad,
empleando ademas condiciones de reaccion suaves y respetuosas con el
medio ambiente.

1.10. MECANISMO DE REACCION DE BVMOS

El mecanismo de las BVMOs ha sido estudiado inicialmente en la CHMO
de Acinetobacter sp. NCIMB 9871(Figura 1.8). Posteriormente se observé
gue otros biocatalizadores como la HAPMO y la PAMO comparten algunas
propiedades cinéticas con la CHMO.

La investigacion del mecanismo de oxidacion de la CHMO fue publicada
originalmente por Walsh en 1982 y fue corroborada posteriormente por
Massey y colaboradores en 2001.% Este ciclo catalitico se resume en la
Figura 1.8. Inicialmente, el FAD del enzima reducido por el NADPH
reacciona con el oxigeno atmosférico para formar la C4a-peroxiflavina. Este
intermedio es estabilizado por los aminoacidos del centro activo del enzima
y por la unién con el NADP*, manteniéndose asi hasta que se incorpora el
sustrato susceptible de ser oxidado. En caso de que no hubiera sustrato, la
peroxiflavina se descompone para dar H,0O,, pero esta reaccién no es muy
eficiente en BVMOs (<0.1 s), debido a que la estabilizacién de dicho
intermedio es realmente efectiva.’?® Mientras que el intermedio Cda-
peroxiflavina fue observado en la CHMO, no se ha podido ver el intermedio
de Criegee formado tras la union del sustrato, lo cual indica que se trata de
una especie efimera.

El papel que juega la C4a-peroxiflavina es exactamente igual al del perécido
en la reacciébn quimica de Baeyer-Villiger, actuando ambos como
nucleofilos frente al carbono carbonilico del sustrato a oxidar. Una vez

% (@) Ran, N.; Zhao, L.; Chen, Z.; Tao, J. Green Chem. 2008, 10, 361-372; (b) Anastas, P.;
Eghbali, N. Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-339.

8 (a) Ryerson, C. C.; Ballou, D. P.; Walsh, C. T. Biochemistry 1982, 21, 2644-2655; (b)
Sheng, D.; Ballou, D. P.; Massey, V. Biochemistry 2001, 40, 1156-1167; (c) Yamabe, S.;
Yamazaki, S. J. Org. Chem. 2007, 72, 3031-3041.
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formado el intermedio de Criegee, se produce el reagrupamiento,
liberdndose el éster o lactona final y una molécula de agua, mientras que el
FAD se regenera. Hay que resaltar que la molécula de NADP* permanece
unida al enzima durante todo el ciclo catalitico hasta la deshidratacion del
FAD. Este hecho es caracteristico de las flavoproteinas de la subclase B. Se
ha comprobado que tanto en la CHMO como en la HAPMO y la PAMO, el
NADP" es un inhibidor competitivo con respecto al NADPH.*"
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Figura 1.8. Mecanismo de reaccién propuesto para BVMOs de Tipo 1.5

1.11. ESTRUCTURA CRISTALINA (PAMO vs CHMO)

En 2004 se publico la primera estructura cristalina de una BVMO, la de la
PAMO." Desafortunadamente, no se consiguieron cristales de este
biocatalizador que contuvieran el cofactor NADPH/NADP* enlazado con el
sustrato o el producto de la oxidacién, lo que hubiera ayudado a establecer
el tipo de unién que se produce durante la catalisis. Sin embargo, si se
realizaron estudios de modelizacion con el NADPH enlazado. Los
resultados muestran la existencia de dos residuos cruciales para el
reconocimiento de la adenina y los grupos 2’-fosfato del NADPH,
respectivamente Arg217 y Lys336, por lo que este enzima muestra una
mayor preferencia por este cofactor frente al NADH.**

7 van der Heuvel, R. H. H.; Tahallah, N.; Kamerbeek, N. M.; Fraaije, M. W.; van Berkel, W.
J. H.; Janssen, D. B.; Heck, A. J. R. J. Biol. Chem. 2005, 280, 32115-32121.

™ Malito, E.; Alfieri, A.; Fraaije, M. W.; Mattevi, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101,
13157-13162.
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La elucidacion de la estructura de la PAMO ha permitido también la
identificacion de un residuo del centro activo que parece ser clave en la
catalisis. El aminoacido Arg337 esté localizado en la cara re de la flavina y
sefiala hacia la parte reactiva del cofactor FAD. Este residuo se conserva
estrictamente en todas las BVMOs de Tipo | y si se reemplaza por cualquier
otro aminoécido no se produce la catélisis.”” En un principio se penso que
este aminodcido estabilizaba a la peroxiflavina durante el proceso catalitico.
Sin embargo, un estudio detallado del mecanismo cinético mostré que el
intermediario peroxiflavina se forma y estabiliza en ausencia de dicha
arginina. Se ha postulado que la Arg337 tiene un doble papel: 1) activar el
grupo carbonilo del sustrato, fomentandose el ataque nucledfilo de la
peroxiflavina; y 2) estabilizar el intermedio de Criegee, junto a la ribosa del
NADP®, compensando la carga negativa de éste. La cadena lateral
guanidinio de este aminoéacido es capaz de establecer dos enlaces de
hidrégeno, uno con el oxigeno nucleofilico de la peroxiflavina y otro con el
oxigeno del intermedio tetrahédrico que se encuentra cargado
negativamente. "

Debido a la ausencia de una estructura cristalina de la wild type PAMO
(WtPAMO) enlazada con sustrato o producto, es dificil asignar los residuos
que se unen directamente a éstos. Asi, se han llevado a cabo distintos
estudios en los que se han eliminado de la wtPAMO dos residuos que
pertenecen a un “loop” (aminoacidos 441-444), préximo a la Arg337,
produciéndose una alteracion en la especificidad de sustrato por parte de los
mutantes generados (PAMO-P1, P2 y P3).” Acortando este “loop”, el centro
activo del enzima aumenta de tamafio y la wtPAMO es capaz de aceptar
sustratos mas voluminosos. Asi por ejemplo, cetonas racémicas
estéricamente impedidas, como ()-2-fenil- 0 (+)-2-bencilciclohexanona,
gue apenas son oxidadas por la wtPAMO, son sustratos para el mutante
PAMO-P3. Ademas, este mutante mostré una buena enantioselectividad en
la resolucién cinética de la 2-fenilciclohexanona. Afios mas tarde, se
obtuvieron nuevos mutantes de la wtPAMO focalizandose en ese “loop”
pero usando técnicas de CAST (Combinatorial Active-site Saturation Test),
una evolucion dirigida centrada en una serie de aminoacidos determinados.’
Los nuevos mutantes fueron capaces de oxidar selectivamente la 2-

2 Bocola, M.; Schulz, F.; Leca, F.; Vogel, A.; Fraaije, M. W.; Reetz, M. T. Adv. Synth. Catal.
2005, 347, 979-986.

& (a) Torres Pazmifio, D. E.; Baas, J. B.; Janssen, D. B.; Fraaije, M. W. Biochemistry 2008,
47, 4082-4093; (b) Orru, R.; Dudek, H. M.; Martinoli, C.; Torres Pazmifio, D. E.; Royant,
A.; Weik, M.; Fraaije, M. W.; Mattevi, A. J. Biol. Chem. 2011, 286, 29284-29291.

" Reetz, M. T.; Wu, S. Chem. Commun. 2008, 5499-5501.
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fenilciclohexanona asi como su analogo 2-(p-clorofenilo).” De la misma
forma, también se observO que una mutacion puntual en la prolina que
ocupa la posicion 440 en la wtPAMO dotaba al enzima de una mayor
flexibilidad, lo que se tradujo en una actividad y selectividad inusual en la
oxidacion de cetonas ciclicas y biciclicas fusionadas.” Dichas mutaciones
afectaban a la especificidad de sustrato, pero mantenian la estabilidad
térmica original de la WtPAMO. Este trabajo fue ampliado en 2010,
utilizando de nuevo evolucion dirigida, pero en este caso no directamente
sobre aminoacidos del centro activo, sino sobre otros residuos (GIn93 y
Pro94) mas alejados capaces de producir efectos alostéricos, cambiando la
conformacion del centro activo del enzima, debido al movimiento de los
dominios de las proteinas.”

Mas recientemente se ha publicado la estructura cristalina de una CHMO de
Rhodococcus sp. HI-31 unida a FAD y NADP?, la cual ha demostrado cdmo
las BVMOs adoptan diferentes conformaciones durante la catalisis.”” Una
conformacion abierta para la reduccion de la flavina, donde el C4 del
NADPH estd muy proximo al N5 del FAD, y una cerrada para la liberacion
del NADP" tras la catalisis, donde el grupo amida de la nicotinamida se
aleja del N5 y el O4 de la flavina. Las dos conformaciones revelan multiples
uniones y movimientos del “loop”, que hacen muy flexible al centro activo
de la CHMO, permitiendo el acceso de mdltiples sustratos, demostrandose
asi su baja especificidad de sustrato si comparamos con otras BVMOs. En
este trabajo se destaca el papel desempefiado por la nicotinamida a lo largo
del ciclo y su efecto sobre la unién del sustrato al centro activo. Asimismo,
enfatiza el papel de la arginina (Arg329 en el caso de la CHMO) en la
estabilizacion de los intermedios durante la catalisis.

I.12. NUEVAS BVMOs CON POTENCIAL SINTETICO

Hasta hace poco tiempo, la CHMO de Acinetobacter sp. NCIMB 9871
(CHMOcineto) €ra la BVMO mas utilizada en sintesis organica. Debido a su
baja especificidad de sustrato, esta CHMO es capaz de oxidar un elevado
nimero de compuestos. Ademas, la CHMOggineto ha sido empleada no s6lo
en la reaccion de Baeyer Villiger, sino también en la oxidacion de

> Reetz, M. T.; Wu, S. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 15424-15432.

6\Wu, S.; Acevedo, J. P.; Reetz, M. T. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2010, 107, 2775-2780.

" Mirza, 1. A.; Yachnin, B. J.; Wang, S.; Grosse, S.; Bergeron, H.; Imura, A.; lwaki, H.;
Hasegawa, Y.; Lau, P. C. K.; Berhuis, A. M. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 8849-8854.
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compuestos organoborados y la epoxidacion de alquenilfosfonatos,” asi
como la oxidacion de heteroatomos como nitrégeno, fésforo, selenio y
azufre.” Sin embargo, este biocatalizador presenta una baja estabilidad tanto
térmica como quimica. Recientemente Reetz y colaboradores han disefiado
nuevos mutantes de la CHMO mediante mutagénesis dirigida, que han
solventado este inconveniente, sin afectar a la selectividad enziméatica.®
Hoy en dia, se dispone de otras muchas BVMOs recombinantes, que son
objeto de estudio para su aplicacion en biocatalisis.

1.12.1. 4-HIDROXIACETOFENONA MONOOXIGENASA
(HAPMO)

La HAPMO (EC 1.14.13.84) fue aislada del microorganismo Pseudomonas
fluorescens ACB en 1999.% Dos afios més tarde fue caracterizada, clonada y
sobreexpresada en E. coli. Pertenece al Tipo | de BVMOs,* siendo un
homodimero de 145 kDa, en el que cada subunidad de 72 kDa esta unida a
una molécula de FAD. Su pH Optimo esta en torno a 8.0 y presenta una
fuerte preferencia por el NADPH frente a NADH.* Es un enzima versétil
con wuna amplia especificidad de sustrato. Ademas de la 4-
hidroxiacetofenona, que es su sustrato natural, acepta un amplio rango de
cetonas aromaticas, heteroaromaticas, alifaticas y sulfuros. Fue la primera
BVMO descrita que mostraba una mayor preferencia por sustratos
aromaticos en lugar de alifaticos. De hecho, esta monooxigenasa permite a
la bacteria P. fluorescens ACB crecer en medios con 4-hidroxiacetofenona

8 Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Ottolina, G.; Pasta, P.; Zambianchi, F. Tetrahedron
Lett. 2002, 43, 1797-1799.

 Ver por ejemplo: (a) Branchaud, B. P.; Walsh, C. T. J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 2153-
2161; (b) Ottolina, G.; Pasta, P.; Carrea, G.; Colonna, S.; Dallavale, S.; Holland, H. L.
Tetrahedron: Asymmmetry 1995, 6, 1375-1386; (c) Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.;
Pasta, P. Chem. Commun. 1998, 415-416; (d) Stewart, J. D. Curr. Org. Chem. 1998, 2, 195-
216; (e) Mihovilovic, M. D.; Chen, G.; Wang, S.; Kyte, B.; Rochon, F.; Kayser, M. M;
Stewart, J. D. J. Org. Chem. 2001, 66, 733-738; (f) Colonna, S.; Pironti, V.; Pasta, P;
Zambianchi, F. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 869-871; (g) Mihovilovic, M. D.; Rudroff, F.;
Kandioller, W.; Grotzl, B.; Stanetty, P.; Spreitzer, H. Synlett 2003, 1973-1976; (h)
Brondani, P. B.; de Gonzalo, G.; Fraaije, M. W.; Andrade, L. H. Adv. Synth. Catal. 2011,
353, 2169-2173; (i) Andrade, L. H.; Pedrozo, E. C.; Leite, H. G.; Brondani, P. B. J. Mol.
Catal. B: Enzym. 2011, 73, 63-66.

8 Opperman, D. J.; Reetz, M. T. ChemBioChem 2010, 11, 2589-2596.

8 Moonen, M. J. H.; Rietjens, I. M. C. M.; Van Berkel, W. J. H. en Flavins and
Flavoproteins, 13th International Congress on Flavins and Flavoproteins. Eds. Ghisla, S.;
Kroneck, P.; Macheroux, P.; Sund, H. Scientific, Berlin 1999, 367-370.

82 Kamerbeek, N. M.; Fraaije, M. W.; Janssen, D. B. Eur. J. Biochem. 2004, 271, 2107-2116.
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como Unica fuente de carbono y energia, ya que cataliza la oxidacién de esta
cetona aromatica para formar acetato de 4-hidroxifenilo.*® La HAPMO
presenta una mayor actividad en la oxidacién de aquellas cetonas aromaticas
con un grupo electron-dador en la posicion para del anillo aromético.
Muestra una eficiencia catalitica (K.a/Knm)* de 1400 mM™ s para su
sustrato natural, (4-hidroxiacetofenona), mientras que cuando el grupo
hidroxilo se sitla en orto o meta su eficiencia desciende draméaticamente a
20y 3.4 mM™s™, respectivamente.®

La HAPMO es capaz de oxidar benzaldehidos (Figura 1.9), generando como
producto mayoritario los correspondientes formiatos, lo cual indica que al
igual que en la oxidacién de arilcetonas, el grupo aromatico es el que migra.
La hidrdlisis, bien enziméatica o bien quimica, de los formiatos genera
fenoles. Esta ruta biocatalitica ha sido empleada para obtener una serie de
fluorofenoles,®® importantes sintones en la preparacion de compuestos
farmacéuticos, incluyendo inhibidores de enzimas y antagonistas de
receptores.®” Para algunos de estos compuestos, ademés del formiato,
también se observa la formacion minoritaria del correspondiente acido
carboxilico. La proporcion de cada uno de los productos finales depende de
los sustituyentes presentes en el anillo aromatico.

O
H
O HO (6] O)LH
| X HAPMO | X . @ H OH
[ = [ = [ =
[ =
R: F, OH, NH, minoritario MAYORITARIO HCOOH R

Figura 1.9. Oxidacion de benzaldehidos sustituidos catalizada por la HAPMO.

& Higson, F. K.; Focht, D. D. Appl. Environ. Microbiol. 1990, 56, 3678-3685.

8 Ppardmetro cinético que da idea de la eficacia de un enzima frente a un sustrato
determinado. Se calcula mediante el cociente entre la constante catalitica (k.) Yy la constante
de Michaelis o concentracion de sustrato a la cual la velocidad de reaccion es la mitad de la
velocidad méaxima (Ky).

8 Kamerbeek, N. M.; Olsthoorn, A. J.; Fraaije, M. W.; Janssen, D. B. Appl. Environ.
Microbiol. 2003, 69, 419-426.

% Moonen, M. J. H.; Westphal, A. H.; Rietjens, I. M. C. M.; van Berkel, W. J. H. Adv. Synth.
Catal. 2005, 347, 1027-1034.

87 (a) Tanaka, A.; Terasawa, T.; Hagihara, H.; Ishibe, N.; Sawada, M.; Sakuma, Y.;
Hashimoto, M.; Takasugi, H.; Tanaka, H. J. Med. Chem. 1998, 41, 4408-4420; (b)
Robinson, R. P.; Laird, E. R.; Donahue, K. M.; Lopresti-Morrow, L. L.; Mitchell, P. G.;
Reese, M. R.; Reeves, L. M.; Rouch, A. I.; Stam, E. J.; Yocum, S. A. Bioorg. Med. Chem.
Lett. 2001, 11, 1211-1213.
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Asimismo este biocatalizador en forma aislada se ha empleado en la
oxidacion de otros compuestos carbonilicos aroméaticos como el ()-2-
fenilpropanaldehido y una serie de bencilcetonas racémicas.®® La resolucion
cinética del aldehido se produjo con baja conversion y una
enantioselectividad (E) de baja a moderada en funcion de las condiciones.®
Sin embargo, la HAPMO es capaz de oxidar las cetonas racémicas ()-4-
fenilhexan-3-ona, (*)-3-fenilhexan-2-ona, (%)-3-fenilpentan-2-ona y (%)-2-
fenilpentan-3-ona a sus correspondientes (S)-ésteres, con conversiones
moderadas (proximas al 20% después de 14 horas) y con
enantioselectividades elevadas (mayores de 78 en todos los casos). Este
estudio fue ampliado en la resolucion cinética de una serie de 3-fenilbutan-
2-onas racémicas sustituidas en el anillo aroméatico (Figura 1.10).
Dependiendo del sustituyente en el anillo, se obtuvieron diferentes valores
de conversiones y enantioselectividades en los procesos oxidativos.” El
mejor sustrato para este enzima fue la (x)-3-(m-metilfenil)butan-2-ona, cuya
oxidacién se produjo con una alta enantioselectividad (E=126) y una
conversion del 20% tras dos horas. También fue posible conseguir una E
elevada en la oxidacion del derivado m-trifluorometil, mientras que los
derivados m- y p-cloro fueron oxidados con una E moderada (E~50).
Ademas, se realizé el analisis de los parametros cinéticos en la oxidacion de
estos sustratos, observando que esta BVMO presentaba una diferencia alta
en los valores de eficiencia catalitica en funcion de la estructura del sustrato,
mostrando una baja actividad en la oxidacion de la (+)-3-fenilbutan-2-ona y
sus derivados sustituidos en posicion meta, mientras que los derivados
sustituidos en posicién para eran oxidados con elevadas eficiencias.

z (0]
N HAPMO/Tris-HCI pH 8.0 _ N . - O)J\
| J 0 NADP*/G6P/G6PDH |/ o0 | L
250 rpm, 20°C X X

X: H, p-OMe, p-Et, m-Me, m-OMe, p-Br, p-Cl, m-Cl, m-CF3, p-NO,

Figura 1.10. Oxidacion de cetonas aromaticas racémicas catalizadas por la HAPMO.

88 Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Fraaije, M. W.; Gotor, V. Tetrahedron: Asymmetry 2007,
18, 1338-1344.

8 E (enantioselectividad o razén enantiomérica) se considera un parametro adecuado para
cuantificar la selectividad de las resoluciones cinéticas catalizadas por enzimas. Ver: Chen,
C.-S.; Fujimoto, Y.; Girdauskas, G.; Sih, C. J. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7295-7299.

% Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Torres Pazmifio, D. E.; Fraaije, M. W.; Gotor, V.
Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 1168-1173.

29



Introduccion

La HAPMO ha sido también empleada como biocatalizador en
biotransformaciones con células enteras. Estos procesos tienen entre otras,
la ventaja de no requerir la adicion del cofactor NADPH, de elevado coste.
Sin embargo acarrean como inconveniente la posibilidad de reacciones
secundarias indeseadas. Asi, se han utilizado células de E. coli
recombinantes que contienen el gen de la HAPMO para la oxidacion de una
serie de ciclobutanonas 3-sustituidas en sus correspondientes
butirolactonas,” precursores de compuestos de elevado interés bioldgico
(Figura 1.11a).% Para el derivado 3-fenilo, la lactona obtenida presenta una
elevada pureza Optica, mientras que con grupos bencilicos este enzima
pierde en gran parte su selectividad.

Asimismo, se emplearon distintas cetonas fusionadas como sustratos para la
oxidacién de Baeyer-Villiger catalizada por células recombinantes que
expresan HAPMO (Figura 1.11b). Para todos los sustratos se obtuvo una
conversion total, generandose mezclas de las lactonas fusionadas normales
(aquellas en las que se cumple la regioselectividad esperada de la reaccion
de Baeyer-Villiger) y anormales (aquellas en las que no se cumple la
regioselectividad esperada). La proporcion de los productos finales varié en
funcion de la estructura del producto de partida. Las lactonas obtenidas en
estos procesos son precursoras de compuestos bioldgicos de gran interés
(feromonas de algas pardas y prostanglandinas).®

% Mihovilovic, M. D.; Kapitan, P.; Rydz, J.; Rudroff, F.; Ogink, F. H.; Fraaije, M. W. J. Mol.
Catal. B: Enzym. 2005, 32, 135-140.

%2 (a) Bode, J. W.; Doyle, M. P.; Protopopova, M. N.; Zhou, Q.-L. J. Org. Chem. 1996, 61,
9146-9155; (b) Shiotani, S.; Okada, H.; Yamamoto, T.; Nakamata, K.; Adachi, J.;
Nakamoto, H. Heterocycles 1996, 43, 113-126; (c) Mazzini, C.; Lebreton, J.; Alphand, V.;
Furstoss, R. J. Org. Chem. 1997, 62, 5215-5218.

% (a) Lebreton, J.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1011-1014; (b)
Lebreton, J.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron 1997, 53, 145-160; (c) Andrau, L.;
Lebreton, J.; Viazzo, P.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 825-826.
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Figura 1.11. Desimetrizacién y oxidacion regiodivergente de a) ciclobutanonas
proquirales; y b) cetonas fusionadas para la sintesis de compuestos con alto interés
bioldgico.

La HAPMO en forma aislada es capaz de catalizar la sulfoxidacion de un
gran namero de sulfuros aromaticos (Figura 1.12). Los fenil sulfuros son los
mejores sustratos para el biocatalizador, obteniéndose los (S)-sulfoxidos con
altas selectividades.” La oxidacion enzimatica de bencil sulfuros genera
productos finales con menores excesos enantioméricos, al igual que aquellos
sustratos en los que el atomo de azufre estd mas alejado del anillo
aromatico. Cuando se emplean fenil sulfuros para-sustituidos, se obtienen
en general mejores resultados con grupos electron-dadores, mientras que la
presencia de sustituyentes electron-atractores tiene un efecto negativo en la
selectividad y en la eficiencia de la HAPMO. Este biocatalizador es capaz
también de oxidar sulfoxidos aromaticos racémicos a las correspondientes
sulfonas, pero en procesos sin selectividad.

% de Gonzalo, G.; Torres Pazmifio, D. E.; Ottolina, G.; Fraaije, M. W.; Carrea, G.
Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 130-135.
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Figura 1.12. Sulfoxidacion de alquil aril sulfuros catalizada por la HAPMO.

1.12.2. FENILACETONA MONOOXIGENASA (wtPAMO)

La PAMO (EC 1.14.13.92) es un enzima termoestable, aislado de la bacteria
mesotermofilica Thermobifida fusca. Pertenece al Tipo | de las BVMOs, por
lo que tiene FAD como grupo prostético y requiere NADPH como
cofactor.*® Es la primera BVMO cuya estructura ha sido elucidada por rayos
X,™ y la primera BVMO descubierta mediante la técnica de genome mining
(comparacién de la secuencia caracteristica de las Baeyer-Villiger
monooxXigenasas de Tipo | y posterior anélisis bioinformatico). La wtPAMO
muestra una clara afinidad por sustratos aromaticos, oxidando con una
mayor eficiencia catalitica la fenilacetona. Sin embargo, también es capaz
de aceptar sustratos alifaticos y de llevar a cabo la oxidacion de sulfuros y
sulfoxidos organicos, aminas y compuestos con boro y selenio.”""**

La WtPAMO es una proteina monomérica de 64 kDa cuya estructura
cristalina se encuentra representada en la Figura 1.13. Esta formada por dos
dominios, uno de enlace con el NADPH (residuos 159-389) y otro de enlace
con el FAD (residuos 10-158 y 390-542), los cuales son tipicos de todas las
oxidorreductasas que contienen este grupo prostético. Ademas posee un
tercer subdominio helicoidal tipico de las BVMO de Tipo I (residuos 167-
177), alejado del centro activo del enzima. Es en esta parte donde se
conserva una Arg337, comin en todas las BVMOs de Tipo | 32

% de Gonzalo, G.; Torres Pazmifio, D. E.; Ottolina, G.; Fraaije, M. W.; Carrea, G.
Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 3077-3083.
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Figura 1.13. Estructura de la wtPAMO obtenida por rayos X.

Una propiedad interesante de la wtPAMO es su activacion cuando es
incubada a elevadas temperaturas. Por ello, cuando el enzima se incuba a
50°C durante una hora, su actividad se dobla.”® A temperaturas superiores el
enzima se desactiva, aunque su estabilidad es superior al de otras BVMOs
aisladas. Los tiempos de vida media (ty,) para diferentes BVMOs son:
tiowramo=24 h a 52°C; tiocumo=24 h a 25°C; tionapmo=80 min a 36°C.70’%
Este biocatalizador presenta un rango de pH o6ptimo entre 7.0 y 9.0,
alcanzando su actividad maxima a pH 8.0 para la oxidacion de la
fenilacetona. Como se ha demostrado recientemente, el pH del medio tiene
un efecto muy importante en la selectividad de la wtPAMO.” Asi, el
aumento del pH en la oxidacion enzimética del tioanisol provoca un
aumento de la pureza Optica del (R)-fenil metil sulfoxido obtenido. Por el
contrario, en la reaccion de Baeyer-Villiger catalizada por la wtPAMO sobre
el (x)-2-fenilpropanaldehido, se observa un descenso en la selectividad de la
resolucién enzimatica al aumentar el pH. Esta propiedad del enzima puede
explicarse por el distinto grado de protonacién de ciertos aminoacidos
cercanos al centro activo del biocatalizador, asi como de la especie activa
hidroperoxiflavina o peroxiflavina implicada en el ciclo catalitico.

% Zambianchi, F.; Pasta, P.; Carrea, G.; Colonna, S.; Gaggero, N.; Woodley, J. M.
Biotechnol. Bioeng. 2002, 78, 489-496.

9 Zambianchi, F.; Fraaije, M. W.; Carrea, G.; de Gonzalo, G.; Rodriguez, C.; Gotor, V.;
Ottolina, G. Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1327-1331.
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Figura 1.14. Oxidacién de sulfuros y sulfoxidos aromaéticos catalizados por la
WtPAMO.

Como se muestra en la Figura 1.14, la wtPAMO ha sido empleada en la
oxidacion de una serie de sulfuros arométicos.” La sulfoxidacion de fenil
sulfuros es generalmente un proceso con bajas 0 moderadas selectividades.
Sin embargo, es posible obtener los correspondientes alquil bencil
sulfoxidos con elevadas purezas oépticas. La WtPAMO presenta también
buenas selectividades en la oxidacion de alquil feniletil y alquil fenilpropil
sulfuros. Este enzima es capaz también de catalizar la resolucion enzimatica
de sulféxidos racémicos, en un proceso en el cual uno de los enantidmeros
del sulféxido es oxidado a sulfona, permaneciendo el otro enantidmero sin
reaccionar. Los sustratos bencilicos son los que presentan las mayores
enantioselectividades, de modo que se puede establecer que la elevada
pureza Optica obtenida en la sulfoxidacion de alquil bencil sulfuros es
debida a la sintesis asimétrica del sulfoxido mas su posterior resolucion
cinética.

También se ha empleado este biocatalizador en la oxidacion enzimética de
una serie de compuestos carbonilicos aromaticos. Asi, la oxidacion de (+)-2-
fenilpropionaldehido genera (S)-formiato de 1-feniletilo y el (R)-aldehido
con enantioselectividades moderadas (Figura 1.15). Sin embargo, se
obtuvieron mejores resultados cuando se oxidaron selectivamente
bencilcetonas racémicas con un grupo metilo o etilo en posicién o al
carbonilo. En todos los casos estudiados, se obtuvieron los ésteres de
configuracién S con elevadas enantioselectividades (Figura 1.16).® De esta
forma, se consigui6 un 19% de (S)-acetato de 1-fenilpropilo y un 32% de
(S)-propionato de 1-feniletilo en forma enantiopura (ee,>99%, E>200) al
cabo de 1 hora de reaccion. En el mismo tiempo la (z)-3-fenilbutan-2-ona y
la (z)-4-fenilhexan-3-ona fueron oxidadas para obtener (S)-acetato de 1-
feniletilo 'y  (S)-propionato de 1-fenilpropilo con excelentes
enantioselectividades (E=180) y con buenas conversiones.
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Figura 1.15. Oxidacion de (+)-2-fenilpropionaldehido catalizada por la wtPAMO.
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Figura 1.16. Oxidacion de bencilcetonas racémicas catalizada por la wtPAMO.

Este estudio fue completado con la oxidacion de una serie de 3-fenilbutan-2-
onas racémicas presentando algdn sustituyente en el anillo aromatico.*® La
introduccidn de sustituyentes en el anillo aromatico caus6 un descenso en la
enantioselectividad de la wtPAMO. S6lo en la oxidacion de la 3-(m-
metilfenil)butan-2-ona se obtiene una enantioselectividad elevada. Los
derivados p-OMe, m-OMe, m-Cl y p-NO, se oxidan con buenas
selectividades. El resto de cetonas estudiadas (p-Et, m-CF;, p-Cl, p-OMe y
p-Br) generaron procesos poco selectivos (E<20). Este enzima presenta una
actividad similar con la mayoria de los sustratos, con conversiones entre el
20% y 30% después de una hora, a excepcién de los sustratos con un grupo
electron-atractor fuerte en el anillo aromatico, con los que se obtienen
conversiones del 50% en la mitad de tiempo. El analisis de los pardmetros
cinéticos en la oxidacion de estas cetonas revel6 que la wtPAMO presentaba
una actividad catalitica parecida para todos los sustratos. Este hecho sugiere
que en la wtPAMO, el paso limitante de velocidad es un evento cinético no
relacionado con la reactividad del sustrato, lo cual estad en concordancia con
un estudio cinético previamente publicado.”?

1.12.3. MUTANTE DE LA FENILACETONA
MONOOXIGENASA (PAMOw466)

El hecho de conocer la estructura tridimensional de la wtPAMO (Figura

1.17), ha dado lugar a la preparacion de numerosos mutantes de este enzima
con el objeto de conocer mejor las propiedades de este biocatalizador y/o
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conseguir mejorar sus propiedades.”>"*"%® En un reciente estudio,

basandose en diferencias estructurales entre el centro activo predicho para la
CPMO Comamonas sp. NCIMB 9872 (BVMO con una homologia del 41%
en la secuencia con la wtPAMO) y el de la propia wtPAMO, se han
preparado diferentes mutantes de la wWtPAMO con una, dos y tres
mutaciones.” Los residuos escogidos fueron aquellos que no coincidian en
ambos enzimas, dentro del centro activo de éstos y que estan localizados en
la cara re de unién del cofactor. Dado que la especificidad de sustrato en
ambos enzimas es diferente (la wtPAMO oxida preferentemente sustratos
arométicos mientras que la CPMO cetonas ciclicas alifaticas), se postuld
que estos tres aminoacidos podrian estar implicados en la especificidad de
sustrato. Estos residuos fueron Q152, L153 y M446 en la wtPAMO, frente a
F156, G157, G453 en la CPMO, por lo que las mutaciones llevadas a cabo
fueron: M446G, Q152F/L153G y Q152F/L153G/M446G. Los mutantes
doble y triple de la wWtPAMO no mostraron actividad con sustratos
potenciales como fenilacetona, ciclopentanona y ciclohexanona, lo cual
indica que las sustituciones Q/F por L/G producen un ajuste no adecuado
del sustrato en el centro activo del enzima. Por otro lado, el mutante M446G
mostrd actividad con la fenilacetona pero no con la ciclopentanona o
ciclohexanona. Este resultado ha servido como punto de partida para
estudios mas exhaustivos de este biocatalizador recombinante.

Figura 1.17. a) Estructura de rayos X de la wtPAMO. b) Centro activo de la
wtPAMO (la mutacion se lleva a cabo sobre el residuo 446).

% (a) Dudek, H. M.; Torres Pazmifio, D. E; Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Gotor, V.; Fraaije,
M. W. App. Microbiol. Biotechnol. 2010, 88, 1135-1143; (b) Dudek, H. M.; de Gonzalo,
G.; Torres Pazmifio, D. E; Stgpniak, P.; Wyrwicz, L. S.; Rychlewski, L.; Fraaije, M. W.
Appl. Environ. Microbiol. 2011, 77, 5370-5378.

% Torres Pazmifio, D. E.; Snajdrova, R.; Rial, D. V.; Mihovilovic, M. D.; Fraaije, M. W. Adv.
Synth. Catal. 2007, 349, 1361-1368.
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Ademas de catalizar la oxidacion de la fenilacetona, la PAMO46c también
muestra actividad con otras cetonas, ademas de sulfuros y aminas. En ciertos
casos, el mutante M446G presenta actividad en la oxidacion de compuestos
para las que la PAMO natural no es activa, como por ejemplo, la 3,3-
dimetilciclohexanona. También es capaz de catalizar la oxidacion del indol,
generandose un compuesto oxidado cuya dimerizacion espontanea da lugar
a la formacion del azul de indigo, producto de alto interés en quimica, cuya
formacion ya habia sido descrita por otras oxigenasas.'® Este tipo de
reactividad no ha sido previamente descrita para ninguna otra BVMO.

En la sulfoxidacion enzimatica de una serie de derivados del tioanisol, el
empleo de la PAMOpa46c produjo un aumento tanto en las conversiones
como en las purezas Opticas de la mayoria de los sulféxidos respecto al
enzima wild type. Ademas en sustratos como fenil etil y bencil metil sulfuro,
se observa un cambio de selectividad.

La PAMOwy446c Se ha empleado en la resolucién enzimética de bencilcetonas
racémicas. En este caso, al igual que con la WtPAMO, los procesos
transcurrieron con altas enantioselectividades (valores de E entre 120 y
170), aunque con menores actividades que con la cepa natural (conversiones
entre 15-26% en 1 hora), especialmente para los derivados (%)-2-
fenilpentan-3-ona y (z)-4-fenilhexan-3-ona.®® También se estudio la
resolucion cinética de una serie de 3-fenilbutan-2-onas racémicas sustituidas
en el anillo aromatico empleando la PAMOpasec.”® Al igual que con las
bencilcetonas racémicas no sustituidas, la actividad del mutante es
ligeramente inferior a la de la wtPAMO. La presencia de un grupo electron-
atractor en el anillo aromatico provoca que las resoluciones cinéticas sean
mas rapidas, como se observa para los derivados m-CF3z y p-NO,. En cuanto
a la selectividad, esta BVMO permite obtener el (S)-acetato de 1-(m-
metilfenil)etilo y el (S)-acetato de 1-(p-nitrofenil)etilo con elevados excesos
enantioméricos en procesos de elevada enantioselectividad (E=109 y E=121,
respectivamente). Los derivados que poseen un grupo metoxi, asi como los
halogenados en posicién para y el m-CF; son oxidados con buenas o
moderadas selectividades. La presencia de sustituyentes p-etil o m-cloro
tiene un efecto negativo en la selectividad (E<20). El analisis de los
pardmetros cinéticos en la oxidacién de estas cetonas, demostr6 que el
comportamiento cinético de este biocatalizador es parecido al de la cepa

100 (3) Ensley, B. D.; Ratzkin, B. J.; Osslund, T. D.; Simon, M. J.; Wackett, L. P.; Gibson, D.
T. Science 1983, 222, 167-169; (b) Choi, H. S.; Kim, J. K.; Cho, E. H.; Kim, Y. C.; Kim, J.
I. K. S. W. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 306, 930-936; (c) Doukyu, N.; Toyoda,
K.; Aono, R. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2003, 60, 720-725.
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nativa, es decir, su eficiencia catalitica con los diferentes sustratos apenas
varia. Su actividad catalitica es similar a la de WtPAMO (ke ~3 ™), sin
embargo su afinidad por los sustratos es de 5-10 veces menor, lo que hace
que la eficiencia catalitica final sea menor que la de la cepa natural.

Finalmente, la termoestabilidad de este biocatalizador ha sido también
estudiada, observando un tiempo de vida medio a 50°C comparable con el de
la cepa natural, por lo que la mutacion mantiene esta propiedad del enzima.
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SECCION 1: REACCION ENZIMATICA DE BAEYER-
VILLIGER SOBRE CETONAS BENZOFUSIONADAS
AQUIRALES

1.1. LAS BAEYER-VILLIGER MONOOXIGENASAS
GOBIERNAN LA REGIOSELECTIVIDAD

Una de las mayores ventajas del uso de BVMOs en reacciones organicas es
su capacidad de generar productos regioisoméricos muy dificiles, si no
imposibles de obtener mediante las reacciones de oxidacion tradicionales.
Como ya se ha comentado en la Introduccién, en la reaccion de Baeyer-
Villiger clésica, debido a razones estereoelectronicas, el reagrupamiento del
intermedio de Criegee se produce a través de la migracion del grupo alquilo
que estd en posicion antiperiplanar al enlace O-O (Figura 1.1). Cuando la
conformacion del enlace O-O no estd regulada, el grupo alquilo més
sustituido (el mas nucledfilo) es el que migra preferentemente. Sin embargo,
cuando la conformacion de este intermedio esta impuesta de tal manera que
es el grupo menos sustituido el que esta en posicion antiperiplanar al enlace
O-O, es este el que migra. Podemos concluir que los efectos
estereoelectronicos son mas importantes en la estabilizacion del estado de
transicion que la migracion del carbono més nucledfilo. Asi, cuando ambos
grupos pueden migrar porque existe rotacion libre en la molécula con el
grupo carbonilico, lo haré el sustituyente més nucleofilo, generando el éster
normal o esperado.
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Figura 1.1. Migracion del grupo antiperiplanar al enlace O-O en el intermedio de
Criegee. Si migra el mas sustituido se da lugar al éster esperado o normal, si lo hace
el menos sustituido se genera el éster no esperado o anormal.

Cuando esta rotacion libre esté impedida sera el grupo antiperiplanar el que
migre. Si éste es el menos sustituido, se generara el éster no esperado o
anormal.® Este hecho se ha producido en una serie de oxidaciones de
Baeyer-Villiger catalizadas por enzimas. El centro activo de un
biocatalizador, debido a su ambiente quiral, impone frecuentemente unas
restricciones que permiten solo una conformacion del intermedio de
Criegee. En ese caso, el grupo que esta en antiperiplanar migra,
independientemente de que sea el méas nucledfilo o no.

La primera transformacion divergente catalizada por una BVMO (células
enteras de Corynebacterium sp.) data de 1965 y consistio en la oxidacion de
la fenchona racémica a una mezcla 9:1 de su lactona normal y anormal,
respectivamente. Si comparamos este resultado con la oxidacién
convencional, vemos que la relacion de productos finales varia, ya que en

este caso es de 4:6.*

Afios més tarde, Alphand y Furstoss describieron la primera oxidacion de
Baeyer-Villiger regiodivergente y enantioselectiva catalizada por una
BVMO (Figura 1.2).'% Se trataba de la bioconversién de la [3.2.0]hept-2-en-
6-ona con células enteras de Acinetobacter TD63, generandose con un buen
rendimiento y de forma altamente regio- y enantioespecifica, la mezcla de
lactonas regioisoméricas con proporcion 1:1. La lactona normal se utiliz6

101 Chapman, P. J.; Meerman, G.; Gunsalus, I. C. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1965, 20,
104-108.
102 Alphand, V.; Archelas, A.; Furstoss, R. Tetrahedron Lett. 1989, 30, 3663-3664.
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para la sintesis de la lactona de Corey, un intermedio muy importante en la
sintesis de prostanglandinas.

o i H P
. o) H
Acinetobacter TD63 T
wR O + o]
""’R1 £ iR
R, H R, i R, 1
Ri=Ry=H 1 1
R4=H, Me, n-Pr, CH3CH,-CI
R{=Ry=H
R,=H, Me

H
]
HOm- O | Lactona de Corey

oHc H

Figura 1.2. Oxidaciones regiodivergentes de derivados de la biciclo[3.2.0]hept-2-
en-6-ona.'%

Estos autores también observaron que el microorganismo Cunninghamella
echniulata era totalmente regioselectivo hacia la lactona no esperada en la
oxidacion de la biciclo[3.2.0]hept-2-en-6-ona. Esta lactona fue utilizada
como sustrato de partida para la sintesis de feromonas de algas pardas.'®

A raiz de estos resultados, numerosos grupos de investigacion se centraron
en la oxidacion con células enteras de hongos y bacterias de un amplio
rango de cetonas fusionadas biciclicas v triciclicas (Figura 1.3).*** El grupo
de Furstoss Ilevo a cabo la oxidacion de estos sustratos con células enteras
de Acinetobacter TD 63 y Acinetobacter NCIMB 9871, observando en
general una alta enantioselectividad y regiodivergencia. De entre los
compuestos analizados, hay que destacar la importancia de la 2-
oxabiciclo[3.2.0]heptan-7-ona, ya que su lactona esperada es un precursor
de derivados de diterpenos de clerodano (con aplicacion en sintesis de
pesticidas).'®®

103 (a) Lebreton, J.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1011-1014; (b)
Lebreton, J.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron 1997, 53, 145-160.

104 (a) Alphand, V.; Furstoss, R. J. Org. Chem. 1992, 57, 1306-1309; (b) Petit, F.; Furstoss,
R. Tetrahedron: Asymmetry 1993, 4, 1341-1352.

105 petit, F.; Furstoss, R. Synthesis 1995, 12, 1517-1520.
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Figura 1.3. Sustratos empleados en oxidaciones divergentes catalizadas por
BVMOs.'*

Asimismo, la oxidacion de estos sustratos se realizd empleando células
recombinantes de E. coli que contienen el gen de CPMO o CHMO
procedentes de distintos microorganismos [Acinetobacter (CHMOacineto),
Arthrobacter (CHMOanr), Brachymonas (CHMOgacy), Brevibacterium
(CHMOBrevils CHMOBreviZ)i Rhodococcus (CHMORhodoly CHMORhodoZ) y
Comamonas (CPMOcema)]- En el afio 2005, a raiz de un estudio filogenético,
estas BVMOs se clasificaron en dos tipos.’®® Por un lado la CPMOcona Y la
CHMOg;¢i> forman el grupo “CPMO” y por el otro, el resto de las CHMOs
forman el grupo “CHMO”. La CHMOgi; Se encuentra en el medio de
ambos, aunque mas cerca del grupo CHMO. Se observaron resultados
diversos dependiendo del tipo usado.

Para el grupo “CHMO” se observa regiodivergencia, es decir que
dependiendo la configuracion absoluta de la cetona precursora podremos
obtener ambos regioisémeros del producto oxidado, mientras que el grupo
“CPMO” genera habitualmente la lactona normal de las cetonas
estudiadas.™ Este estudio fue completado con la BVMO de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv  (BVMOwuws),'® con la que se observd un
comportamiento diferente, ya que reaccionaba con uno de los enantibmeros
de las cetonas racémicas fusionadas, quedando el otro enantidbmero sin

198 Mmihovilovic, M. D.; Rudroff, F.; Grétzl, B.; Kapitan, P.; Snajdrova, R.; Rydz, J.; Mach, R.
Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 3609-3613.

07 (a) Mihovilovic, M. D.; Kapitan, P. Tetrahedron Lett. 2004, 45, 2751-2754; (b)
Mihovilovic, M. D.; Kapitan, P.; Kapitanova, P. ChemSusChem 2008, 1, 143-148.

198 Snajdrova, R.; Grogan, G.; Mihovilovic, M. D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16, 4813-
4817.
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reaccionar. Por tanto, en este caso se produjo la resolucion cinética de estos
sustratos, en los que la lactona final es el regioisémero no esperado (Figura
1.4). En todos los casos se obtuvieron los productos con muy buenos
excesos enantioméricos y altos rendimientos.

BVMOmtubs

mll
@)
+
I i
(e}

Figura 1.4. Biooxidaciones regiodivergentes empleando BVMOs del grupo
“CPMO”, “CHMO” y Mycobacterium.

Este enzima fue también empleado en la biooxidacion de (*)-2-
oxabiciclo[4.2.0]octan-7-ona, llevadndose a cabo de nuevo una resolucion
cinética, donde tanto sustrato como producto (lactona anormal) fueron
aislados con muy buenos rendimientos y utilizados en la sintesis de
derivados de prostanoides (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Resolucidn cinética de la (+)-2-oxabiciclo[4.2.0]octan-7-ona empleando
BVMO de Mycobacterium.
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Otras cetonas biciclicas oxidadas de modo regioselectivo fueron el
noralcanfor y algunos de sus derivados 5,7-disustituidos. Estas reacciones
fueron catalizadas por células de CPMOcoma Y CHMOcineto (Figura 1.6).*%°
Se observé mayoritariamente la formacion de los regioisomeros esperados
con altos excesos enantioméricos.

R, Ro Ra
’L\wo CPMOComa y CHMoAcineto o + ©
Ry R o R ©

R1=H, OAc, Br, OH, OBn

Ry=H,F

Figura 1.6. Biooxidaciones de derivados del noralcanfor mediante células enteras
que contienen el gen de diferentes BVMOs.

Las BVMOs también son capaces de mostrar regiodivergencia en la
oxidacion de ciclopentanonas y ciclohexanonas sustituidas en la posicion
3.1% En este caso es dificil predecir la migracién ya que ambos carbonos
poseen casi la misma nucleofilia y, por tanto, es facil obtener mezclas de
cuatro posibles productos. En los estudios iniciales sobre estos sustratos se
utilizaron células recombinantes de E. coli y levadura de panaderia que
contienen el gen de la CPMOc¢oma ¥ CHMOpcinete (Figura 1.7). Para la
CHMOpcineto S€ 0Observo que cuando el sustituyente era un resto metilo o
etilo, apenas existia regioselectividad y los excesos enantioméricos eran
muy bajos. Cuando los sustituyentes eran mas voluminosos, tanto la
regioselectividad como la enantioselectividad del proceso mejoraban. Para
la CPMOc¢oma €l comportamiento fue diferente, ya que todas las cetonas
ciclicas mostraron regioselectividad hacia la lactona en el que el grupo
alquilico estd mas cerca del oxigeno insertado (lactona proximal).

Este estudio fue completado posteriormente empleando células enteras
recombinantes de E. coli que expresan la BVMO procedente de Acidovorax
CHX! la CHMOArthro: CHMOBrevily CHI\/IOBreviZy CH'\/IORhodol 0
CHMOgnoge2.”™*  En  general los procesos discurrieron con poca
enantioselectividad, pero fueron bastante regioselectivos hacia la formacion

109 (a) Sandey, H.; Willetts, A. Biotechnol. Lett. 1989, 2, 615-620; (b) Levitt, M.; Sandy, H.;
Willetts, A. Biotechnol. Lett. 1990, 12, 197-200.

110 (3) Martinez, C. A.; Zhu, J.; Chen, G.; Kayser, M. M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 3541-
3548; (b) Stewart, J. D.; Reed, K. W.; Wang, S.; Kayser, M. M.; Jurkauskas, V. J. Org.
Chem. 2003, 68, 6222-6228.

111 Kyte, B. G.; Rouviere, P.; Cheng, Q.; Stewart, J. D. J. Org. Chem. 2004, 67, 12-17.
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de la lactona proximal. Los mejores resultados se obtuvieron con la (z)-3-
butilciclohexanona y los enzimas CHMOgei1 Y CHMOgei2, generdndose
como Uunico producto la (R)- o (S)-6-butiloxepan-2-ona, respectivamente.
También se obtuvo un buen resultado en la oxidacion de la (%)-3-
propilciclohexanona con la CHMOro, generandose exclusivamente la (R)-
6-propiloxepan-2-ona.

(0]

2 (0]
E’é CHMO,15e10 Y CPMOcoms i;o . b
R R R
o
o Q o
d CHMOcinsto ¥ CPMOgoma ii‘} N
R R R

R=Me, Et, n-Pr, n-Bu, Alilo ["'-am"a } ["'-a‘:m"a}

proximal™ distal”

Figura 1.7. Oxidacion enzimatica de 3-alquilciclohexan/pentanonas.

La formacion de lactonas regioisoméricas fue también observada en la
oxidacion de terpenonas. Alphand y Furstoss llevaron a cabo la oxidacion de
Baeyer-Villiger de dihidrocarvonas empleando células enteras de
Acinetobacter NCIMB 9871 y Acinetobacter TD63.2%** Ambos enzimas
convertian la (-)-trans-dihidrocarvona a la correspondiente lactona normal,
mientras que la (+)-trans-dihidrocarvona generaba la lactona anormal. Por
otro lado, el estudio del metabolismo del carveol y dihidrocarveol en la cepa
Rhodococcus erythropolis DCL14 permitié descubrir que la oxidacion de
(+)-trans- y (-)-cis-dihidrocarvona genera la lactona normal mientras que la
oxidacion de los enantiobmeros (-)-trans y (+)-cis-dihidrocarvona llevo a la
formacion de las lactonas anormales. Asi, dependiendo la configuracion
absoluta del sustrato se obtiene una u otra lactona.™*

Estudios mas actuales han utilizado células de E. coli recombinantes que
expresan el gen de la CPMOcoma, CHMOqcinetor CHMOprthro, CHMOgachy,
CHMOgri 0 CHMOgpopo, en la biooxidacion de trans- y cis-
dihidrocarvonas, carvomentona y mentona (Figura 1.8).'° Los
biocatalizadores del tipo “CHMO” son capaces de oxidar estos sustratos con

112 Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron: Asymmetry 1992, 3, 379-382.
13 Cernuchova, P.; Mihovilovic, M. D. Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 1715-1719.
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buenas conversiones, mientras que las conversiones conseguidas con los
enzimas del tipo “CPMO” fueron bajas. Ademas, el grupo “CHMO” mostro
regiodivergencia al oxidar trans-dihidrocarvona y trans-carvomentona,
generandose la lactona esperada para la oxidacién de (-)-trans-
dihidrocarvona y (-)-trans-carvomentona, y la lactona no esperada para los
correspondientes (+)-trans. El grupo “CPMO” gener6 la lactona anormal de
ambos enantiémeros (+)- y (-)-trans-dihidrocarvona y carvomentona (Figura
1.8.a). En el caso de los derivados cis-dihidrocarvona, la cetona (+) fue
oxidada con muy baja regioselectividad por todos los enzimas empleados.
En cambio, el enantiomero (-)-cis- dio lugar a la lactona normal en la
biooxidacién con el grupo “CHMO” y la lactona anormal con el grupo
“CPMO” (Figura 1.8.b), asi que, dependiendo del tipo de BVMO, es posible
obtener uno u otro regioisomero. La oxidacion de la mentona presentd un
comportamiento diferente, ya que el grupo “CHMO” Unicamente reacciond
con uno de los enantiémeros de la cetona, quedando el otro enantiémero sin
reaccionar. En este caso se produce una resolucion cinética en la que la
lactona final es el regioisomero favorecido (Figura 1.8.c). Este sustrato no es
oxidado por los enzimas del grupo “CPMO”.

S0

trans-Dihidrocarvona
o trans-carvomentona

(0]
b) O "CPMO" CHMO
\/

( )-cis-| Dlhldrocarbona

"CPMO" "CHMO"
c) -

trans-Mentona

Figura 1.8. Biooxidaciones regiodivergentes de trans-dihidrocarvona y trans-
carvomentona (a), (-)-cis-dihidrocarvona (b) y trans-mentona (c) mediante distintas
BVMOs.
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Recientemente se ha llevado a cabo la oxidacion de este tipo de sustratos
empleando células de E. coli recombinantes que expresan el gen de
ciclopentadecanona monooxigenasa de Pseudomonas sp. HI-70."** Este
enzima mostré regiodivergencia y alta selectividad al oxidar la trans-
dihidrocarvona, ademas de alta actividad en la oxidacion de la (-)-trans-
mentona, generando la lactona esperada con una alta enantioselectividad.
Este es el primer ejemplo en el que una BVMO es capaz de transformar este
sustrato.

1.2. REACCIONES CATALIZADAS POR BVMOs SOBRE
CETONAS BENZOFUSIONADAS

En la bibliografia Gnicamente existe un ejemplo en el que una serie de
cetonas benzofusionadas son oxidadas por distintas BVMOs (Figura 1.9)."°
En este estudio se emplearon como sustratos una serie de 1-indanonas
sustituidas bien en el anillo aromético o bien en la posicion o o B al grupo
carbonilo y como biocatalizadores dos bacterias recombinantes (E. coli
TOP10 [pQR 239] que sobreexpresa la CHMOgineto Y E. coli TOP10 [hapE],
que sobreexpresa la HAPMO) y la cepa natural Pseudomonas sp. NCIMB
9872 que posee el gen de CPMO.

Oxidacién de Baeyer-Villiger
X microbioana
[ L=
R}

R3

R4=H, 5-F, 5-Br, 5-OMe, 4-Me, 6-Me
R,=H, Me
R3=H, Me

Figura 1.9. Oxidacidn de derivados de la 1-indanona mediante células enteras.

En las pruebas realizadas no fue observada regiodivergencia, formandose
siempre las lactonas con insercion del oxigeno en la posicion arilica. La 1-
indanona y los derivados 5-fluoro, 5-cloro y 5-metoxi fueron oxidados por la
cepa de Pseudomonas sp. con altas conversiones. Las reacciones se
escalaron hasta los 0.5 g de sustrato en 1.0 L de cultivo celular, obteniendo
excelentes rendimientos (>90%). Por el contrario, las otras dos BVMOs

14 Fink, M. J.; Fischer, T. C.; Ruddroff, F.; Dudek, H.; Fraaije, M. W.; Mihovilovic, M. D. J.
Mol. Catal. B: Enzym. 2011, 73, 9-16.
115 Gutiérrez, M. C.; Alphand, V.; Furstoss, R. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2003, 21, 231-238.
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sobreexpresadas en E. coli no mostraron actividad alguna con ninguno de
estos sustratos.

1.3. IMPORTANCIA DE LOS PARAMETROS DE
REACCION EN LA BIOCATALISIS

La biocatélisis (el uso de enzimas como catalizadores para llevar a cabo
transformaciones quimicas en compuestos organicos) es una herramienta
fundamental y cominmente empleada en la sintesis enantioselectiva de un
gran nimero de compuestos de interés en farmacia, agricultura e industria
alimentaria."*® El control y optimizacion de las condiciones de reaccion en
catdlisis enzimatica es de vital importancia, ya que éstas influyen
decisivamente en la actividad y selectividad de los enzimas. Dentro de los
parametros de reaccibn mas importantes a controlar se encuentran la
temperatura, el pH y el medio de reaccion.

e Temperatura: En general, a mayor temperatura, aumenta la
velocidad de los procesos biocataliticos y se produce una peor
enantiodiscriminacion entre ambos componentes de una mezcla
racémica, lo que hace que disminuya la selectividad enzimatica."*’
Sin  embargo, existen excepciones, llegandose a aumentar
notablemente la selectividad de un enzima con la modificacion de la
temperatura.'®

e pH: El estado de protonacién de los aminoacidos de un enzima es
indudablemente un factor importante en la actividad enzimatica.
Este efecto se acenta ain mas cuando el centro activo del enzima
estd formado por amindacidos basicos o acidos, los cuales son
facilmente protonables o desprotonables. Por tanto, se pueden
producir cambios en el entorno proteico, lo que conlleva, a su vez,
cambios en la enantioselectividad enzimatica.*®

118 Woodley, J. M. Trends Biotechnol. 2008, 26, 321-327.

17 (@) Faber, K.; Ottolina, G.; Riva, S. Biocatalysis 1993, 8, 91-132; (b) Phillips, R. S.
Trends Biotechnol. 1996, 14, 13-16; (c) Canielli, G.; de Matteis, V.; Galletti, P.; Giacomi,
D.; Orioli, P. Chem. Commun. 2000, 2351-2352; (d) Takashi, S. Tetrahedron: Asymmetry
2004, 15, 2749-2756; (e) Takashi, S. en Future Directions in Biocatalysis. Ed. Matsuda, T.
Elsevier, Dordrecht 2007, 21-50.

118 Magnusson, A. O.; Takwa, M.; Hamberg, A.; Hult, K. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
4582-4585.

119 | yubimov, A. Y.; Lario, P. I.; Moustafa, I.; Vrielink, A. Nature Chem. Biol. 2006, 2, 259-
264,
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e Medio de reaccion: El medio de reaccion mas comunmente usado en
biocatalisis es el medio acuoso. Este se puede modificar con el pH
(comentado previamente) o con la fuerza idnica, ya que las
interacciones electroestaticas y apolares en la proteina se ven
afectadas por la concentracion de sales en el medio.””Ademas, se
ha observado que la utilizacion de cosolventes organicos altera la
estructura tridimensional de los enzimas, ya que rompe numerosos
enlaces de naturaleza no covalente como enlaces ionicos, de
hidrégeno, de van der Waals e interacciones hidrofobicas.'*
Asimismo, si el tamafio de molécula del disolvente es adecuado
como para introducirse en el centro activo del enzima, puede
modificar la union del sustrato y el producto.*” Todo esto produce
una alteracion en la actividad enzimatica y en la selectividad.

1.4. ENZIMAS EN DISOLVENTES ORGANICOS

La aplicacion de biocatalizadores con fines sintéticos se encuentra limitada
si Unicamente se utilizan disoluciones acuosas como medio de reaccion, ya
gue la mayoria de compuestos organicos son insolubles en agua. La
necesidad de solventar este inconveniente anim6 a numerosos cientificos a
afladir pequefias cantidades de disolventes organicos solubles al medio
acuoso (disolventes organicos miscibles). En este caso el disolvente
organico actlla como cosolvente para aumentar la solubilidad del sustrato y
de esta forma favorecer su conversién. Se observd que en la mayoria de los
casos los enzimas seguian siendo activos, aungue el biocatalizador esta en
contacto directo con el cosolvente y por tanto se puede inactivar facilmente
en funcion de la concentracion de disolvente.

El simple hecho de afiadir cosolvente organico a la biotransformacién
desmintid el topico de que las reacciones enzimaticas solo se podian llevar a
cabo en medio acuoso y fue el primer paso en un largo camino dentro de la
Ilamada ingenieria del medio (medium engineering).

120 (@) Kheirolomoom, A.; Ardjmand, M.; Vossoughi, M.; Kazemeini, M. Biochem. Eng. J.
1998, 2, 81-88; (b) Gorke, J. T.; Sriene, F.; Kazlauskas, R. J. Chem. Commun. 2008, 1235-
1237.

121 (a) Singer, S. J. Adv. Protein Chem. 1963, 17, 1-68; (b) Schultz, G. E.; Schirmer, R. H. en
Principles of Protein Structure, Springer Verlag, Nueva York 1979, 27-45; (c) Olofsson, L.;
Nicholls, 1. A.; Wikman, S. Org. Biomol. Chem. 2005, 750-755; (d) Oztiirk, D. C.; Kazan,
D.; Denizci, A. A.; Grimoldi, D.; Secundo, F.; Erarslan, A. J. Mol. Catal: B. Enzym. 2010,
64, 184-188.

122 Ryu, K.; Dordick, J. S. Biochemistry 1992, 31, 2588-2598.
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El siguiente paso en esta andanza consistié en la adicion de disolventes
organicos inmiscibles con el agua para generar sistemas bifasicos en los
cuales el biocatalizador se encuentre disuelto en la fase acuosa y la fase
organica actle como reservorio de sustrato y un extractor de producto. En
este caso el enzima no se encuentra en contacto directo con el disolvente lo
que hace que sea mas estable y su actividad no dependa tanto de la cantidad
de cosolvente afiadido. En estos sistemas las reacciones son més lentas, ya
que el sustrato tiene que pasar la interfase para reaccionar.

Mas tarde se descubri6 que habia enzimas, como algunos tipos de
hidrolasas, que mostraban actividad incluso en sistemas organicos donde
apenas hay agua (disolventes organicos anhidros). Para poder trabajar con
enzimas en este tipo de medios, éstos se suelen liofilizar o modificar con
aditivos que favorezcan su solubilidad.'®

Todos estos hechos fueron descubiertos a mediados de los ochenta y supuso
el comienzo de la “enzimologia en medio no acuoso”. Se puede considerar
a Kilibanov como el padre de este descubrimiento, ya que sus
investigaciones supusieron un gran avance para el mundo de la
biocatalisis."**

Las nuevas propiedades enzimaticas observadas en medios organicos han
supuesto grandes beneficios en la biocatalisis. Dentro de las ventajas del uso
de estos medios no convencionales nos podemos encontrar:

Aumento de la solubilidad en sustratos no polares.

Desplazamiento de equilibrio hacia sintesis y no hidrolisis.
Supresion de reaccionas laterales en medio acuoso.

Alteracion de la especificidad de sustrato.

Facilidad en la recuperacion del enzima (via filtracion) y reciclaje.
Facilidad en la recuperacién del producto, debido a un menor punto
de ebullicién y presion de vapor.

Eliminacién de la contaminacion microbiana.

e Cambio en el coeficiente de particion de sustrato/producto.

128 sheldon, R. A. Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1289-1307.

124 (@) Zaks, A.; Klibanov, A. M. Science 1984, 224, 1249-1251; (b) Zaks, A.; Klibanov, A.
M. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1985, 82, 3192-3196; (c) Zaks, A.; Klibanov, A. M. J. Am.
Chem. Soc. 1986, 108, 2767-2768; (d) Klibanov, A. M. Trends Biochem. Sci. 1989, 14,
141-144; (e) Enzymatic reactions in organic media. Eds. Koskinen, A. M. P.; Klibanov, A.
M. Blackie Academic & Professional, Glasgow 1996; (f) Klibanov, A. M. Curr. Opin.
Biotechnol. 2003, 14, 427-431.
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A pesar de todas estas ventajas, hay que mencionar que casi todos los
enzimas exhiben actividades méas bajas en disolventes organicos, del
orden de cuatro o cinco 6rdenes de magnitud menos que en medio
acuoso. Esta pérdida se puede atribuir a numerosos factores como
decrecimiento dréstico de la polaridad del ambiente, disrupcion de la
estructura cuaternaria, desnaturalizacion directa por intrusion del
disolvente o pérdida de agua critica.

1.5. BAEYER-VILLIGER MONOOXIGENASAS EN MEDIOS
NO ACUOSOS

La primera reaccion de Baeyer-Villiger catalizada por BVMOs en presencia
de disolventes organicos data del afio 1998. Células de Pseudomonas putida
NCIMB 10007 se emplearon en la oxidacion de (x)-norbornanona usando
octano, tolueno y n-decanol en sistemas bifasicos con agua, o como
disolventes en sistemas monofasicos. La presencia del cosolvente y su
proporcion influian en la regioselectividad del proceso, como se muestra en
la Figura 1.10."

P. puti O
A&o putida o
Disolvente

(0]
@)
Hzoi 7 1
Octano: 1 0
Tolueno: 10 1
H,O-tolueno (1:1): 2 1

Figura 1.10. Reaccion de Baeyer-Villiger catalizada por células enteras de P. putida
NCIMB 10007 en disolventes orgéanicos.

Posteriormente, se describié la produccion de lauril lactona a partir de la
ciclododecanona empleando células de E. coli que expresan la CPDMO de
Pseudomonas sp. HI-70. La biotransformacion se realizé en un biorreactor
de dos fases, empleando como medio de reaccion hexadecano y una fase
acuosa que contenia el biocatalizador y el medio de crecimiento.’® El
proceso realizado en discontinuo permitia una productividad de 2.4 g/L de

125 Brosa, C.; Rodriguez-Santamarta, C.; Salv4, J.; Barber4, E. Tetrahedron 1998, 54, 5781-
5788.

128 yang, J.; Wang, S.; Lorrain, M.-J.; Rho, D.; Abokitse, K.; Lau, P. C. K. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2009, 84, 867-876.
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lauril lactona a las 10 horas, mientras que cuando la biooxidacion se
realizaba en un reactor semicontinuo, se pudo incrementar este valor hasta
los11 g/L.

Existen otros ejemplos en los que se utilizan BVMOs aisladas en
combinacion con disolventes organicos. Un mutante de PAMO (PAMO-P3)
fue empleado en la oxidacién en medio bifésico de la (x)-biciclo[3.2.0]hept-
2-en-6-ona."®’ A concentraciones de sustrato mayores de 1 g/L se producia
la inhibicion del enzima, mientras que la adicion como cosolvente de dioctil
ftalato permitia aumentar la concentracion de sustrato hasta los 3 g/L. Este
resultado fue mejorado cuando la reaccién se llevé a cabo con el enzima
aislado y una mezcla 1:1 de ciclohexano y disolucién tampoén Tris/HCI con
0.1% (v/v) del surfactante Tween-20, pudiendo alcanzar concentraciones de
trabajo de 5 g/L. Asimismo, se realiz6 la resolucion cinética de la (£)-2-
fenilciclohexanona (5 g/L) usando una mezcla 1:1 de ‘BuOMe y la misma
disolucion tampon.

La wtPAMO también ha sido empleada en la oxidacion de sulfuros en
mezclas medio acuoso/cosolvente organico. Para todos los cosolventes
probados, se produce una pérdida en la actividad y selectividad del enzima.
Sin embargo, la adicion de alcoholes de cadena corta en cantidades entre el
10 y el 30% (v/v) tiene un efecto positivo para la selectividad enzimética, ya
que es posible obtener los sulfoxidos finales con excesos enantioméricos
mayores que solo en disolucién tampén. Ademas, para ciertos sustratos, se
observo un cambio en la esteropreferencia de la wtPAMO, por lo que en
funcion del medio de reaccién elegido se pueden obtener ambos
enantiémeros del sulféxido final.*?®

El estudio sobre el efecto de cosolventes en la wtPAMO fue ampliado a la
reaccion de Baeyer-Villiger, analizando el efecto de distintos cosolventes en
la oxidacion enzimética de una serie de 3-fenilbutan-2-onas racémicas
(Figura 1.11)."#° Al igual que ocurre en los procesos de sulfoxidacion, la
presencia de cosolventes inactiva al enzima parcial o totalmente,
produciéndose un descenso en las conversiones obtenidas. Con respecto a la
selectividad enzimatica, de nuevo se observa un aumento de la

127 5chulz, F.; Leca, F.; Hollman, F.; Reetz, M. T. Bels. J. Org. Chem. 2005, 1, 1-10.

128 4e Gonzalo, G.; Ottolina, G.; Zambianchi, F.; Fraaije, M. W.; Carrea, G. J. Mol. Catal. B:
Enzym. 2006, 39, 91-97.

129 Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Torres Pazmifio, D. E.; Fraaije, M. W.; Gotor, V.
Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 197-203.
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enantioselectividad del proceso en presencia de distintas concentraciones de
metanol.

H O
PAMO/T(°C)/250 rpm : )k
| N Cosolvente organico-Buffer | X o ] X O
K o A O AL
/ \' ! .

NADPH NADP*
+0,+H* +Hy0

D-Gluconato-6-fosfato - D-Glucosa-6-fosfato
G6PDH

X=H, p-OMe, p-Br, m-CF3

Figura 1.11. Oxidacién de derivados de la (£)-3-fenilbutan-2-ona catalizada por la
wtPAMO en medios no convencionales disolucién tampdn-cosolvente organico.

El efecto de una serie de disolventes organicos en las propiedades
biocataliticas de la PAMOw.46c también ha sido investigado.130 En general,
se observa que este biocatalizador aumenta su actividad enzimatica en
presencia de disolventes organicos hidrofilicos, como por ejemplo MeOH o
'PrOH. Con respecto a la selectividad, ésta se mantiene constante o se
incrementa ligeramente en medios de reaccion con cosolventes organicos.
Se ha observado incluso, que la PAMOwusc €S capaz de catalizar
sulfoxidaciones y reacciones de Baeyer-Villiger en estas condiciones de
sustratos que no reaccionaban en medio Unicamente acuoso.

Recientemente, se ha estudiado la estabilidad y actividad de la wtPAMO
frente a la CHMOcineto €N presencia de disolventes organicos hidrofilicos.*®
La wtPAMO es mucho mas estable que la CHMO, ya que la concentracién
de cosolvente a la cual su actividad se reduce a la mitad varia del 16% al
55% en funcion del cosolvente utilizado, mientras que para la CHMO es de
un 7% como méximo. También se observd que un 20% de metanol produce
un aumento de actividad de hasta el 5% para la wtPAMO, sin observarse un
cambio significativo en su estructura, por lo que esta activacion no se pudo
explicar mediante cambios conformacionales en la proteina. Sin embargo,
andlisis de fluorescencia y discroismo circular sobre la CHMO demostraron
un efecto destructivo de los cosolventes organicos en su estructura terciaria

1% de Gonzalo, G.; Rodriguez, C.; Rioz-Martinez, A.; Gotor, V. Enzyme Microb. Technol.
2012, 50, 43-49.

131 secundo, F.; Fial3, S.; Fraaije, M. W.; de Gonzalo, G.; Meli, M.; Zambianchi, F.; Ottolina,
G. Biotechnol. Bioeng. 2011, 108, 491-499.
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y secundaria. Una posible explicacion del diferente comportamiento de estos
enzimas puede deberse a que, presentando un tamafio muy similar, la
WtPAMO tiene el doble de enlaces ionicos que la CHMO, lo que puede
darle una mayor estabilidad.

En la presente seccion del capitulo nos hemos planteado el estudio de
procesos de oxidacion de Baeyer-Villiger sobre una serie de cetonas
benzofusionadas en medios de reaccién no convencionales disolucion
tampodn-cosolvente organico, utilizando para ello tres biocatalizadores
aislados: la fenilacetona monooxigenasa (WtPAMO), su mutante
(PAMOwassc) Y la 4-hidroxiacetofenona monooxigenasa (HAPMO).
Podemos establecer como objetivos principales:

1) Por un lado, la obtencion de lactonas benzofusionadas con buenos
rendimientos, intermedios Utiles en sintesis organica y elementos
estructurales clave de una amplia variedad de compuestos biolégicamente
activos, y ademas,

2) Realizar un estudio exhaustivo de los parametros que influyen en la
actividad y regioselectividad de los procesos oxidativos catalizados por
estas tres BVMOs, de modo que se pueda adquirir un mayor conocimiento
de estos enzimas.

Regiodivergencia
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En la presente Memoria se van a emplear Baeyer-Villiger monooxigenasas
en forma aislada, por lo que es necesario el acoplamiento de un sistema
auxiliar que permita la regeneracion del cofactor NADPH (Figura 1.12),
imprescindible para que se produzca el ciclo catalitico. Por ello, se ha
empleado el sistema bp-glucosa-6-fosfato/glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6P/G6PDH)."* Como medio de reaccion se ha utilizado una disolucion
tampon (buffer o disolucién reguladora) de tris-(hidroximetil)aminometano
ajustada con é&cido clorhidrico (Tris/HCI) a diferentes pHs.

Cl- —5~ G4,

0, + H* NADPH NADP* H,0

D-Gluconato-6-P = D-Glucosa-6-P
G6PDH

Figura 1.12. Oxidacion enzimatica de Baeyer-Villiger de cetonas benzofusionadas
empleando un segundo sistema enzimatico para la regeneracion del cofactor.

132 \Wong, C.-H.; Whitesides, G. M. J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 4890-4899.
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1.6. OXIDACION ENZIMATICA DE TETRALONAS
1.6.1. OXIDACION ENZIMATICA DE LA 1-TETRALONA

Nuestros primeros estudios se centraron en la oxidaciéon enzimatica de la 1-
tetralona (1a) catalizada por la wtPAMO, su mutante M446G y la HAPMO
empleando como medio de reacciéon una disolucion de Tris/HCI a pH 9.0.
Las reacciones fueron llevadas a cabo a 30°C para los dos tipos de PAMO,
mientras que para la HAPMO, 20°C es una temperatura mas apropiada,
segin los estudios precedentes.®® Después de 96 horas, no se observo
reaccion con la wtPAMO y su mutante M446G, mientras que sélo un 5% del
regioisdmero esperado, 4,5-dihidro-1-benzoxepin-2(3H)-ona (1b), se obtuvo
cuando se llevd a cabo la reaccion con la HAPMO.

Debido a la baja conversion obtenida en medio acuoso, posiblemente
provocada por la escasa solubilidad de 1a, nos plantemos llevar a cabo la
oxidacion catalizada por la HAPMO en presencia de un 5% (v/v) de una
serie de cosolventes organicos con diferentes propiedades fisico-quimicas.
Como se observa en la Tabla 1.1, s6lo el uso de cosolventes con un alto
caracter hidrofébico (log P >2.0)** lleva a un incremento de la formacion de
1b. Asi, la adicion en el medio de reaccion de un 5% de tolueno o 2-octanol
(entradas 8 y 9, respectivamente), permiten la obtencion de la lactona 1b
con un 25% de conversion. Se puede observar también que la adicion de un
5% de hexano (entrada 10) genera una conversion del 15%. Por el contrario,
ninguno de los disolventes hidrofilicos empleados (log P < 0) fueron
capaces de mejorar los resultados obtenidos en disolucién tampon.

A la vista de estos resultados, decidimos llevar a cabo la oxidacién de la
catalizada por la wtPAMO y su mutante M446G con diferentes cosolventes.
En ninguno de los casos se obtuvo la lactona final después de altos tiempos
de reaccion.

Tabla 1.1. Efecto del medio de reaccién en la oxidacién catalizada por la
HAPMO de la 1-tetralona (1a).
(0] (0]
HAPMO/Buffer pH 9.0/20°C_ o
NADPH/G6P/G6PDH
250 rpm/96h

1a 1b

138 | ogaritmo del coeficiente de particién de un compuesto dado en un sistema bifasico
estandar n-octanol/agua. Este pardmetro indica el caracter hidrofébico o hidrofilico de un
compuesto.
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Entrada Cosolvente logP c(%0)?
1 - - 5
2 5% MeOH -0.76 <3
3 5% 1,4-dioxano -0.27 <3
4 5% 'PrOH 0.07 <3
5 5% CH,Cl, 1.25 <3
6 5% '‘BuOMe 1.35 7
7 5% 'Pr,0 2.00 <3
8 5% tolueno 2.50 26
9 5% 2-octanol 2.72 25
10 5% hexano 3.50 15

& Determinada por CG.

1.6.2. OXIDACION ENZIMATICA DE LA 2-TETRALONA

Posteriormente, se ha estudiado la oxidacion enzimatica de la 2-tetralona
(2a) catalizada por los tres enzimas descritos. Se probaron distintas
condiciones de reaccién modificando el pH, la temperatura y empleando
diferentes cosolventes, pero no se observé reaccion en ninguno de los casos.

Podemos establecer que las tetralonas estudiadas no son buenos sustratos
para ninguno de los tres enzimas. Este hecho puede deberse bien a su pobre
solubilidad en medio acuoso, bien a su mala adaptacion en el centro activo
del enzima o bien a que la obtencién del producto final estd desfavorecida,
ya que se formaria un ciclo de siete miembros termodindmicamente
inestable.

1.7. OXIDACION ENZIMATICA DE INDANONAS
1.7.1. OXIDACION ENZIMATICA DE LA 2-INDANONA

Una vez estudiada la oxidacién de tetralonas, decidimos analizar la reaccion
de Baeyer-Villiger sobre cetonas benzofusionadas de cinco miembros.
Inicialmente, se realiz6 la oxidacion enzimatica de la 2-indanona (3a) en
Tris/HCI a pH 9.0, catalizada por las cepas naturales de HAPMO y PAMO.
De nuevo no observamos producto de reaccién en ninguno de los casos.
Cuando modificamos el medio de reaccion mediante la adicion de diferentes
cosolventes, se observa un aumento de la actividad enzimdtica en la
oxidacion catalizada por la HAPMO. Asi, después de 72 horas podemos
obtener un 10% de 3-isocromanona (3b) cuando usamos un 5% de CH,Cl, 0
hexano como cosolventes. Con objeto de mejorar estos resultados, llevamos
a cabo un estudio de la concentracion de este Gltimo cosolvente. En todos
los casos obtuvimos peores conversiones, por lo que la cantidad de hexano
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Optima para este sistema es del 5% (v/v). En la reaccion catalizada por la
wWtPAMO también se modificaron otros parametros de reaccion, pero no
obtuvimos lactona en ninguno de los casos. A continuacion se empled la
PAMOwu46c €N la oxidacion de 3a, observandose la formacion de un 50% de
lactona 3b a las 72 horas. Con el fin de optimizar el porcentaje de 3b
obtenido, estudiamos el uso de un 5% (v/v) de distintos cosolventes (Tabla
1.2).

Tabla 1.2. Efecto del medio de reaccién en la oxidacién biocatalizada por la
PAMO\46c de la 2-indanona (3a).

©:>: o _PAMOyuseq/Buffer pH 9.0/30°C_ o
NADPH/G6P/G6PDH o

250 rpm/72h

3a 3b
Entrada Cosolvente logP c(%0)?
1 -- -- 50
2 5% MeOH -0.76 83
3 5% 1,4-dioxano -0.27 90
4 5% 'PrOH 0.07 72
5 5% CH,Cl, 1.25 69
6 5% '‘BuOMe 1.35 69
7 5% 'Pr,0 2.00 89
8 5% tolueno 2.50 71
9 5% 2-octanol 2.72 55
10 5% hexano 3.50 77

& Determinada por CG.

Con todos los cosolventes analizados se produce una oxidacién de 3a mas
efectiva. Los mejores resultados se obtuvieron con un disolvente hidrofilico
como el 1,4-dioxano (entrada 3) y con otro de tipo hidrofébico como el
'Pr,O (entrada 7) alcanzandose conversiones cercanas al 90% en 72 horas.
De esta manera hemos demostrado las ventajas que aporta el uso de un
medio parcialmente orgénico en la oxidacion de Baeyer-Villiger de la 2-
indanona catalizada por la PAMOy4s6-

A la vista del excelente resultado en la oxidacion de 3a en Tris/HCI con un
5% de 1,4-dioxano, analizamos el efecto de ciertos pardmetros de reaccion
como el pH y la temperatura. Hay que tener en cuenta que las oxidaciones se
llevan a cabo en un doble sistema enzimatico, por lo tanto ambos parametros
pueden afectar también a la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Como se
puede observar en la Figura 1.13, se produce un incremento de la actividad
de la PAMOyu46c cuando se trabaja a pH altos. A pH 6.0 no se observa
reaccion alguna, mientras que si incrementamos el pH hasta 9.0, se produce

60



Resultados y discusion

un aumento importante de la conversion. Finalmente, desde pH 9.0 hasta pH
10.5 se observa un mantenimiento de la actividad enzimatica (c=88-90%,
después de 72 horas). Este comportamiento es muy similar al previamente
estudiado para la HAPMO y la wtPAMO en otros procesos oxidativos.®®

100

pH

Figura 1.13. Efecto del pH en la oxidacion de la 2-indanona catalizada por la
PAMOM446G-

En lo que respecta al efecto de la temperatura en la actividad de la
PAMOyu4sc, podemos constatar que sigue un patron muy parecido al de la
wtPAMO. Como muestra la Figura 1.14, la conversion de 3b en la oxidacién
catalizada por la PAMOyussc €S de 70% a 15°C. Esta aumenta a medida que
lo hace la temperatura alcanzandose el valor 6ptimo a 30°C (c=90%). A
partir de este valor, el aumento de temperatura provoca un decrecimiento en
la conversion, disminuyendo hasta el 26% a 60°C. De todos modos, es
importante sefialar que el sistema enzimatico puede funcionar a estas
temperaturas tan elevadas.

100

80 1
L
60 -

c (%)

40

20 A

0 T T
15 30 45 60

T(°C)

Figura 1.14. Efecto de la temperatura en la oxidacion de la 2-indanona catalizada
por la PAMOw4sc.
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1.7.2. OXIDACION ENZIMATICA DE LA 1-INDANONA

Una vez optimizada la oxidacion de la 2-indanona por BVMOs, decidimos
llevar a cabo la oxidacion de la 1-indanona (4a), una cetona que puede
generar las dos lactonas regioisoméricas en el proceso de Baeyer-Villiger.
La oxidacion de 4a empleando HAPMO en Tris/HCI pH 9.0 y 20°C forma
como producto la lactona normal 3,4-dihidrocumarina (4b), con un 26% de
conversién después de 72 horas. En la oxidacion con la wtPAMO no se
observa ningun producto en las mismas condiciones. Finalmente, se
procedié a la oxidacion de la l-indanona catalizada por la PAMOys6c.
Sorprendentemente, se consigue un 67% de un compuesto que presenta la
misma masa molecular que 4b. Este compuesto corresponde al producto
obtenido en la oxidacion del isocromano con clorito de sodio,*** y es la
lactona no esperada de la oxidacion de Baeyer-Villiger de 4a, la 1-
isocromanona (4c). Por lo tanto, mediante la eleccién adecuada del
biocatalizador, es posible obtener los dos regioisémeros de la oxidacion de
la 1-indanona. Este es un ejemplo de regiodivergencia en BVMOs (Figura
1.15), donde la 1-indanona se termina adaptando en el centro activo de la
HAPMO de tal manera que el resto mas sustituido es el que esta situado en
antiperiplanar al enlace O-O del hidroperoxido. Este hecho puede ocurrir
por dos razones: 1) el enlace O-O tiene su libre giro restringido debido al
ambiente quiral del centro activo del enzima y coincide que la 1-indanona se
acomoda de tal forma que el resto mas sustituido queda en antiperiplanar a
este enlace, o 2) el ambiente quiral del centro activo no es capaz de
restringir el libre giro del enlace O-O y por tanto éste se dispone en posicion
antiperiplanar al resto mas sustituido, cuya migracién se encuentra
favorecida por nucleofilia. En cualquier caso, el grupo mas sustituido es el
gue finalmente se encuentra en antiperiplanar y el que migra, dando lugar a
la lactona esperada 4b. En la oxidacion catalizada por la PAMOasec, €l
sustrato se coloca en el centro activo del enzima de manera que es el grupo
menos sustituido el que se encuentra en antiperiplanar al enlace O-O. El giro
de éste si se encuentra impedido, por lo que es el grupo menos sustituido el
que migra en la reaccioén de Baeyer-Villiger, dando lugar a la lactona no
esperada, 4c.

134 Gilvestre, S. M.; Salvador, J. A. R. Tetrahedron 2007, 63, 2439-2445.
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Figura 1.15. Regiodivergencia de la HAPMO y la PAMOu46c €n la oxidacion de la
1-indanona.

Una vez observada la regiodivergencia de 4a, se analiz6 el efecto de
distintos cosolventes orgéanicos en su oxidacién catalizada por ambos
enzimas. Como se muestra en la Figura 1.16, el uso de disolventes
hidrofobicos como hexano, 2-octanol o tolueno, incrementan la actividad
enzimatica de la HAPMO generandose 4b con un 39, 44 y 34% de
conversion, respectivamente. Por otro lado, disolventes hidrofilicos como
1,4-dioxano y metanol producen una importante disminucion en la
conversion de 4a. Aquellos cosolventes con un log P intermedio, como
CH.Cl, y 'BuOMe, dan lugar a conversiones similares a las obtenidas
cuando la oxidacion se realiza en medio acuoso, en torno al 25%. Por otro
lado, la PAMOyu46c muestra un comportamiento distinto a la HAPMO. Su
actividad se incrementa con el uso de disolventes hidrofilicos como metanol,
1,4-dioxano o isopropanol, asi como distintos éteres inmiscibles en agua
(Pr,0 o 'BuOMe), alcanzandose conversiones de 4c mayores del 70%
después de 72 horas. ElI empleo de cosolventes con un elevado caracter
hidrofébico como tolueno y hexano produce la inactivacién de la
PAMO.46c, Obteniéndose 4c con conversiones alrededor del 30%.

O

(0}
BVMOs o. .o
(>i§ Cosolvente organico-Buffer/pH 9.0/T(°C) @/\f o (o)
NADPH/G6P/G6PDH
4b 4c

250rpm/72 h
4a

63




Capitulo 1

100 4
80 13
60 + 12
= o
2 =]
o =]
© 40 ¢ 11~
20 to
0 -1
< ® 0 o o & O
o & @€ oo‘t\ «\;\Q{L o g -&*"’“
R A A N gt
E==c (%) HAPMO - (%) M446G —a—log P

Figura 1.16. Efecto del medio de reaccién en la biooxidacion de la 1-indanona (4a)
catalizada por la HAPMO y la PAMOys6c-

A continuacion centramos nuestro estudio en la optimizacion de otros
parametros que afectan a la biooxidacion de 4a. Las reacciones catalizadas
por la HAPMO se llevaron a cabo utilizando hexano como cosolvente,
analizando inicialmente el efecto de su concentracion en el biocatalizador.
La Figura 1.17 muestra un maximo de conversién (44%) a una
concentracion de 5% de hexano. A medida que aumenta la proporcion de
cosolvente se produce un ligero decrecimiento de la actividad hasta el 30%
de concentracién (c=37%). A partir de este porcentaje, la desactivacion del
enzima es muy pronunciada. Hay que destacar que esta BVMO es capaz de
soportar cantidades de cosolvente hasta el 70%.

o)
HAPMO/Hexano-Buffer pH 9.0/20°C 0.0
NADPH/G6P/G6PDH
250rpm/72 h
4a 4b
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c (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
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Figura 1.17. Efecto de la concentracion de cosolvente en la oxidacion enzimética de
4a catalizada por la HAPMO.

El efecto del pH en la oxidacion de 4a a 20°C con un sistema disolucion
tampdn/5% de hexano fue estudiado. Todas las reacciones se analizaron a
las 72 horas. Como se puede observar en la Figura 1.18, a pHs bajos (6.0 y
7.0) no hay oxidacion, mientras que a medida que aumentamos el pH se
incrementa la actividad enzimatica, alcanzando un 47% de 4b a pH 10.0.
Mayores pHs provocan una disminucion de la conversion, obteniéndose un
valor del 20% cuando trabajamos a pH 10.5.

Figura 1.18. Efecto de pH en la oxidacion enzimética de 4a catalizada por la
HAPMO.

Por altimo, el efecto de la temperatura en la oxidacién de 4a con 5% de
hexano a pH 9.0 fue analizado. Como se puede observar en la Figura 1.19, la
reaccion catalizada por la HAPMO alcanz6 la mayor conversion a 15°C
(c=47% a las 72 horas), mientras que a temperaturas mas altas sufre una
importante desactivacion, no observandose oxidacion de Baeyer-Villiger a
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40°C. Este resultado corrobora estudios previos llevados a cabo sobre este
biocatalizador, en los que se establecid que el rango de temperatura dptima
estaba entre los 15-20°C.%

c (%)

45

T(°C)

Figura 1.19. Efecto de la temperatura en la oxidacidn enzimatica de 4a catalizada
por la HAPMO.

La optimizacion de parametros fue repetida en las reacciones empleando la
PAMOwus6c, €n este caso en presencia de metanol. Inicialmente nos
centramos en el efecto de la concentracion de este cosolvente. Como se
puede observar en la Figura 1.20, la concentracion dptima de metanol
resulta ser un 5% (c=79% a las 72 horas). A medida que aumentamos la
proporcién de éste, se produce un descenso drastico en la actividad
enzimatica. Podemos destacar que la PAMOyuesc Se inactiva totalmente a
concentraciones de MeOH del 50%. Este efecto puede deberse al hecho de
gue al emplear un disolvente miscible con el agua se produce una mayor
interaccion del disolvente con el enzima.

O

e}
PAMOy446c/MeOH-Buffer pH9.0/30°C O
NADPH/G6P/G6PDH

4a 250rpm/72 h dc
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
% MeOH

Figura 1.20. Efecto de la concentracion de cosolvente en la oxidacion enzimética de
4a catalizada por la PAMOs6c.

A continuacion estudiamos el efecto del pH en la preparacion de 4c a 30°C y
tras 72 horas en un medio Tris/HCI con 5% de MeOH. Como refleja la
Figura 1.21, a pHs bajos (6.0-7.0) el enzima no muestra actividad. Segln
aumentamos el pH, se incrementa la proporcion de 4c, alcanzandose valores
maximos a pHs altos (hasta 79% de conversién). A diferencia de la
HAPMO, la PAMO.4sc muestra elevada actividad a pH 10.5.

pH

Figura 1.21. Efecto del pH en la oxidaciéon enzimatica de 4a catalizada por la
PAMOs6c.

Finalmente, se analizo el efecto de la temperatura (Figura 1.22). Podemos
observar un méaximo en la actividad enzimatica a 30°C, alcanzandose valores
de conversion del 79% a las 72 horas. Este biocatalizador es capaz de
catalizar la formacion de 4c con buenas conversiones hasta 45°C. Mayores
temperaturas provocan un descenso en la conversion, generandose
solamente un 6% de 4c a 60°C.
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T{°C})

Figura 1.22. Efecto de la temperatura en la oxidacidn enzimatica de 4a catalizada
por la PAMOys6c.

1.7.3. OXIDACION ENZIMATICA DE DERIVADOS DE LA
1-INDANONA

Debido a los buenos resultados en la oxidaciéon de la 1-indanona,
extendimos esta metodologia a la oxidacion de varios derivados de 4a
presentando grupos halogenados y oxigenados en el anillo aromatico. Los
procesos biocataliticos se llevaron a cabo con las tres BVMOs, obteniéndose
el mismo patrén de oxidacion que con 4a. Las reacciones catalizadas por la
HAPMO dieron lugar a las lactonas esperadas, 5-10b, mientras que la
PAMOwu46c generd las lactonas no esperadas, 5-10c (Figura 1.23). De nuevo
no se observo reaccion alguna para ninguno de los sustratos 5-10a cuando se
utiliza la wtPAMO.

o
o o HAPMO 2 PAMOps66
| X Buffer-5% Hexano/pH 9.0/20°C A Buffer-5% MeOH/pH 9.0/30°C | X (o)
A NADPH/G6P/G6PDH A NADPH/G6P/G6PDH A
X 250rpm/72 h X 250rpm/72 h X
5-10b 5-10a 5-10c
X: Cl, Br, OMe

Figura 1.23. Oxidacion enzimética de derivados de la 1-indanona catalizada por
BVMOs cuando trabajamos en distintos medios de reaccion.

En todos los casos la utilizacién de un 5% (v/v) de cosolvente organico, bien
hexano en las reacciones catalizadas por la HAPMO o bien MeOH con la
PAMOwas, provoca un aumento en las conversiones respecto a las
realizadas en disolucion tampon.
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Respecto a la oxidacion de los derivados halogenados 5-7a (Tabla 1.3), la
PAMOwusc Mmuestra una mayor actividad que la HAPMO. La oxidacion de
la 5-cloro-1-indanona (5a) catalizada por la HAPMO en disolucién tampén
transcurre con una conversion del 39% (entrada 1), aumentando ésta hasta
un 87% con la presencia de un 5% de hexano (entrada 2). De igual manera
ocurre con la PAMOwasec. El uso de un 5% de MeOH (entrada 4) permite la
obtencién de un 92% de la 6-cloroisocroman-1-ona (5¢) frente al 54% en
disolucién tampén (entrada 3). En la biooxidacion de la 6-cloro-1-indanona
(6a) se produce el mismo efecto de un modo menos acusado. Asi, la adicion
de un 5% de hexano apenas afecta a la conversion para la HAPMO
(entradas 5 y 6), mientras que la presencia de un 5% de metanol en el
proceso catalizado por PAMOwuec permite la formacion de la 7-cloro-1-
isocromanona (6¢) con un incremento de conversion del 27% respecto al
medio acuoso (entrada 8).

Tabla 1.3. Oxidacion enzimatica de derivados halogenados de la 1-indanona
catalizada por BVMOs.

Entrada X Cosolvente BVMO  5-7b(%)* 5-7¢(%)?
1 5-Cl No HAPMO 39 <3
2 5-Cl 5% hexano HAPMO 87 <3
3 5-Cl No M446G <3 54
4 5-Cl 5% MeOH M446G <3 92
5 6-ClI No HAPMO 52 <3
6 6-Cl 5% hexano HAPMO 56 <3
7 6-ClI No M446G <3 52
8 6-Cl 5% MeOH M446G <3 79
9 5-Br No HAPMO 6 <3
10 5-Br 5% hexano HAPMO 52 <3
11 5-Br No M446G <3 57
12 5-Br 5% MeOH M446G <3 95

2 Determinada por CG.

Finalmente estudiamos la 5-bromo-1-indanona (7a). Cuando llevamos a
cabo la oxidacion biocatalizada por la HAPMO en disolucion tampon
obtenemos tan solo un 6% de la 6-bromo-3,4-dihidrocumarina (7b) (entrada
9), mientras que al adicionar un 5% de hexano, la conversion aumenta hasta
un 52% (entrada 10). El uso de la PAMOwuss COmMo biocatalizador en
disolucion tampon genera un 57% de la 6-bromo-1-isocromanona (7c)
(entrada 11). Este compuesto puede obtenerse con una conversion del 95%
mediante la adicion de un 5% de metanol (entrada 12).

La HAPMO muestra menor actividad para la 5-bromo-1-indanona que para
su analogo 5-cloro en los dos medios de reaccion estudiados, mientras que la
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PAMOwa46c Muestra una actividad similar para ambos sustratos, siendo
especialmente elevada en presencia de un 5% de MeOH (entradas 4 y 12).

A continuaciéon analizamos derivados de la 1-indanona con grupos
oxigenados en el anillo aroméatico. Para ambos enzimas, las metoxi-1-
indanonas son peores sustratos que sus andlogos halogenados. La 4-metoxi-
1-indanona (8a) no es oxidada por la HAPMO ni en buffer ni en un medio
con 5% de hexano (entradas 1y 2), mientras que la PAMOwuec Si €S capaz
de catalizar la formacién del enantiomero no esperado. Se obtiene la 5-
metoxi-1-isocromanona (8c) con una conversion moderada (entrada 3)
después de 72 horas. Un 5% de MeOH no produce variacion alguna en la
conversion, generandose un 58% de 8c (entrada 4).

Tabla 1.4. Oxidacion enzimética de derivados oxigenados de la 1-indanona
catalizada por BVMOs.

Entrada X Cosolvente BVMO  8-10b(%)? 8-10c(%0)?
1 4-OMe No HAPMO <3 <3
2 4-OMe 5% hexano HAPMO <3 <3
3 4-OMe No M446G <3 57
4 4-OMe 5% MeOH M446G <3 58
5 5-OMe No HAPMO 13 <3
6 5-OMe 5% hexano HAPMO 32 <3
7 5-OMe No M446G <3 26
8 5-OMe 5% MeOH M446G <3 36
9 6-OMe No HAPMO 32 <3
10 6-OMe 5% hexano HAPMO 32 <3
11 6-OMe No M446G <3 <3
12 6-OMe 5% MeOH M446G <3 <3

& Determinada por CG.

La 5-metoxi-1-indanona (9a) es oxidada por ambas BVMOs. Asi, la
reaccion catalizada por la HAPMO en disolucion tampon (entrada 5)
permite obtener un 13% de la 3,4-dihidro-6-metoxicumarina (9b). La
adicién de un 5% de hexano incrementa la conversion hasta un 32%
(entrada 6). En el caso de emplear la PAMOwussc, €Xiste una ligera
influencia del cosolvente orgéanico obteniéndose un 10% mas de la 6-
metoxi-1-isocromanona (9¢) en presencia de un 5% de MeOH (entradas 7 y
8). Finalmente, estudiamos la 6-metoxi-1-indanona (10a). Este compuesto es
oxidado por la HAPMO con conversiones moderadas en ambos medios de
reaccion analizados (entradas 9 y 10). Sin embargo, la PAMOysec NO
muestra actividad en la oxidacion de esta cetona (entradas 11y 12).

Podemos destacar que la actividad enzimatica de la PAMOuasec S€ Ve muy
afectada por la posicion del grupo metoxi. Esta BVMO muestra una mayor
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aceptacion de sustrato cuando el resto metoxi se encuentra en la posicion
cuatro del anillo aromético. Si el sustituyente esta en cinco, la actividad
decrece, mientras que si estd en seis no muestra actividad alguna. El
comportamiento de la HAPMO es diferente, no mostrando actividad cuando
el grupo metoxi se encuentra en posicidn cuatro, y presentando actividades
moderadas cuando el grupo esta en cinco o seis.

1.8. OXIDACION ENZIMATICA DE LA
BENZOCICLOBUTANONA

Otro de los objetivos de este capitulo fue llevar a cabo la oxidacion
enzimatica de la benzociclobutanona (11a). En este caso, el ciclo fusionado
al grupo aromatico es de cuatro miembros con lo que se formaria una
lactona benzofusionada de cinco miembros. Las tres BVMOs mostraron
actividad con este sustrato, generdndose Unicamente el regioisomero
esperado, la 2-cumaranona (11b).

Tabla 1.5. Oxidacion enzimética de la ciclobutanona 1la catalizada por
BVMOs.

BVMOs

O
Buffer-Disolvente organico/ pH 9.0 0 o
NADPH/G6P/G6PDH

250rpm/72 h

11a 11b
Entrada Cosolvente BVMO T(°C) c(%)?
1 No HAPMO 20 87
2 5% hexano HAPMO 20 93
3 No WtPAMO 30 51
4 5% MeOH wtPAMO 30 42
5 5% hexano wtPAMO 30 81
6 No M446G 30 14
7 5% MeOH M446G 30 31

& Determinada por CG.

Como se muestra en la Tabla 1.5, cuando llevamos a cabo la biooxidacién
catalizada por la HAPMO a 20°C en disolucion tampon pH 9.0 o bien en
presencia de un 5% de hexano, se obtiene 11b con excelentes conversiones
(entradas 1y 2). La wtPAMO es capaz de oxidar 11a, a diferencia de su nula
actividad en la oxidacion de indanonas y tetralonas. Este enzima cataliza la
oxidacion de este sustrato con un 51% de conversion en disolucion tampon
de pH 9.0 (entrada 3). Ademas se estudio esta oxidacion en presencia de un
5% de metanol y de hexano, observidndose que el primer disolvente no
afecta a la conversion del proceso (entrada 4), mientras que el hexano tiene
un efecto beneficioso en la actividad enzimética, generandose un 81% de la
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2-cumaranona (entrada 5). A diferencia de la HAPMO y la wtPAMO, la
PAMOw4sc Muestra una baja actividad frente a 11a. Tan so6lo se obtiene un
14% de 11b tras 72 horas de reaccion cuando la biooxidacion se lleva a cabo
a pH 9.0 y 30°C. Esta conversion se duplica cuando se adiciona un 5% de
MeOH. De nuevo, al igual que para el resto de sustratos estudiados en este
capitulo, este cosolvente favorece la actividad enzimética del mutante.
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Conclusiones

En esta seccion se ha llevado a cabo la oxidacion de una serie de cetonas
benzofusionadas biocatalizada por tres BVMOs, asi como el estudio de
distintos parametros de reaccién que pueden afectar a las propiedades
cataliticas de los enzimas.

A la vista de los resultados obtenidos, las tetralonas no son sustratos
adecuados para los tres enzimas, mientras que la biooxidacion de las
indanonas catalizada por la HAPMO y la PAMOwuec permite obtener las
lactonas correspondientes con conversiones de moderadas a buenas.
Ademas, la eleccién apropiada del medio de reaccién, mediante la adicion
de cosolventes organicos a la disolucion tampdn empleada, permitié un
incremento de las conversiones obtenidas con respecto al medio acuoso.

Cada enzima muestra una distinta preferencia por determinados
cosolventes, siendo los hidrofébicos mas adecuados para los procesos
catalizados por la HAPMO vy los hidrofilicos para las reacciones en las que
se emplea la PAMOssc.

La HAPMO y la PAMOwu4ec presentan una regioselectividad divergente en
la oxidacién de la 1-indanona y sus derivados. Por un lado la HAPMO da
lugar a las lactonas esperadas, mientras que los regioisbmeros no
favorecidos son obtenidos con la PAMOyusec. La cepa natural de la PAMO
no mostro actividad con ninguna de las indanonas, por tanto su mutacion es
determinante para la aceptacion de este tipo de sustratos.

Las condiciones de reaccion fueron optimizadas para la biooxidacion de la
1-indanona. Asi, empleando la HAPMO, las mayores conversiones se
consiguen con un medio de reaccion disolucion tampén con 5% de hexano,
15°C y pH 10.0, mientras que la PAMOwasc Muestra una mayor actividad
en presencia de un 5% de MeOH como cosolvente, 30°C y pH 9.0. Los
derivados de la 1-indanona con sustituyentes de tipo halégeno en el anillo
aromatico son mejores sustratos para ambos enzimas que los analogos
oxigenados, consiguiendo en la mayoria de los casos incrementar las
conversiones al emplear un 5% de hexano en las reacciones catalizadas por
la HAPMO y un 5% de metanol en los procesos biocatalizados por la
PAMOwussc.

Ademas, ha sido estudiada la biooxidacion de la benzociclobutanona
mediante las tres BVMOs. La cepa natural de la PAMO y la HAPMO son
capaces de catalizar la sintesis de la 2-cumaranona con elevadas
conversiones.
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1.9. TECNICAS INSTRUMENTALES

Para la cromatografia en capa fina (TLC, del inglés Thin Layer
Chromatography) se han utilizado cromatofolios de gel de silice 60 de 0.25
mm de espesor, soportados en aluminio y con un revelador ultravioleta
incorporado, comercializados por Merck. Se emple6 como revelador una
disolucion 1% (p/v) de KMnO, 5% de K,CO; y 5% de NaOH. La
cromatografia de columna se realizé sobre gel de silice 60 (230-400 mesh),
comercializado también por esta casa.

La espectroscopia infrarroja se registr6 en un espectrofotometro Perkin-
Elmer 1720-X con una resolucion de + 2 cm™. Las muestras se prepararon
en pastillas de KBr o NaCl dependiendo de la naturaleza del compuesto. Los
valores indicados se refieren a vy Y Se €xpresan en cm™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H-RMN, *C-RMN y
secuencia de pulsos DEPT, se hicieron en los espectrometros Bruker AC-
300 y Bruker AC-300 DPX (300.13 MHz para 'H y 75.5 MHz para **C),
empleando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno y CDCl; 0 CD;0D
como disolventes. Para los experimentos bidimensionales se ha utilizado un
Bruker NAV-400 (400.13 MHz para el *H y 100.6 MHz para el **C). Los
valores de desplazamiento quimico () se dan en partes por millon (ppm) y
las constantes de acoplamiento (J) en hertzios (Hz).

Los espectros de masas (EM) se realizaron en un equipo LC-MS Hewlett
Packard 1100 (utilizando la técnica de ionizacién quimica a presion
atmosférica, APCI", o electrospray, ESI") o en un Hewlett Packard 5973
(empleando impacto electrénico, IE"). Las masas exactas (EMAR) se han
realizado en un espectrometro Bruker Microtof Q.
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Los puntos de fusion de los compuestos solidos fueron medidos en tubos
capilares abiertos usando un instrumento Gallenkamp y no fueron
corregidos.

En la Figura 1.24 se representan las cetonas benzofusionadas utilizadas en
esta seccion.
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Figura 1.24. Compuestos empleados en el Capitulo 1 (Seccién 1).

1.10. REACTIVOS GENERALES

Las proteinas recombinantes WtPAMO,* PAMOyusec” Y HAPMO* han
sido sobreexpresadas y purificadas de acuerdo con los métodos descritos.
Las reacciones de oxidacion se han llevado a cabo con el enzima aislado en
disolucién. Se ha definido una unidad enzimatica de BVMO como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1.0 umol de fenilacetona a acetato
de bencilo por minuto, a pH 9.0 y 25°C, en presencia de NADPH. El enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH 640 U/mg) de Leuconostoc
mesenteroides y la D-Glucosa-6-fosfato (G6P) son productos de Sigma-
Aldrich-Fluka. Los coenzimas NADP*/NADPH (pureza > 99%), obtenidos
como sales de sodio, son comercializados por Codexis.

Las cetonas de partida 1-6a y 8a, asi como la lactona 11b son
comercializadas por Sigma-Aldrich-Fluka. La cetona 7a fue adquirida en
TCI Europe y los compuestos 9a y 10a provienen de Acros Organics. El
resto de reactivos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich-
Fluka y presentan el mayor grado de pureza posible.
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1.11. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis quimica de la benzociclobutanona (11a).**

De acuerdo con la metodologia descrita en la literatura, se agita a reflujo
una mezcla de bromobenceno (1.0 g, 6.4 mmol), amiduro de sodio (NaNH,)
(0.5 g, 2.0 eq.) y 1,1-dimetoxietileno (1.2 mL, 2.0 eq.) en THF (20 mL). La
reaccién se sigue por TLC (90% hexano/AcOEt). Una vez observada la
desaparicion del producto de partida, la mezcla se deja enfriar hasta
temperatura ambiente y se afiaden cuidadosamente 10 mL de H,O para
destruir el exceso de NaNH,. Posteriormente se efectlia una extraccién con
Et,O (5x10 mL). La fase organica es lavada con H,O (10 mL) y una
disolucidn saturada de NaCl (10 mL). Finalmente se seca con Na,SO,, se
filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Sin purificacion previa,
el crudo se hidroliza en una mezcla THF-HCI 2.0 M (5:1) (65 mL) durante 6
horas. EI THF se elimina a presion reducida y el residuo se extrae con Et,0
(5x10 mL). La fase organica se lava con H,O (10 mL) y una disolucién
saturada de NaCl (10 mL), se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el
disolvente a presion reducida. El producto final 11a fue obtenido con un
rendimiento global del 83% (623.3 mg).

Oxidacion de las cetonas benzofusionadas 1-10a. Sintesis de sus
correspondientes lactonas.

Se disuelve la correspondiente cetona 1-10a (250 mg, 1.18-1.89 mmol) en 5
mL de CH,CI,y se afiade el 4cido m-cloroperbenzoico (m-CPBA) (1.5eq.) a
0°C. La reaccion se sigue mediante TLC. Una vez concluida, se lava varias
veces con una disolucion saturada de NaHCO; (5x10 mL). La fase organica
se seca con Na,SQ,, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.
Posteriormente se purifica el crudo mediante cromatografia de columna con
una mezcla de eluyentes (80% hexano/AcOEt) para los compuestos 1b y 2b,
y (80% CHyCl,/hexano) para las lactonas 3b-10b. Los rendimientos
obtenidos fueron desde el 30 al 85%. Se aislaron 121.9 mg de 1b (44%),
85.9 mg de 2b (31%), 128.9 mg de 3b (46%), 238.0 mg de 4b (85%), 82.2
mg de 5b (30%), 178.1 mg de 6b (65%), 80.3 mg de 7b (30%), 115.2 mg de
8b (42%), 104.2 mg de 9b (38%), y finalmente 83.0 mg de 10b (30%).

1% Stevens, R. V.; Bissacchi, G. S. J. Org. Chem. 1982, 47, 2393-2396.
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Sintesis de la 1-isocromanona (4c).***

A una mezcla de isocromano (100 mg, 0.74 mmol) y n-hidroxiftalimida
(0.09 eq.) en 4 mL de una mezcla CH3CN-H,0 (3:1), se le afiade lentamente
clorito de sodio (NaClO,) (1.5 eq.) y el sistema se pone a reflujo durante 18
horas, siguiendo la reaccion por TLC (60% CH,Cl,/hexano). Una vez
concluida, se vierte sobre una disolucion al 10% de Na,SO; (10 mL), se
extrae con Et,0 (5x5 mL) y se lava con una disolucion saturada de NaHCO,
(5 mL) y H,O (5 mL). La fase orgéanica se seca con Na,SO, y se evapora el
disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 72.8 mg de la 1-isocromanona
(4c) (Rdto. 66%).

Los compuestos previamente descritos, 11a, 1-5b, 7b, 9-10b y 4c exhiben
propiedades fisicas y espectrales de acuerdo con los datos publicados. Las
lactonas 6b y 8b fueron debidamente caracterizadas.™®

1.12. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Oxidacion de las cetonas benzofusionadas 1-11a catalizada por
BVMOs.

Las cetonas de partida 1-11a (15-30 mM) se disuelven en 0.5 mL del medio
de reaccion disolucion tampoén Tris/HCI (50 mM, pH 6.0 a 10.5)
conteniendo el correspondiente cosolvente organico, junto con D-glucosa-6-
fosfato (2.0 eq.), G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de la
correspondiente BVMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital
a diferentes tiempos y temperaturas. Se detiene la reaccion extrayendo con
AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por cromatografia de
gases (CG), con el fin de determinar la conversion de los procesos de
oxidacion.

1% | as referencias de los compuestos ya descritos, asi como la caracterizacion completa de los
no descritos pueden consultarse en el Apartado 1.14.
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Reaccion enzimética de Baeyer-Villiger a escala multimiligramo.
Sintesis enzimética de 6-cloro-1-isocromanona (5c), 6-bromo-1-
isocromanona (7c) y 5-metoxi-1-isocromanona (8c).**’

Las cetonas 5a, 7a y 8a (50 mg, 0.29-0.31 mmol) fueron disueltas en una
disolucién tampon Tris/HCI (50 mM, pH 9.0, 10 mL) en presencia de un 5%
de MeOH junto con D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.), G6PDH (100.0 U),
NADPH (0.2 mM) y 20.0 unidades de PAMO446c. La mezcla se agita a 30
°C y 250 rpm, en agitador orbital, durante 72 horas. La fase acuosa se extrae
con AcOEt (3x25 mL). La fase organica se seca con Na,SO, y se evapora el
disolvente a presion reducida. Los crudos fueron purificados por
cromatografia de columna (80% hexano/AcOEt), obteniéndose 39.4 mg de
5¢ (72%) y 34.9 mg de 7c (65%), y con 70% hexano/AcOEt para obtener
15.4 mg de 8c (28%). Las lactonas 5c, 7c, y 8c fueron debidamente
caracterizadas y los datos se encuentran recogidos en el Apartado 1.14.

1.13. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES

La determinacion de los valores de conversion se ha llevado a cabo
mediante cromatografia de gases empleando un cromatégrafo Hewlett
Packard 6890 Series Il equipado con una columna aquiral Hewlett-Packard
HP1 (metil siloxano entrecruzado, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, 1 bar, Ny)
para la cetona 7a o la columna quiral Restek RtB-DEXse (30 m x 0.25 mm x
0.25 pm, 1 bar, N,) para el resto de compuestos. En todos los casos la
temperatura del inyector fue de 225°C y la del detector, de tipo FID, de
250°C.

137 La formacién de las lactonas 6¢ y 9c también fue observada por CG en las reacciones
llevadas a cabo en 0.5 mL. No se prepararon a escala multimiligramo debido a que habian
sido previamente descritas: (a) Ordasso, G.; Winters, G. Farmaco, Ed. Sci. 1978, 33, 148-
155 para 6¢ y (b) Mohr, P.; Decker, M.; Enzensperger, C.; Lehmann, J. J. Med. Chem.
2006, 49, 2110-2116 para 9c.
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Tabla 1.6. Determinacion de conversiones mediante CG.

Sustrato Programa® tr(min) tr(min) tr(min)
1-1l1a 1-11b 1-11c
1 70/5/3/180/5 37.1 42.2 --
3 70/5/3/180/10 32.0 45.5 --
4 70/5/3/180/5 335 40.1 441
5 70/5/3/200/5 41.9 48.8 51.8
6 70/5/3/200/5 41.5 48.0 51.9
7 100/5/2/160/0 12.7 17.4 23.9
8 100/5/3/200/5 34.4 39.3 44.5
9 100/5/3/200/15 36.1 41.0 50.1
10 100/5/3/200/10 335 39.8 42.8
11 70/5/3/180/0 22.3 29.6 --

2 Programa: Tiniciar (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ T (°C)/ tiempo (min).
tr: tiempo de retencion.

1.14. DATOS EXPERIMENTALES

En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el Capitulo 1 (Seccién 1) de la Memoria que no
han sido adquiridos comercialmente, excepto las lactonas 6c¢ y 9c, las cuales
no se prepararon a escala multimiligramo debido a que habian sido
previamente descritas,*’ y su presencia habia sido corroborada por CG-MS.
Las propiedades de los compuestos ya descritos estdn de acuerdo con lo
descrito por ellos en la bibliografia. Para la caracterizacion de las sustancias
descritas por primera vez, se han incluido los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN, ver soporte digital), asi como los datos de
Espectroscopia de Masas de Alta Resoluciéon (EMAR).
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Benzociclobutanona, 11a*®

Aceite marron

Rendimiento: 83%

Férmula empirica: CgHsO

Peso Molecular: 118.2 g/mol
R¢ (80% CH,Cl,/Hexano): 0.30
IR (KBr): 3087, 2960, 1700, 1648, 1489, 1492 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 4.25 (S, 2Hy), 7.23-7.80 (M, 4Hq. o)

BC.RMN (CDCl3, 75.5 MHz): & 52.3 (CH,, Cb), 119.8 (CHa, Cy), 126.3
(CHa, Cg), 127.0 (CHar, Cq), 135.7 (CHar, Co), 147.8 (Car, Co), 151.2 (Car,
Cy), 188.7 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 118 (M", 90%), 89 (100)
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4,5-Dihidro-1-benzoxepin-2(3H)-ona, 1b**

i.oo

h@tja
b

9 e

f o d ¢

S6lido amarillo
Rendimiento: 44%

Férmula empirica: C10H100-

Peso Molecular: 162.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.62
Py: 46.7-48.1°C

IR (KBr): v 3058, 2987, 1766, 1680, 1480 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 2.20 (q, *Jun 7.2 Hz, 2H.), 2.49 (t, *Jun
7.2 Hz, 2Hy), 2.84 (t, i 7.2 Hz, 2Hy), 7.08-7.30 (M, 4H¢gp;)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 26.5 (CH,, Co), 28.2 (CH,, Cy), 31.0 (CH,,
Cy), 119.2 (CHar, C)), 125.8 (CHar, Cg), 128.2 (CHar, Cp), 129.6 (CHa, Cy),
130.0 (Ca, Ce), 151.7 (Car, Cj), 171.6 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 162 (M*, 32%), 107 (100), 91 (15), 77 (15)

1% Gorka, P.; Miller, S. J. Org. Lett. 2008, 10, 3049-3052.
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4,5-Dihidrobenzo[c]oxepin-3(1H)-ona, 2b™*

i . a
0
g 6 ©

f g ¢

Sélido marrén

Rendimiento: 31%

Férmula empirica: C1oH10-

Peso Molecular: 162.2 g/mol

R: (80% CH,Cl,/Hexano): 0.32

Ps: 49.5-51.1°C

IR (KBr): v 3068, 2989, 1732, 1646, 1461 cm™

IH-RMN (CDCl,, 300.13 MHz): & 3.06 (t, *Jun 5.9 Hz, 2H), 3.22 (t, *Jym
5.9 HZ, 2Hd), 5.27 (S, 2Ha), 7.09-7.33 (m, 4Hf,g,h,i)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 28.3 (CH,, C.), 31.4 (CH,, Cy), 70.1 (CH,,
C.), 126.5 (CH,;, Cp), 126.9 (CHy, Ci), 127.6 (CHay, Cy), 129.8 (CH,, Co),
133.0 (Cay, Ce), 134.7 (Cq, Cj), 174.0 (C=0, Cyp)

EM (EI*, m/z): 162 (M*, 71%), 117 (100), 104 (65), 91 (54), 77 (32)

1% Metay, E.; Leonel, E.; Sulpice-Gaillet, C.; Nedelec, J. Synthesis 2005, 10, 1682-1688.
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3-1socromanona, 3b**°

hia
L %
b
f
s d°¢ @]

Sélido blanco
Rendimiento: 46%

Férmula empirica: CqHgO,

Peso Molecular: 148.2 g/mol

Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.28
Ps: 79.0-81.0°C
IR (KBr): v 3056, 2987, 1750, 1648, 1495, 1386 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 3.72 (s, 2H), 5.31 (s, 2H,), 7.22-7.53 (m,
4He,f,g,h)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 36.1 (CH,, C.), 70.0 (CH,, C,), 124.6
(CHa, Cy), 127.0 (CHa,, Cy), 128.7 (CH,, C.), 128.9 (CH,, Cy), 130.8 (Ca,
Cqy), 131.4 (Ca, Cy), 170.6 (C=0, Cy)

EM (EI*, m/z): 148 (M*, 77%), 104 (100), 91 (73), 78 (70)

140 ) indsell, E. W.; Edward, W.; Palmer, D. D.; Preston, P. N.; Rosair, G. M.; Jones, R. V.;
Whitton, A. J. Organometallics 2005, 24, 1119-1133.
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Parte experimental

3,4-Dihidrocumarina, 4b**

a
f b
e 473

Aceite marron

Rendimiento: 85%

Férmula empirica: CqHgO,

Peso Molecular: 148.2 g/mol

R: (80% CH,Cl,/Hexano): 0.51
IR (KBr): v 3057, 2986, 1761, 1645, 1489, 1348 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.79 (t, ®Juy 6.4 Hz, 2Hy), 3.01 (t, *Jun
6.4 Hz, 2H,), 7.04-7.29 (M, 4Hez41)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 23.6 (CH,, C.), 29.1 (CH,, Cy), 116.8
(CHar, Ce), 122.5 (C4, Cy), 124.3 (CH,, Cy), 127.9 (CHa,, Cy), 128.2 (CH,,
C), 151.9 (C., Cj), 168.5 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 148 (M*, 100%), 120 (97), 91 (96), 78 (83)

141 Kumar, V.; Sharma, A.; Sinha, A. K. Helv. Chim. Acta 2006, 89, 483-495.
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Capitulo 1

6-Cloro-3,4-dihidrocumarina, 5b'*°

Sélido marrén
Rendimiento: 30%

Férmula empirica: CqH,ClO,

Peso Molecular: 182.6 g/mol

Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.30

Py: 106.2-108.1°C

IR (KBr): v 3022, 2965, 1764, 1644, 1480 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.77 (t, 334y 6.8 Hz, 2Hy), 2.99 (t, 3Jun
6.6 Hz, 2H.), 6.98 (d, *Ju 8.6 Hz, 1Hy), 7.18- 7.26 (M, 2H,,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 23.5 (CH,, C), 28.7 (CH,, Cy), 118.2
(CHa, Cp), 124.2 (Cr, Cg), 127.8 (CHay, Cy), 128.2 (CHy, Ce), 129.3 (Car, C),
150.5 (Cay, Cy), 167.7 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 182 (M*, 100%), 154 (95), 119 (14), 91 (46), 77 (21)
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Parte experimental

7-Cloro-3,4-dihidrocumarina, 6b

Sélido incoloro

Rendimiento: 65%

Férmula empirica: CqH,ClO,

Peso Molecular: 182.6 g/mol

Ry (80% CH,Cl,/Hexano): 0.48

Py: 53.4-54.0°C

IR (KBr): v 3086, 2918, 1744, 1645, 1487 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.78 (t, %4y 6.8 Hz, 2Hy), 2.98 (t, *Jun
6.8 Hz, 2H,), 7.07-7.14 (m, 3Hc 1)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 23.2 (CH,, Co), 28.9 (CH,, Cy), 117.3
(CHar, Cp), 121.1 (Car, Cg), 124.5 (CHy, Cy), 128.8 (CHay, Ce), 133.4 (Cy, Cy),
152.3 (Car, Ci), 167.6 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 182 (M, 100%), 154 (94), 147 (21), 119 (56), 77 (56)

EMAR (EI'): calculada para CgH;ClO, (M®): 182.01346; encontrada:
182.01217
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6-Bromo-3,4-dihidrocumarina, 7b**

Sélido marrén
Rendimiento: 30%

Férmula empirica: CoH;BrO,

Peso Molecular: 227.1 g/mol

R (80% Hexano/AcOEt): 0.31
Ps: 64.1-66.1°C
IR (KBr): v 3002, 2924, 1765, 1660, 1477 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.78 (t, ®Juy 7.7 Hz, 2Hy), 3.00 (t, *Juy
7.7 Hz, 2H,), 6.93 (d, *Jun 8.4 Hz, 1Hy), 7.34- 7.38 (M, 2Hg,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 23.5 (CH,, C), 28.7 (CH,, Cy), 116.9 (Car,
Cy), 118.6 (CHa, Cp), 124.6 (Cu, Cy), 130.8 (CHa, Cy), 131.2 (CHa, Co),
151.0 (C., Cj), 167.6 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 226 (M*, 97%), 198 (100), 91 (86), 77 (54)

2 Davies, S. G.; Pyatt, D.; Thompson, C. J. Organomet. Chem. 1990, 387, 381-390.
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Parte experimental

3,4-Dihidro-5-metoxicumarina, 8b

T o

So6lido amarillo palido

Rendimiento: 42%

Férmula empirica: C1oH1004

Peso Molecular: 178.2 g/mol

Ps: 43.1-45.1°C

R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.40

IR (KBr): v 3096, 2965, 1770, 1612, 1489 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.71 (t, ®J4y 7.0 Hz, 2Hy), 2.96 (t, *Jun
7.0 Hz, 2H,), 3.85 (s, 3H;), 6.67-6.69 (M, 2Hsp), 7.19 (t, *Ju 8.2 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 17.4 (CH,, C.), 28.5 (CH,, Cy), 55.7 (CHs,
Cj), 106.1 (CHa;, Cy), 109.3 (CH,, Cy), 111.2 (Cq, Cy), 128.2 (CH., Cy),
152.5 (C., Cj) 156.6 (Ca, C.), 168.5 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 178 (M*, 100%), 150 (48), 136 (97), 77 (42)

EMAR (El): calculada para CioH3 003 (M™): 178.06299; encontrada:
178.07031

89



Capitulo 1

3,4-Dihidro-6-metoxicumarina, 9b**

Sélido marron
Rendimiento: 38%

Férmula empirica: CioH1005

Peso Molecular: 178.2 g/mol
Ps: 47.3-49.0°C
Ry (80% CH,Cl,/Hexano): 0.40

IR (KBr): v 3002, 2957, 1768, 1630, 1496 cm’™*

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.75 (t, ®Juy 6.8 Hz, 2Hy), 2.96 (t, *Juy
6.8 Hz, 2H.), 3.77 (s, 3H;), 6.70-6.78 (M, 2H, ), 6.96 (d, *Juy 8.8 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 23.9 (CH,, C.), 29.0 (CH,, Cp), 55.6 (CHs,
Cy), 113.0 (CHa, Cg), 113.1 (CHy, Ce), 117.5 (CHa, Cp), 123.4 (Ca, Cy),
145.8 (C., C), 156.0 (C,,, Cy), 168.7 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 178 (M*, 100%), 150 (72), 130 (96), 77 (56)

143 Cambie, R. C.; Mitchell, L. H.; Rutledge, P. S. Aust. J. Chem. 1998, 51, 1167-1174.
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Parte experimental

3,4-Dihidro-7-metoxicumarina, 10b**

Sélido blanco

Rendimiento: 30%

Férmula empirica: C1oH1004

Peso Molecular: 178.2 g/mol
Py: 40.4-42.1°C
R¢ (80% CH,Cl,/Hexano): 0.38

IR (KBr): v 3056, 2989, 1769, 1627, 1510 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.76 (t, *Ju 6.6 Hz, 2Hy), 2.93 (t, *Jun
6.6 Hz, 2H,), 3.78 (s, 3H;), 6.60-6.66 (M, 2Hys), 7.07 (d, *Ju 8.3 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): § 22.9 (CH,, Cy), 29.4 (CH,, Cy), 55.4 (CHs,
C)), 102.4 (CH,,, Cy), 110.3 (CH,y, Cy), 114.3 (Cy, C), 128.3 (CHa, Co),
152.6 (Car, Cg), 159.5 (Car, Cp), 186.5 (C=0, C,).

EM (EI*, m/z): 178 (M*, 100%), 150 (85), 130 (77), 77 (49)

144 Collins, D. J.; Downes, L. M.; Jhingran, A. G.; Rutschmann, S. B.; Sharp, G. J. Aust. J.
Chem. 1989, 42, 1235-1248.
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1-1socromanona, 4¢**

Aceite amarillo
Rendimiento: 66%

Férmula empirica: CqHgO,

Peso Molecular: 148.2 g/mol
Rs (60% CH,Cl,/Hexano):0.31
IR (KBr): v 3010, 2955, 1740, 1607, 1460 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 3.06 (t, *Juy 6.0 Hz, 2H,), 4.53 (t, *Juy
6.0 Hz, 2Hy), 7.25 (d, *Jun 8.9 Hz, 1H,), 7.39 (t, *Jun 8.9 Hz, 1H,), 7.53 (t,
3Jun 8.9 Hz, 1Hy), 8.09 (d, *Juy 8.9 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 27.7 (CH,, C), 67.2 (CH,, Cy), 125.2 (Car,
Ci), 127.1 (CHa, C,), 127.6 (CHa, Ce), 130.3 (CHay, Cp), 133.6 (CHa, Co),
139.5 (C.,, Cg), 165.0 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 148 (M*, 93%), 118 (100), 90 (96)
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Parte experimental

6-Cloro-1-isocromanona, 5¢

Sélido incoloro

Rendimiento: 72%

Férmula empirica: C4H;ClO,

Peso Molecular: 182.6 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.27
Ps: 58.8-59.0°C

IR (KBr): v 3052, 2970, 1742, 1620, 1475 cm’™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 3.08 (t, *Jun 7.5 Hz, 2H.), 4.47 (t, *Ju
7.5 Hz, 2Hy), 7.17 (d, *Jun 7.0 Hz, 1Hy), 7.28 (s, 1He), 7.94 (d, *Jun 7.0 Hz,
1H:)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 24.7 (CH,, C.), 67.2 (CH,, Cy), 125.1
(CHar, Cy), 127.1 (CH,;, Ce), 127.6 (C4, C), 130.2 (CHay, Cp), 132.5 (Car, C),
143.4 (C,,, Cy), 164.9(C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 182 (M*, 90%), 154 (80), 138 (12), 126 (70), 77 (60)

EMAR (EI'): calculada para CyH,ClO, (M"): 182.01346; encontrada:
182.01504
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Capitulo 1

6-Bromo-1-isocromanona, 7c

Sélido amarillo palido
Rendimiento: 65%

Férmula empirica: CoH;BrO,

Peso Molecular: 227.0 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.29
Ps: 63.0-64.6 °C

IR (KBr): v 3052, 2980, 1736, 1624, 1470 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 3.12 (t, *Juy 6.8 Hz, 2H,), 4.60 (t, *Jun
6.8 Hz, 2Hy), 7.13 (d, *Jun 7.2 Hz, 1H,), 7.42 (s, 1H.), 7.91 (d, *Jun 7.2 Hz,
1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 24.5 (CHj, C.), 65.6 (CHa, Cy), 127.3 (Car,
Cp), 128.8 (CHa, Cg), 132.0 (CHy, Cp), 1324 (Can Ci), 132.6 (CHa, Co),
144.1 (Cy, Cy), 165.2 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 226 (M", 100%), 188 (70), 182 (10), 154 (60), 77 (80)

EMAR (EI'): calculada para CgH;BrO, (M®): 225.96294; encontrada:
225.95931
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Parte experimental

5-Metoxi-1-isocromanona, 8¢

So6lido amarillo palido
Rendimiento: 28%

Férmula empirica: C1oH104

Peso Molecular: 178.2 g/mol
R: (80% Hexano/AcOEt): 0.32
Ps: 44.0-45.5°C

IR (KBr): v 3040, 2975, 1747, 1626, 1482 cm’™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 5 3.13 (t, ®Jun 7.0 Hz, 2H,), 3.80 (s, 3H),
4.61 (t, *Jun 7.0 Hz, 2Hy), 7.03-7.09 (M, 2Hs,), 7.67 (d, *Jun 7.8 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 28.5 (CH,, C,), 55.7 (CHs, C;), 65.9 (CH,,
Cb), 106.2 (CH., C¢), 109.4 (CH,, Cp), 123.2 (Cu, Ci), 128.2 (CH., Cy),
140.8 (C., Cy), 152.6 (Ca, C.), 168.3 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 178 (M*, 100%), 150 (90), 134 (45), 106 (12), 77 (40)

EMAR (EI"): calculada para CyoH;00; (M¥): 178.06299; encontrada:
178.06547
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Antecedentes

SECCION 2: REACCION ENZIMATICA DE BAEYER-
VILLIGER SOBRE CETONAS BENZOFUSIONADAS
RACEMICAS

La preparacion de compuestos quirales es un area muy importante dentro de
la quimica orgéanica sintética, ya que estas sustancias poseen un gran interés
debido a su amplio espectro de aplicacion.’* Existen tres estrategias
principales para la sintesis de estos compuestos:

e El empleo de compuestos de partida quirales enantiopuros.

e La resolucion cinética de racematos, en la que nos centraremos en
esta seccion.

e La sintesis  asimétrica: Preparacibn  de  compuestos
enantioméricamente puros a partir de sustratos progquirales
empleando un catalizador quiral.

1.15. RESOLUCION CINETICA (KR) Y RESOLUCION
CINETICA DINAMICA (DKR)

Una resolucidn cinética (“Kinetic resolution”, KR) es la separacion total o
parcial de dos enantiomeros de una mezcla racémica. La primera resolucion
cinética enzimatica fue descubierta por Pasteur en el afio 1858 y consistio en
la resolucion del &cido tartarico mediante su fermentacion empleando una
levadura.**® La resolucién cinética de un racemato se basa en la diferente
velocidad de reaccién de cada uno de los dos enantibmeros con un agente
quiral (un reactivo, catalizador...).

%5 Farina, V.; Reeves, J. T.; Senanayake, C. H.; Song, J. J. Chem. Rev. 2006, 106, 2734-
2793.
146 pasteur, M. L.; Hebd, C. R. Seanca Acad. Sci. Paris. 1858, 46, 615-618.
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Capitulo 1

En el caso ideal, la diferencia de velocidad de reaccion es tan elevada que
uno de los enantibmeros reacciona muy rapidamente para dar el producto
correspondiente mientras que el otro enantidmero no reacciona y puede ser
recuperado al fin de la reaccién. El rendimiento maximo de una resolucion
cinética es del 50% (Figura 1.25.a).

La resolucion cinética dinamica (DKR) surge como una metodologia
alternativa, capaz de vencer esta limitacion de rendimiento. Se trata de un
proceso en el que, tedricamente, se puede obtener el producto enantiopuro
de forma cuantitativa (rendimiento del 100%). Para ello, se combina un
proceso de resolucion cinética con la racemizacion in situ del sustrato
(Figura 1.25.b).**" Los requisitos que tienen que darse para que se produzca
una DKR son los siguientes:

e Laresolucion cinética debe de ser eficiente.

e Laracemizacion debe ser rapida, al menos 10 veces mas rapida que
la reaccion del enzima con el enantidmero menos reactivo, Ky,>10
Kg.

No debe dar lugar a subproductos.

La resolucion cinética debe ser irreversible.

El producto de reaccion no debe racemizarse.

La resolucion cinética y la racemizacion deben de ser compatibles y
eficaces en el medio de reaccion.

ta) S, —L» P, b) S, —2» P,
' Rapida Rapida .
: :
: krac :
. k k
H Sg ----- B> Pg Sg ----- 8> Pg H
Lenta Lenta :
: :

Figura 1.25. Resolucion cinética clasica (a); Resolucién cinética dinamica (DKR)
(b). Siendo el enantiémero S, el favorecido frente al Sg. S: sustrato; P: producto.

147 (@) Ward, R. S. Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 1475-1490; (b) Caddick, S.; Jenkins, K.
Chem. Soc. Rev. 1996, 25, 447-456; (c) El Gihani, M. T.; Williams, J. M. J. Curr. Opin.
Chem. Biol. 1999, 3, 11-15; (d) Huerta, F. F.; Minidis, A. B. E.; Béckvall, J.-E. Chem. Soc.
Rev. 2001, 30, 321-331; (e) Kim, M.-J.; Anh, Y.; Park, P. Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 13,
578-587; (f) Pellisier, H. Tetrahedron 2003, 59, 8291-8327; (g) Turner, N. Curr. Opin.
Chem. Biol. 2004, 8, 114-119; (h) Pellissier, H. Tetrahedron 2008, 64, 1563-1601; (i)
Steinreiber, J.; Faber, K.; Griengl, H. Chem. Eur. J. 2008, 14, 8060-8072.
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La racemizacion del sustrato puede producirse mediante un catalizador
quimico, como por ejemplo, auxiliares quirales,”® complejos
organometalicos,"® o aldehidos™ (en el caso de la DKR de aminas).
Ademas existen otros ejemplos en los que el grupo que se racemiza es
susceptible de sufrir una reaccion Sy2, por lo que afiadiéndole una fuente de
aniones de la misma naturaleza, se consigue una réapida racemizacion.™
Otra posibilidad es la utilizacién de resinas de intercambio i6nico.™? Existen
métodos de racemizacion que emplean condiciones mas suaves y son mas
respetuosos con el medio ambiente como la racemizacion catalizada por
enzimas,™ la racemizacion debida al medio de reaccion (pH bésico),™ o
bien, a la propia naturaleza del sustrato (por ejemplo 5-hidroxi-2-(5H)-

furanonas, hemiaminales o 8-amino-5,6,7,8-tetrahidroquinolinas)**°.

148 (a) Ben, R. N.; Durst, T. J. Org. Chem. 1999, 64, 7700-7706; (b) Ammazzalorso, A.;
Amoroso, R.; Bettoni, G.; De Filippis, B.; Fantacuzzi, M.; Giampietro, L.; Maccallini, C.;
Tricca, M. L. Eur. J. Org. Chem. 2006, 4088-4091.

149 (@) Amat, M.; Escolano, C.; Lozano, O.; Llor, N.; Bosch, J. Org. Lett. 2003, 5, 3139-3142;
(b) Nakamura, S.; Nakayama, J.-l.; Toru, T. J. Org. Chem. 2003, 68, 5766-5768; (c)
Balcells, D.; Ujaque, G.; Fernandez, I.; Khiar, N.; Maseras, F. J. Org. Chem. 2006, 71,
6388-6396.

150 (a) Chen, S.-T.; Huang, W.-H.; Wang, D.-T. J. Org. Chem. 1994, 59, 7580-7581; (b)
Parmar, V. S.; Singh, A.; Bisht, K. S.; Kumar, N.; Belokon, Y. N.; Kochetkov, K. A.;
lknooikov, N. S.; Orlova, S. A.; Tararov, V. I; Saveleva, T. F. J. Org. Chem. 1996, 61,
1223-1227; (c) Liljeblad, A.; Kiviniemi, A.; Kanerva, L. T. Tetrahedron 2004, 60, 671-677.

181 Strauss, U. T.; Faber, K. Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 4079-4081.

182 (a) Paizs, C.; Tosa, M.; Majdik, C.; Tahtinen, P.; Irimie, F. D.; Kanerva, L. T.
Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 619-627; (b) Wuyts, S.; de Temmerman, K.; de Vos, D.
E.; Jacobs, P. A. Chem. Commun. 2003, 1928-1929; (c) Wuyts, S.; de Temmerman, K.; de
Vos, D. E.; Jacobs, P. A. Chem. Eur. J. 2005, 11, 386-397; (d) Odman, P.; Wessjohann, L.
A.; Bornscheuer, U. T. J. Org. Chem. 2005, 70, 9551-9555.

158 (a) May, O.; Verseck, S.; Bommarius, A.; Drauz, K. Org. Process Res. Dev. 2002, 6, 452-
457; (b) Schnell, B.; Faber, K. Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 653-666; (c) Asano, Y.;
Yamaguchi, S. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 7696-7697; (d) Servi, S.; Tessaro, D.;
Pedrocchi-Fantoni, G. Coord. Chem. Rev. 2008, 252, 715-726.

154 (@) Taniguchi, T; Ogasawara, K. Chem. Commun. 1997, 1399-1400; (b) Suzuki, M.;
Yamazaki, T.; Ohta, H.; Shima, K.; Ohi, K.; Nishiyama, S.; Sugai, T. Synlett 2000, 189-
192; (c) Lo, H.-H.; Kao, C.-H, Lee, D.-S.; Yang, T.-K.; Hsu, W.-H. Chirality 2003, 15, 699-
702.

1% (@) Thuring, J. W. J. F.; Klunder, A. J. H.; Nefkens, G. H. L.; Wegman, M. A;;
Zwanenburg, B. Tetrahedron Lett. 1996, 37, 4759-4760; (b) Sharfuddin, M.; Narumi, A,;
Iwai, Y.; Miyazawa, K.; Yamada, S.; Kakuchi, T.; Kaga, H. Tetrahedron: Asymmetry 2003,
14, 1581-1885; (c) Crawford, J. B.; Skerlj, R. T.; Bidger, G. J. J. Org. Chem. 2007, 72, 669-
671.
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1.16. RESOLUCION CINETICA DINAMICA CATALIZADA
POR ENZIMAS

En los Gltimos afios el uso de biocatalizadores en DKRs ha cobrado gran
interés. Asi por ejemplo, el empleo de enzimas en presencia de complejos
metalicos ha sido ampliamente estudiado en el campo de las resoluciones
cinéticas dinamicas, donde el enzima cataliza el proceso de resolucion
cinética y el complejo, la racemizacién del sustrato.™™® En la presente
seccion, nos vamos a centrar en resoluciones cinéticas dinamicas catalizadas
por enzimas, utilizando como agentes de racemizacion el pH y/o resinas de
intercambio i6nico.

1.16.1. RESOLUCION CINETICA DINAMICA EN MEDIO
BASICO

Un método para lograr DKRs consiste en llevar a cabo la resolucion cinética
enzimatica de un sustrato junto a su racemizacién en medio basico.
Generalmente, la racemizacién implica la eliminacion de un hidrégeno del
centro estereogénico para formar un carbanion, que es estabilizado bien por
grupos adyacentes como carbonilos, nitrilos, nitros u otros, o bien por una
eliminacion reversible de un sustituyente en posiciéon B. Las limitaciones
que posee esta metodologia son que por un lado el sustrato tiene que tener
un hidrégeno de caracter acido y por el otro, que los enzimas que catalicen
la reaccion deben ser activos al pH de racemizacién (pH neutro, ligeramente
basico o muy baésico). En la Figura 1.26 se muestra un esquema de
racemizacion en medio basico donde el carbanién es estabilizado por un
grupo carbonilico. La base favorece la extraccion del hidrégeno en o de la
forma ceto formando un anién, que por deslocalizacion de la carga lleva a la
forma enolato. Puesto que la probabilidad de que el protén se adicione por
una u otra cara es la misma, se producira tanto el isomero R como el S.

1% (a) Stirmer, R. Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 1173-1174; (b) Larsson, A. L. E.;
Persson, B. A.; Backvall, J.-E. Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 1211-1212; (c) Pamies, O.;
Béckvall, J.-E. Chem. Rev. 2003, 103, 3247-3261; (d) Pamies, O.; Backvall, J.-E. Trends
Biotechnol. 2004, 22, 130-135; (e) Martin-Matute, B.; Béckvall, J.-E. Curr. Opin. Chem.
Biol. 2007, 11, 226-232; (f) Martin-Matute, B.; Béckvall, J.-E. en Asymmetric Organic
Synthesis with Enzymes. Eds. Gotor, V.; Alfonso, I.; Garcia-Urdiales, E. Wiley-VCH,
Weinheim 2008, 89-114.
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Figura 1.26. Racemizacion de compuestos carbonilicos mediante tautomeria
cetoenolica.

Se conocen un gran namero de resoluciones cinéticas dindmicas de sustratos
de diferente naturaleza (hidantoinas,**“*" aciloinas,™®* tioésteres,'*®
oxazolonas,™ isoaxozolinas,*® ésteres activados con hal6genos en posicion
0,'®! ésteres bencilicos,’® dicetonas y a-cetoésteres’®) catalizadas por

enzimas en medios basicos.

187 (a) Garcia, M. J.; Azerad, R. Tetrahedron: Asymmetry 1997, 8, 85-92; (b) Wen, W.-Y.;
Ng, I.-S.; Tsai, S.-W. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2006, 81, 1715-1721.

1% (a) Lin, C. N; Tsai, S.-W. Biotechnol. Bioeng. 2000, 69, 31-38; (b) Chen, C. Y.; Cheng, Y.
C.; Tsai, S.-W. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2002, 77, 699-705.

159 (a) Crich, J.; Brieva, R.; Marquart, P.; Gu, R.-L.; Flemming, S.; Sih, C. J. J. Org. Chem.
1993, 58, 3252-3258; (b) Brown, S. A.; Parker, M.-C.; Turner, N. J. Tetrahedron:
Asymmetry 2000, 11, 1687-1690.

180 pesti, J. A.; Yin, J.; Zhang, L.-H.; Anzalone, L.; Waltermire, R. E.; Ma, P.; Gorko, E.;
Confalone, P. N.; Fortunak, J.; Silverman, C.; Blackwell, O. J.; Chung, J. C.; Hrytsak, M.
D.; Cooke, M.; Powell, L.; Ray, C. Org. Process Res. Dev. 2004, 8, 22-27.

181 (a) Tan, D. S.; Giinter, M. M.; Drueckhammer, D. G. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 9093-
9094; (b) Um, P.-J. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 5605-5610.

182 Fazlena, H.; Kamaruddin, A. H.; Zulkali, M. M. D. Bioprocess Biosyst. Eng. 2006, 28,
227-233.

183 (a) Kalaitzakis, D.; Rozzell, J. D.; Kambourakis, S.; Smonou, I. Org. Lett. 2005, 7, 4799-
4801; (b) Matsuda, T.; Yamanaka, R.; Nakamura, K. Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20,
513-557.
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1.16.2. RESOLUCION CINETICA DINAMICA EN
PRESENCIA DE RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO

Las resinas de intercambio idnico también han sido utilizadas como agentes
de racemizacién en resoluciones cinéticas dindmicas. Estas resinas son
solidas e insolubles en agua y estan compuestas por grupos polares, acidos o
basicos, incorporados a una matriz de un polimero sintético o por derivados
inorgénicos.™

Las resinas de intercambio i6nico con origen organico se pueden clasificar
segln su naturaleza en resinas acidas o basicas:

e Las resinas acidas o de intercambio cationico se clasifican en (i)
resinas acidas fuertes en el que el grupo funcional es un &cido
sulfonico (SO3H), y resinas &cidas débiles donde el grupo funcional
es un &cido carboxilico (COOH).

e Las resinas basicas o de intercambio anidnico se clasifican en (i)
resinas basicas fuertes en las que el grupo funcional es una sal de
amonio cuaternario (RyN") y (ii) resinas basicas débiles que estan
funcionalizadas con aminas primarias (RNH,), secundarias (R,NH)
o terciarias (RsN).

Segun su estructura de red las resinas de intercambio pueden clasificarse en
(a) resinas microporosas; (b) resinas macroporosas, con mayor capacidad de
intercambio que las anteriores gracias a una mayor relacion area/volumen, y
(c) resinas isoporosas, que se caracterizan por tener tamafio de poro
uniforme, con lo que aumenta la permeabilidad de los iones en el interior de
la red. La capacidad de intercambio de las diferentes resinas va a depender
del tipo de grupo funcional y del grado de entrecruzamiento de la matriz.

En 1992 se publico la sintesis de ésteres de cianhidrinas épticamente activas
a partir de aldehidos, a través de la resolucion cinética de la cianhidrina
racémica catalizada por la lipasa de Pseudomonas cepacia, con acetato de
isoprenilo como agente acilante y la resina de intercambio aniénico fuerte
Amberlita IRA-904 como agente de racemizacion (Figura 1.27).°%

184 Informaci6n obtenida del portal de Tecnociencia de la Fundacién Espafiola para la Ciencia
y la Tecnologia (FECYT): www.fecyt.es/especiales/intercambio_ionico/clasificacion.htm.
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HO. CN
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Figura 1.27. DKR catalizada por una lipasa en presencia de resinas de intercambio
aniénico para la obtencién de ésteres de cianhidrinas.

1.17. RESOLUCION CINETICA DINAMICA CATALIZADA
POR BVMOs

Hasta la fecha se conocen pocos ejemplos de resoluciones cinéticas
dinamicas catalizadas por Baeyer-Villiger monooxigenasas. La primera fue
descrita por Furstoss y colaboradores, realizando la oxidacion selectiva de la
(%)-2-benciloximetilciclopentanona con células de E. coli recombinantes
que contienen el gen de la CHMOcinero.*> Este sustrato posee un hidrégeno
acido, en posicion a al grupo carbonilo, que permite su racemizacion a
través de una tautomeria ceto-endlica a pH basico. Asi, se obtuvo la (R)-6-
benciloximetiltetrahidropiran-2-ona con un 75% de rendimiento y un exceso
enantiomérico del 98%. Sin embargo, esta metodologia posee una serie de
inconvenientes: 1) la necesidad de trabajar a pHs altos produce un pérdida
en la actividad enzimatica (35%-40%); y 2) la concentracion de sustrato
debe ser baja (0.3 g/L) para evitar procesos de inhibicién enzimatica y
toxicidad (Figura 1.28).

185 Berezina, N.; Alphand, V.; Furstoss, R. Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 1953-1955.
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Figura 1.28. DKR catalizada por la CHMO de Acinetobacter calcoaceticus en
disolucién tampén Tris/HCI pH 9.0 o empleando resinas de intercambio aniénico
como agentes de racemizacion.

Estos problemas fueron solventados posteriormente con la adicion al medio
de reaccion de una resina anionica débil (Lewatit MP62), para aumentar la
velocidad de racemizacion.'® De esta forma la oxidacién se pudo llevar a
cabo a pH neutro (el 6ptimo para la actividad del enzima) y ademas se
consiguié aumentar la concentracion de sustrato hasta 1.0 g/L, obteniéndose
muy buenos rendimientos. De este modo se obtuvo de forma enantiopura la
(R)-6-benciloximetiltetrahidropiran-2-ona con un 84% de rendimiento
aislado (Figura 1.28).

Otro ejemplo mas reciente consistio en la resolucidn cinética dindmica de
cetonas bencilicas sustituidas en posicion a catalizada por la HAPMO
aislada (Figura 1.29)."*" En este caso la oxidacion biocatalitica se combin
con diferentes resinas de intercambio ani6nico como agentes de
racemizacion en medio basico. La adicion de resinas fuertes permite una
rapida racemizacion del sustrato, pero provoca una notable inactivacion de
la HAPMO. Los mejores resultados en la oxidacion de la (£)-3-fenilbutan-2-
ona se consiguieron empleando resinas débiles, en concreto la Dowex
MWA-1. Asi, es posible obtener el (S)-acetato de 1-feniletilo con elevadas
conversiones y buenos excesos enantioméricos. El estudio se extendié a
otras DKRs de cetonas arométicas con resultados que van de moderados a
buenos en funcion del compuesto oxidado.

188 Gutiérrez, M.-C.; Furstoss, R.; Alphand, V. Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1051-1059.
187 Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Rioz-Martinez, A.; Torres Pazmifio, D. E.; Fraaije, M. W.;
Gotor, V. Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 1121-1125.
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Resina de

Ry
R intercambio
A 1 anionico HAPMO
|// (0] (0]
X ( )

NADPH +H* NADP*

R4: Me, Et
R,: Me, Et, Pr D-Gluconato-6-fosfato D-Glucosa-6-fosfato
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Figura 1.29. Procedimiento general para la DKR de bencilcetonas catalizada por la
HAPMO.

Asimismo, se llevd a cabo la DKR de este tipo de compuestos catalizada por
la PAMOwa4sc Mediante el uso de una resina de intercambio aniénico débil
(Lewatit MP62) en presencia de un medio de reaccion con 5% de metanol.
En general, es posible obtener los correspondientes ésteres quirales con
buenas conversiones y excesos enantioméricos.*®

1.18. SINTESIS Y FUNCION BIOLOGICA DE LAS 3,4-
DIHIDROISOCUMARINAS

Las 3,4 dihidroisocumarinas son compuestos de gran importancia ya gue son
intermedios clave en la sintesis de moléculas bioldgicamente activas, con
propiedades antifingicas, antialergénicas y antitumorales, como se muestra
en la Figura 1.30.*® Este hecho hace que sean moléculas muy atractivas en
sintesis organica.

Hasta la fecha se han descrito varias sintesis de estos derivados. Un ejemplo
consiste en la orto-litiacion estabilizada por un agente quelante de la 2-(o-
tolil)oxazolina, que posteriormente, tras una adicion electrofila a un
aldehido y una hidrolisis en medio &cido, genera las 3,4-
dihidroisocumarinas.™® También se ha descrito una metodologia basada en
la reaccion radicalaria de 2-bromoetilbenzoato de etilo con diferentes
aldehidos, empleando como agente de iniciacion cloruro de
diciclopentadienil titanoceno. De nuevo se requiere una hidrolisis en medio

168 (a) Umehara, K.; Matsumoto, M.; Nakamura, M.; Miyase, T.; Kuroyanagi, M.; Noguchi,
H. Chem. Pharm. Bull. 2000, 48, 566-567; (b) Zidorn, C.; Lohwasser, U.; Pschorr, S.;
Salvenmoser, D.; Ongania, K.-H.; Ellmerer, E. P.; Borner, A.; Stuppner, H. Phytochemistry
2005, 66, 1691-1697; (c) Jiao, P.; Gloer, J. B.; Campbell, J.; Shearer, C. A. J. Nat. Prod.
2006, 69, 612-615.

169 (a) Fukuda, T.; Iwao, M. Tetrahedron 2005, 61, 3289-3303; (b) Uchida, K.; Fukuda, T.;
lwao, M. Tetrahedron 2007, 63, 7178-7186.

105




Capitulo 1

4cido para obtener las 3-alquil-3,4-dihidroisocumarinas esperadas.'”® Una
nueva ruta sintética consiste en la alquilacion con reactivos de Grignard
insaturados de 1,2-oxiranos, seguida de una degradacion oxidativa con
tetradxido de osmio y peroxomonosulfato de potasio, y posterior hidrdlisis
4cida.'™ Otros procesos de sintesis se basan en la reaccion de arilacion de
Meerwein, donde bromuros de O-metoxicarbonilbencenodiazonio
reaccionan con alquenos desactivados utilizando como catalizador CuBr.*"
Han sido también empleadas otras metodologias como la ciclacion de
cetoaldehidos mediante complejos de Ir y un cooxidante,’”® y ciclaciones
[3+3] dominé acopladas con lactonizaciones.*™

R=H, p-bromobenzoil
p-N-N-dimetilaminobenzoil

.
.
!

Figura 1.30. Compuestos biol6gicamente activos que presentan la estructura 3,4-
dihidroisocumarina en su esqueleto.

Todas estas estrategias, en general, conllevan ciertos inconvenientes, como
condiciones de reaccion duras, numerosos pasos de reaccion y bajos
rendimientos debido a la intolerancia de grupos funcionales.

170 Mandal, S. M.; Roy, S. C. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 4131-4134,

11 Habel, A.; Boland, W. Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 1601-1604.

12 Opushak, M. D.; Matiychuk, V. S.; Turytsya, V. V. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 6112-
6115.

178 Suzuki, T.; Yamada, T.; Watanabe, K.; Katoh, T. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15,
2583-2585.

17 sher, M.; Ali, A.; Reinke, H.; Langer, P. Tetrahedron Lett. 2008, 49, 5400-5402.
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En esta seccidn nos planteamos como objetivo la oxidacién selectiva de 2-y
3-alquil-1-indanonas racémicas catalizada por las BVMOs HAPMO,
WtPAMO y PAMOwusec. Para ello, se optimizaran diferentes pardmetros de
reaccion como el pH, la temperatura y la presencia de cosolventes,
investigando ademés la influencia de diferentes resinas de intercambio
anionico en los procesos oxidativos. De este modo se realizara la
preparacion de 3- y 4-alquil-3,4-dihidroisocumarinas o 3- y 4-alquil-3,4-
dihidrocumarinas, dependiendo de la regioselectividad mostrada por los
enzimas. Ambos tipos de productos finales presentan un elevado valor
sintético, ya que son intermedios clave en la sintesis de numerosas
moléculas biol6gicamente activas.
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1.19. OXIDACION ENZIMATICA DE LA (%)-2-METIL-1-
TETRALONA

Los estudios iniciales se centraron en la oxidacion enzimatica de una
tetralona racémica accesible comercialmente, la (x)-2-metil-1-tetralona [(£)-
12a], empleando tres BVMOs (la wtPAMO, su mutante M446G y la
HAPMO). El medio de reaccion elegido fue una disolucién Tris/HCI a pH
10.0, utilizando como ya se ha descrito en la seccion anterior, el sistema
G6P/G6PDH para regenerar el NADPH. Las reacciones fueron llevadas a
cabo a 30°C para los dos tipos de PAMO y a 20°C para la HAPMO. Después
de 72 horas de oxidacion de (+)-12a, no se observd reaccion con la HAPMO
y la wtPAMO, mientras que con la PAMOyussc Se obtuvo un 15% de la (R)-
3-metil-4,5-dihidrobenzo[b]oxepin-2(3H)-ona [(R)-12b] con bajo exceso
enantiomérico (ee=36%, Figura 1.31). Debido a que en la oxidacion de
cetonas benzofusionadas con la HAPMO y la PAMOyuec la conversion se
incrementaba en presencia de hexano y MeOH, respectivamente, se llevo a
cabo la oxidacion de (+)-12a catalizada por ambos biocatalizadores con un
5% (v/v) de sendos cosolventes. Sin embargo, no se observo ninguna mejora
en términos ni de conversion ni de enantioselectividad, por lo que se puede
establecer que (£)-12a no es un sustrato adecuado para estos enzimas. Este
resultado concuerda con lo obtenido previamente en la oxidacion de
tetralonas catalizada por BVMOs.
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() PAMOwy46c (o)
Buffer-MeOH o hexano/pH10.0/30°C o
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(£)-12a (R)>-12b

Figura 1.31. Oxidacion enzimatica de la (x)-2-metil-1-tetralona [(z)-12a] catalizada
por la PAMOyssc.

1.20. OXIDACION ENZIMATICA DE LA (+)-2-METIL-1-
INDANONA

A la vista de los resultados con la (%)-2-metil-1-tetralona, decidimos
estudiar la biooxidacion de la cetona benzofusionada analoga de cinco
miembros, la (x)-2-metil-1-indanona [(+)-13a]. Las pruebas iniciales se
llevaron a cabo con una concentracion de 13a de 4.0 g L™ en un medio
bifasico 5% hexano/disolucion tampdn Tris/HCI pH 10.0. Como se puede
observar en la Tabla 1.7, la HAPMO mostré de nuevo una baja conversion y
selectividad (entrada 1), generandose un 13% de la lactona esperada, la 3-
metil-3,4-dihidrocumarina [(R)-13b] con baja pureza éptica. La wtPAMO
tampoco mostré actividad frente a esta cetona (entrada 2). Por el contrario,
los resultados obtenidos con la PAMOyuec fueron prometedores. Después
de 72 horas se obtuvo la lactona no esperada (R)-3-metil-3,4-
dihidroisocumarina [(R)-13c] con alta pureza éptica (ee=92%) y un 33% de
conversién. Se observé que la cetona de partida presentaba un exceso
enantiomérico bajo (ee=10%), confirmando que se habia racemizado en el
medio de reaccion (entrada 3).

A la vista de este resultado, intentamos aumentar la conversién del proceso,
disminuyendo para ello la concentracion de sustrato y aumentando el tiempo
de reaccion, el pH y la temperatura. Asi, la reaccion a 40°C, pH 10.0 y con
una concentracion de sustrato 2.0 g/L (entrada 4) permite obtener (R)-13c
con un 84% de conversion y 82% de exceso enantiomeérico tras 168 horas.
El aumento de pH hasta 10.5 incrementa la conversion (c=89%), aunque
provoca un descenso en el exceso enantiomérico de (R)-13c hasta el 74%
(entrada 5). Asi, con un pH lo suficientemente alto en la biooxidacion de
(x)-13a catalizada por la PAMOyyus6c, hemos generado la lactona (R)-13c
con elevadas conversiones y excesos enantioméricos. De esta forma, se ha
llevado a cabo la sintesis de esta dihidroisocumarina quiral mediante una
simple oxidacion enzimatica regioselectiva. Esta metodologia resulta una
alternativa muy atractiva para la preparacion de estos compuestos, Si
consideramos los métodos descritos previamente en los Antecedentes y los
utilizados para la sintesis de los compuestos racémicos en la parte
experimental.
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Tabla 1.7. Oxidacién enzimética de la (£)-2-metil-1-indanona [(+)-13a]
catalizada por BVMOs en presencia de 5% hexano.

0 0
5% Hexano/ ! 0. 0!
Buffer pH 10.0 HAPMO lm :
NADPH/G6P/G6PDH ! T
250rpm | !

(S-13a (R1-13a i . (RM3

‘ wtPAMO
NADPH/G6P/G6PDH

250rpm 0 eeesssssssssss
: 6 1
PAMOyis46 '@ijj :
NADPH/G6P/G6PDH : o
250rpm . .

(R)-13¢

Entrada BVMO t(h) T(C) ee13.(%0)?  eeizpe13(%0)?  ¢(%)?

1 HAPMO 72 20 5 6 13
2 WPAMO 72 30 - - <3
3 M446G 72 30 10 92 33
4P M446G 168 40 7 82 84

5Pe M446G 168 40 5 74 89

& Determinado por CG.
b[(+)-13a]=2.0g L
¢ pH=10.5

1.20.1. ESTUDIO EN EL TIEMPO DE LA RESOLUCION
CINETICA DINAMICA DE LA (x)-2-METIL-1-
INDANONA CON LA PAMOy466

La reaccion catalizada por la PAMOyyusec €n Tris/HCI pH 10.0 en presencia
de 5% de hexano a 40°C fue monitorizada en el tiempo. Como muestra la
Figura 1.32, la biooxidacion de (+)-13a presenta en la fase inicial el
comportamiento tipico de una resolucion cinética, donde la pureza Optica de
la cetona (S)-13a aumenta a medida que la PAMOpuec OXida el
enantiomero favorecido a (R)-13c. Tras 6 horas, se obtiene un 50% de (R)-
13c con un 92% de exceso enantiomérico, mientras que el ee de (S)-13a
alcanza un valor maximo del 38%. A partir de este momento, predomina la
racemizacion de la cetona, produciéndose una importante pérdida en la
pureza Optica de (S)-13a, mientras que el exceso enantiomérico de la (R)-
lactona apenas se modifica. De esta manera, a las 72 horas la oxidacion
alcanza un 78% de conversion y un ee del 88%.
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A tiempos mas largos la conversion del proceso aumenta, mientras que
decrece ligeramente el exceso enantiomérico de la lactona final, debido
probablemente a una ligera racemizacion. Asi, tras 168 horas obtenemos
(R)-13c con una conversion del 84% y ee=82%.

100

80 A

60 A

40 -

c (%) o ee (%)

20

0 24 48 72 o6 120 144 168
t(h)
Figura 1.32. Seguimiento de la DKR en el tiempo empleando la PAMOy466 COMO

biocatalizador en presencia de 5% hexano. Se representa la conversién (e) y excesos
enantioméricos de (S)-13a () y (R)-13c (A).

1.20.2. RESOLUCION CINETICA DINAMICA DE LA (%)-
2-METIL-1-INDANONA EN PRESENCIA DE
DISOLVENTES ORGANICOS

Una vez establecido que 48 horas es un tiempo adecuado para obtener (R)-
13c con una alta conversion y pureza Optica, decidimos estudiar ciertos
parametros que pueden afectar a la DKR. En primer lugar analizamos el
efecto de diferentes cosolventes en el medio de reaccion. Como muestra la
Figura 1.33, la oxidacion catalizada por la PAMOys6c €n disolucion tampén
pH 10.0 y a 40°C genera un 76% de la (R)-lactona con un 79% de exceso
enantiomérico. Al afiadir un 5% (v/v) de alcoholes de cadena corta como
MeOH o 'PrOH, se consigue un aumento en la conversion del proceso, algo
en concordancia con los resultados de la seccion anterior para cetonas
benzofusionadas aquirales. Sin embargo, estos dos disolventes provocan una
disminucion de la selectividad enzimética, ya que (R)-13c fue obtenido con
un 54% y un 50% de exceso enantiomérico, respectivamente. Los resultados
en presencia de un 5% (v/v) de 'Pr,O y 1,4-dioxano fueron muy similares a
los observados en disolucion reguladora, mientras que el empleo de un 5%
de hexano provoca un aumento en la pureza Optica de (R)-13c acompafiado
de un ligero descenso en la conversion del proceso.
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Figura 1.33. Efecto del medio de reaccién en la biooxidacion de la 2-metil-1-
indanona, [(z)-13a] catalizada por la PAMOyu46c. Se representa la conversién (m) y
excesos enantioméricos de (S)-13a () y (R)-13c (m).

1.20.3. OTROS PARAMETROS DE REACCION QUE
AFECTAN A LA RESOLUCION CINETICA DINAMICA DE
LA (+)-2-METIL-1-INDANONA

El efecto de la temperatura y el pH fue estudiado en la oxidacion de (+)-13a
cuando utilizamos como cosolventes 5% de metanol o hexano. La eleccion
de estos disolventes se debid a que habian ofrecido la mayor conversion y
exceso enantiomérico en el proceso oxidativo, respectivamente. Como se
muestra en la Tabla 1.8, al reducir la temperatura se produce una caida en la
conversién (entradas 1-4). Hay que destacar que en las biooxidaciones con
metanol (entradas 1 y 2), el descenso en la temperatura conlleva un gran
aumento en la selectividad enzimatica. También se observé que una
disminucioén en el pH (entradas 5-8) provoca un descenso en la conversion
de las reacciones. De nuevo en el caso de las oxidaciones con MeOH, se
produce un aumento en la selectividad (ee=87% y 88% a pHs 8.0 y 9.0,
respectivamente, frente a ee=54% a pH 10.0). En el caso del hexano, la
variacion tanto de la temperatura como del pH no tiene un efecto tan
drastico en la selectividad de la PAMOssc.
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Tabla 1.8. Estudio del pH y la temperatura en la oxidacion enzimatica de
(¥)-13a catalizada por la PAMOwau46c €n presencia de 5% hexano y 5% de
MeOH.

Entrada  Disolvente pH T(C)  ee3a(%0)?  ee (%) ¢(%)?
1 5% MeOH 10 30 26 74 61
2 5% MeOH 10 20 5 82 13
3 5% Hexano 10 30 28 81 60
4 5% Hexano 10 20 6 77 20
5 5% MeOH 9 40 <3 87 50
6 5% MeOH 8 40 16 88 38
7 5% Hexano 9 40 19 83 64
8 5% Hexano 8 40 34 83 60

& Determinado por CG.

Hasta el momento, todas las reacciones catalizadas por la PAMOyasc S€
han llevado a cabo en disoluciones reguladoras de Tris/HCI. Un estudio
reciente demostré que la actividad y selectividad de la wtPAMO puede
variar en funcion de la naturaleza y fuerza iénica del medio.'” Por ello, se
analizé6 el efecto de diferentes disoluciones reguladoras sobre las
propiedades biocataliticas de la PAMOpwus6c €n la oxidacion de (z)-13a
cuando trabajamos con un 5% de hexano a 40°C (Tabla 1.9). Asi, se han
preparado una serie de disoluciones reguladoras de glicina, tetraborato de
sodio (también denominada bdrax) y bicarbonato sodico de concentracion
50 mM, en las que se ha ajustado el pH con NaOH a 10.0. Tras 48 horas, se
observé que empleando la disolucion de bdérax no se produce reaccion
(entrada 1), mientras que con las disoluciones de glicina y bicarbonato
(entradas 2 y 3), la oxidacion es mas lenta que con Tris/HCI, pasando de un
73% de conversion a valores del 24% y 63%, respectivamente. En ambos
casos la selectividad es alta, similar a la alcanzada con la resolucién
reguladora Tris/HCI. Debido a que los resultados obtenidos no mejoraban
los previamente descritos, continuamos nuestro estudio con Tris/HCI.

18 Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Gotor, V. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2012, 74, 138-143.
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Tabla 1.9. Efecto del medio de reaccion en la oxidacién enzimatica de la
(£)-2-metil-1-indanona catalizada por la PAMOwuec €n presencia de 5%
hexano.

Entrada Reguladora £€132(%0)? ee13.(%0)? c(%0)?
1 Borax/NaOH <3 - <3
2 Glicina/NaOH 5 92 24
3 NaHCOs/NaOH 14 90 63

& Determinado por CG.

Como se ha descrito en los Antecedentes, las resinas de intercambio iénico
se han empleado en numerosos procesos de DKR, por lo que nos planteamos
su uso para facilitar la racemizacion de (z)-13a. Por ello, se analiz6 el efecto
de la adicion de una serie de resinas iénicas, tanto débiles como fuertes, en
la oxidacion de (£)-13a a 40°C, pH 10.0 y en presencia de un 5% de hexano.
Como se muestra en la Tabla 1.10, a las 48 horas se produjo la racemizacion
completa de la cetona para todas las resinas analizadas. Ademas, la
selectividad permanecié muy similar en todos los casos. EI empleo de
resinas débiles (entradas 2-4) ralentiza las oxidaciones, obteniéndose
conversiones menores que cuando llevamos a cabo la reaccion en ausencia
de resina. EI mejor resultado se obtuvo con la resina de intercambio débil
Lewatit MP62 (entrada 2), generandose un 56% de (R)-13c con un 84% de
exceso enantiomérico, mientras que con el resto de resinas de caracter débil
se consiguen conversiones menores con la misma enantioselectividad.
Peores resultados fueron obtenidos con las resinas de intercambio fuertes
(entradas 5-8), ya que éstas causan una desactivacion acusada de la
PAMOwu4sc. ESte hecho hace que en general se obtengan conversiones muy
bajas e incluso que con la Amberlita IRA 440C no se observe reaccion. Por
lo tanto, podemos establecer que la adicién de resinas de intercambio iénico
a la reaccion no aporta beneficio alguno al proceso, ya que las resinas son
capaces de racemizar la cetona de partida, pero las conversiones alcanzadas
son menores que en ausencia de las mismas.
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Tabla 1.10. Oxidacion enzimética de la (x)-2-metil-1-indanona [(%)-13a]
catalizada por la PAMOw446c €n presencia de resinas de intercambio i6nico.

Entrada Resina Caracter ee;3,(%)*  ee13(%)? c(%)?
1 Ninguna - 13 88 73
2 Lewatit MP62 Débil <3 84 56
3 Dowex MWA-1 Débil <3 85 49
4 Amberlita IRA 67 Débil <3 85 53
5 Amberlite IRA 440C Fuerte <3 - <3
6 Amberlita A26 Fuerte <3 86 40
7 Dowex 1 Fuerte <3 76 17
8 Amberlita IRA 910 Fuerte <3 85 38

& Determinado por CG.

Una vez establecidos los mejores parametros de reaccion (5% de hexano,
pH 10.0 y 40°C) se realiz6 un escalado de la DKR de la (%)-2-metil-1-
indanona (250 mg), empleando un extracto libre de células que contiene
PAMOa46c (PAMOwmasse-CFE). En este proceso se aislaron 221 mg de la
lactona (R)-13c, que corresponden a un 80% de rendimiento.

1.21. RESOLUCION CINETICA DINAMICA DE (%)-2-
ALQUIL-1-INDANONAS CATALIZADAS POR LA
PAMOu4466

Los buenos resultados en la oxidacion de la ()-2-metil-1-indanona con
PAMOwa46c, NOS animaron a extender esta metodologia a otras 2-alquil-1-
indanonas racémicas (Tabla 1.11). También se analizé la HAPMO como
biocatalizador, pero de nuevo no hubo reaccion para ninguna de las cetonas
estudiadas.

Para todas las 2-alquil-1-indanonas probadas se observa racemizacion,
siendo recuperadas las correspondientes (R)- o (S)-cetonas con bajos
excesos enantioméricos (entre 6% y 20%). La (+)-2-etil-1-indanona [(£)-
14a] es selectivamente oxidada en medio acuoso por la PAMOu4ec @ (R)-
14c con un exceso enantiomérico del 91% y una conversion del 72% tras 96
horas (entrada 1). La adicion de un 5% de hexano produjo un importante
decrecimiento en la actividad enzimatica (entrada 2), manteniéndose la
selectividad inalterada. El efecto de un 5% de metanol fue el opuesto, ya
que aumentd la actividad (c=89%) de la oxidacion y disminuyo su
selectividad (ee=60%), como se muestra en la entrada 3. Este resultado
concuerda con el comportamiento descrito para la (x)-2-metil-1-indanona.
Debido a que para la wtPAMO habia sido descrito que un pH menor mejora
la selectividad enzimética en reacciones de Baeyer-Villiger, se realizd la
biooxidacién a pH 8.0. En estas condiciones se produjo un aumento en la
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selectividad enzimatica, pero a costa de un descenso de la velocidad de
reaccion (entrada 4). Otro método para intentar mejorar la
enantioselectividad del proceso con el 5% de metanol consistid en trabajar a
20°C. Sin embargo, no se mejoro la selectividad del proceso y se observo un
empeoramiento de la actividad (entrada 5).

Idénticas condiciones de reaccién se emplearon para resolver la (z)-2-
isopropil-1-indanona [(£)-15a]. Se obtuvo en todo los casos de forma
totalmente enantiopura la lactona (S)-15¢ con conversiones cercanas al 50%
(entradas 6-8). Hay que destacar que en esta oxidacién la lactona obtenida
presentd la configuracion S, debido a un cambio en la prioridad de grupos
segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog (CIP). La adicién de hexano acelerd
ligeramente la velocidad de reaccion, ya que en 104 horas se alcanzd una
conversion superior al 50% (entrada 7). La presencia de un 5% de MeOH,
no aportd una mejoria, ya que la conversion alcanzada (c=42%) era similar a
la conseguida en disolucion tampon (c=46%). Estos resultados no pudieron
ser mejorados aumentando el tiempo de reaccion.

Tabla 1.11. Resolucion cinética dindmica de ()-2-alquil-1-indanonas
catalizadas por la PAMOus6c.

o PAMOwas6c ®
Buffer-MeOH o hexano/pH10.0/40°C @@
R
NADPH/G6P/G6PDH R

250rpm
(£)-14-16a (R) o (S)-14-16¢
R: Et,'Pr, n-Bu
Entrada R Cosolvente  t(h) ee14.16a(%0)%  €€14.16,(%0)% c(%0)*
1 Et Ninguno 96 6 91 72
2 Et 5% hexano 96 11 91 36
3 Et 5% MeOH 96 10 60 89
4° Et 5% MeOH 120 16 85 45
5° Et 5% MeOH 120 17 60 50
6 'Pr Ninguno 104 17 >99 46
7 'Pr 5% hexano 104 17 >99 53
8 Pr 5% MeOH 104 16 >99 42
9 n-Bu Ninguno 144 17 92 80
10 n-Bu 5% hexano 96 11 92 26
11 n-Bu 5% MeOH 144 20 88 78
& Determinado por CG.
b pH=8.0.
¢ T=20°C.

Por altimo, se desarrolld la resolucion cinética dinamica de la (x)-2-butil-1-
indanona [(%)-16a] (entradas 9-11). En los tres medios de reaccion
analizados se obtuvo la (R)-3-butil-3,4-dihidroisocumarina [(R)-16c] con

117




Capitulo 1

altos excesos enantioméricos (en torno al 90%). Las reacciones llevadas a
cabo en disolucion tampon o en presencia de un 5% de MeOH dieron lugar
a conversiones mucho mayores (en torno al 80% a las 144 horas), mientras
que con un 5% de hexano solo se alcanza un 26% de (R)-16c a las 96 horas.
En general, podemos concluir que al aumentar la cadena alquilica, a un
tamafio mayor de un grupo etilo en las 2-alquil-indanonas, se obtienen
peores resultados. Las reacciones son, en general, mas lentas y las
conversiones alcanzadas menores, aunque la selectividad enzimatica se
mantiene e incluso aumenta con grupos voluminosos como el isopropilo.

1.22. OXIDACION ENZIMATICA DE LA (%)-3-METIL-1-
INDANONA CATALIZADA POR BVMOs

Finalmente, desarrollamos la oxidacion enzimatica de la (x)-3-metil-1-
indanona, [(¥)-17a]. Al igual que ocurre con el resto de 1-indanonas,
dependiendo del biocatalizador elegido (HAPMO 0 PAMOu46c), Se puede
obtener la lactona normal (S)-17b o la lactona anormal (R)-17c,
respectivamente. De nuevo, no se observé oxidacion con la wtPAMO. Como
se muestra en la Tabla 1.12, se realizd la resolucion cinética de (+)-17a
catalizada por la HAPMO en disolucién tampon y en la mezcla con un 5%
de hexano (entradas 1 y 2). Sorprendentemente, no se observo reaccion en
presencia de hexano, mientras que en disolucion tampon se obtuvo de forma
enantiopura un 15% de (S)-4-metil-3,4-dihidrocumarina [(S)-17b]. Este
resultado fue mejorado adicionando una doble concentraciéon de
biocatalizador, llegando a una conversion del 23% (entrada 3). Tiempos mas
largos de reaccion no aumentaron la conversion de (S)-17b. Los resultados
con la PAMOwussc fueron similares. Ni la reaccion en disolucién tamp6n, ni
la reaccion con un 5% de hexano generaron producto alguno (entradas 4 y
5). Sin embargo, este enzima fue capaz de catalizar la oxidacion de (£)-17a
en presencia de un 5% de metanol (entrada 6), generando de forma
enantiopura un 12% de (R)-4-metil-3,4-dihidroisocumarina [(R)-17c]. Este
resultado no pudo ser mejorado ni mediante el aumento de la concentracion
del enzima, ni aumentando el tiempo de reaccion.
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Tabla 1.12. Resolucién cinética de la (x)-3-metil-1-indanona [(z)-17a]
catalizada por la HAPMO y la PAMOwy4sc.

(S)-17b
(0]

©i§ . 3
(R)-17a (R)-17_c

Entrada BVMO Cosolvente T(°C) eei7,(%)* eeizn.17:(%)* c(%)* E°

1 HAPMO Ninguno 20 17 >99 15 >200
2 HAPMO 5% hexano 20 <3 - <3 -
3° HAPMO  Ninguno 20 30 >99 23 >200
4 M446G Ninguno 40 7 >99 5 >200
5° M446G 5% hexano 40 <3 - <3 -
6 M446G 5% MeOH 40 10 88 12 >200

2 Determinado por CG.
bE= In{(1-ee,)/[1+(eegeey)]}HIn{(1+ee,)/[1+(eedeey)]}.
° Doble cantidad de biocatalizador.
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En esta seccion se ha llevado a cabo la resolucion cinética dindmica de una
serie de (z)-2-alquil-1-indanonas catalizadas por la PAMOu46c €n medio
basico. Se generaron con altos rendimientos y excesos enantioméricos 3-
alquil-3,4-dihidroisocumarinas, intermedios clave en la sintesis de
numerosas moléculas bioldégicamente activas. Al igual que en la seccién
anterior, la metodologia usada para la obtencion de estas lactonas se basa
en un solo paso de reaccién, una oxidacion enzimdtica regioselectiva, lo
que resulta una alternativa sencilla para la sintesis de estos compuestos, si
tenemos en cuenta otros métodos de preparacion descritos previamente.

Se optimiz6 la DKR de la (+)-2-metil-1-indanona analizando el efecto del
pH, la temperatura y el medio de reaccion (naturaleza de la disolucion
tampon y cosolventes), asi como la presencia de diferentes resinas de
intercambio i6nico. La temperatura éptima fue 40°C y el pH 10.0 el més
adecuado para obtener la (R)-3-metil-3,4-dihidroisocumarina con elevada
conversion y exceso enantiomérico. Se observo que la adicion de un 5% de
hexano mejora la selectividad enzimatica sin alterar la actividad, mientras
que la adicion de un 5% de MeOH incrementa la actividad enzimatica a
costa de una disminucion de la selectividad. La adicion de resinas de
intercambio no mejoré los resultados obtenidos.

Estas condiciones fueron empleadas para llevar a cabo la DKR de otras
(£)-2-alquil-1-indanonas con altas conversiones y excesos enantioméricos
en funcion de las condiciones de reaccidn. Al aumentar el tamafio del resto
alquilico, se consiguen peores conversiones.

Finalmente, se ha estudiado la resolucion cinética de la (+)-3-metil-1-
indanona. Aungue con conversiones bajas, se ha podido obtener de forma
enantiopura ambas lactonas regioisdmeras en funcion del biocatalizador
empleado.
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1.23. TECNICAS INSTRUMENTALES

Las técnicas instrumentales empleadas para la sintesis y caracterizacion de
los compuestos mencionados en esta seccion, ya se han descrito en su gran
mayoria en la Parte Experimental del Capitulo 1 (Seccion 1). Unicamente
cabe incluir:
e La medida de rotacion especifica, que se realizd6 empleando un
polarimetro Perkin-Elmer 241. Las unidades estan referidas a 10™
deg cm? g™

e Los andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (del inglés
High Performance Liquid Chromatography, HPLC), que se llevaron
a cabo en un cromatografo Hewlett Packard 1100 LC equipado con
una columna: Chiralcel OB-H (Daicel, 0.46 cm x 25 cm) o Chiralcel
0J-H (Daicel, 0.45 cm x 25 cm).
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Las cetonas benzofusionadas racémicas empleadas pueden consultarse en la
Figura 1.34.

oy o o
(£)-12a (£)-13a (#)-14a
0 0 o
i e O
(+)-15a (+)-16a (£)-17a

Figura 1.34. Compuestos empleados en el Capitulo 1 (Seccidn 2).

1.24. REACTIVOS GENERALES

Las protefnas recombinantes WtPAMO,*® PAMOyuss™ y HAPMO* han
sido sobreexpresadas y purificadas de acuerdo con los métodos descritos.
Las reacciones de oxidacion se han llevado a cabo con el enzima aislado en
disolucion. Se ha definido una unidad enzimatica de BVMO como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1.0 pmol de fenilacetona a acetato
de bencilo por minuto, a pH 9.0 y 25°C, en presencia de NADPH. El enzima
glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa (640 U/mg) de Leuconostoc
mesenteroides y la D-Glucosa-6-fosfato son productos de Sigma-Aldrich-
Fluka. Los coenzimas NADP*/NADPH (de pureza > 99%) obtenidos como
sales de sodio son comercializados por Codexis. Las resinas de intercambio
anionico son comercializadas por Sigma-Aldrich-Fluka. Antes de su uso, las
resinas se lavaron con agua destilada. Las cetonas racémicas (+)-12-14a y
(¥)-16-17a, asi como el resto de reactivos y disolventes fueron
suministrados por Sigma-Aldrich-Fluka y presentan el mayor grado de
pureza posible.
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1.25. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis quimica de la cetona racémica (+)-2-isopropil-1-indanona
[(2)-15a].7

Preparacion de cloruro de isopropil zinc (‘PrZnCl):

Una disolucion 1.0 M de ZnCl, en Et,O (4.5 mL, 4.50 mmol) se diluye bajo
atmosfera de N, junto a otra disolucion 1.0 M de cloruro de

isopropilmagnesio en Et,O (2.3 mL, 1.0 eq.), en 15.8 mL de Et,O a 0°C. La
suspension resultante se agita vigorosamente durante 3 horas a 0°C.

Preparacién de la cetona racémica (+)-15a:

A una suspension de (z)-2-cloro-1-indanona (500 mg, 3.01 mmol) y
Cu(acac), (39.0 mg, 0.05 eq.) en Et,O (6.1 mL) se le afiade a temperatura
ambiente y bajo atmosfera de N, el complejo anteriormente formado
'PrZnClsMgCl, (22.6 mL, 1.5 eq.) y se agita vigorosamente durante 72
horas. A continuacién la mezcla se diluye con Et,O (30 mL) y se lava con
una disolucién acuosa de NH,4CI (1x20 mL). La fase organica se separa, se
seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida.
Posteriormente se purifica el crudo mediante cromatografia de columna con
una mezcla de eluyentes (90% hexano/AcOEt). El producto final (+)-15a
fue obtenido con un rendimiento global del 29% (143.3 mg).

Meétodo general para la preparacion de las lactonas racémicas (x)-
12-17by (+)-16c.

Se disuelve la correspondiente cetona (z)-12-17a (200 mg, 0.99-1.37 mmol)
en 5 mL de CH,Cl,y se afiade m-CPBA (1.5 eq.) a 0°C. La reaccion se sigue
mediante TLC. Una vez concluida, se lava varias veces con una disolucién
saturada de NaHCO; (5x10 mL). La fase organica se seca con Na,SO,, se
filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Posteriormente se
purifica el crudo mediante cromatografia de columna con una mezcla 80%
CH,Cl,/hexano. Los rendimientos obtenidos fueron desde el 5% al 60%. Se
aislaron 132.0 mg de (£)-12b (60%), 122.0 mg de (z)-13b (55%), 94.6 mg
de (£)-14b (43%), 21.8 mg de (+)-15b (10%) y 88.7 mg de (£)-17b (40%).
La oxidacion de la (%)-2-butil-1-indanona (+)-16a mediante esta
metodologia generd una mezcla de dos lactonas regioisoméricas, 41.2 mg de
(£)-16b (19%) y 10.8 mg de (£)-16¢ (5%).

176 Malosh, C. F.; Ready, J. M. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10240-10241.
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Método general para la sintesis de las lactonas racémicas (+)-13-
15cy (£)-17c.

Para la preparacion de las lactonas racémicas (£)-13-15c¢ y ()-17c se llevé a
cabo una metodologia de tres pasos a partir de los sustratos comerciales: 3-
fenilpropan-2-ol, 1-fenilbutan-2-ol y 2-fenilpropan-1-ol, respectivamente.

Para la sintesis de (z)-15c¢ fue necesario una etapa adicional, ya que el (+)-3-
metil-1-fenilbutan-2-ol (%)-15d no es comercialmente accesible. Por lo
tanto, este compuesto fue preparado mediante la reducciéon de 3-metil-1-
fenilbutan-2-ona (1.0 g, 6.16 mmol) con borohidruro de sodio (NaBH,) (352
mg, 1.5 eq.) en MeOH seco (20.0 mL). Se aislaron 630.0 mg (62%) del
producto final ()-15d sin necesidad de una etapa de purificacion.

Paso 1:

R R
: 1R, MEMCI/N,N-DIEA R,
OH CH,Cl, / ta. OW

o~ o~

)-13e Ri:H Ry Me
)-14e Ri:H Ry Et
)-15e Ri:H Ry: 'Pr
)-17e Ry:Me Ry H

FRRER

Figura 1.35. Sintesis quimica de los alcoholes O-protegidos racémicos (+)-13-15e y
(£)-17e.

A una mezcla del correspondiente alcohol (500 mg, 3.04-3.67 mmol) y N,N-
diisopropiletilamina (N,N-DIEA) (1.5 eq.) en CH,CI, seco (6.0 mL), se le
afiade gota a gota, bajo atmdésfera de N, y a temperatura ambiente, cloruro
de metoxietoximetilo (MEMCI) (1.5 eq.). La reaccién se deja agitando y se
sigue por TLC. Una vez se observa la desaparicion del sustrato, la mezcla de
reaccion se lava sucesivamente con agua (2x10 mL), una disolucién 1.0 N
de NaOH (2x10 mL) y agua (2x10 mL). La fase orgénica se seca con
Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Los crudos
obtenidos se purificaron por cromatografia de columna empleando una
mezcla de 90% hexano/AcOEt como eluyente para obtener (+)-13e (730.1
mg, 88%), (£)-14e (587.1 mg, 74%), (¥)-15e (360.3 mg, 47%) y (¥)-17e
(696.9 mg, 84%).
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Paso 2:

R
©/j\r 2 TiCly (1.0 M CH,Cly, (ji;o\
oj CH,Cl, / ta. R

O g~

(#)-13e Ri:H Ry Me
(+)-14e Ri:H Ry Et
(¢)-15e Ry:H Ry 'Pr
(£)-17e Ry:Me Ry H

)>-13f Ri:H Ry Me
)>-14f Ri:H Ry Et
»-15f Ry:H Ry 'Pr
)>-17f Ry:Me Ry H

ERERERE

Figura 1.36. Preparacion de los isocromanos racémicos (+)-13-15f y ()-17f.

A una disolucion del correspondiente alcohol O-protegido (+)-13-15¢ o (%)-
17e (500 mg, 1.98-2.23 mmol) en CH,CI, seco (6.0 mL) se le afiade gota a
gota, a temperatura ambiente y bajo atmosfera de N,, una disolucién 1.0 M
de tetracloruro de titanio (TiCl,) (1.05 eq.) en CH,CI,. La reaccion se agita a
temperatura ambiente y se sigue por TLC. Una vez concluida, se filtra y el
disolvente se evapora bajo presién reducida. Los crudos obtenidos se
purificaron por cromatografia de columna empleando una mezcla de 90%
hexano/AcOEt como eluyente para obtener (+)-13f (237.8 mg, 72%), (¥)-
14f (303.6 mg, 92%), (z)-15f (174.3 mg, 50%) y (£)-17f (175.0 mg, 53%).

Paso 3:

(o] ? i
NaCIO, o)
R, * N—OH
il 2 CH3CN / H,0 R,
’ .
o) reflujo R
(£)-13f Ri:H Ry Me (£)-13¢ Ri:H Ry Me
(+)-14f Ri:H Ry Et (#)-14c Ri:H Ry Et
(£)-15f Ri:H Ry 'Pr (x)-15¢ Ry:H Ry 'Pr
(£)-17f Ry: Me Ry H (£)-17c¢ Ry: Me Ry H

Figura 1.37. Preparacion de las 3, 4-dihidroisocumarinas racémicas (+)-13-15c y
(¥)-17c.

Finalmente, a una mezcla del correspondiente isocromano racémico (+)-13-
15f o ()-17f (125 mg, 0.71-0.84 mmol) y n-hidroxiftalimida (0.1 eq.) en 8.0
mL of CHsCN/agua 3:1, se le afiade cuidadosamente (1.5 eq.) NaClO,. La
reaccion se pone a reflujo y se mantiene agitando durante 18 horas.
Posteriormente se deja enfriar y se vierte sobre una disolucion al 10% de
Na,SO3 (10 mL). La mezcla obtenida se extrae con Et,O (5x10 mL) y la fase
organica se lava con una disolucion saturada de NaHCO; (2x15 mL). A
continuacion se seca sobre Na,SO,, se filtra y el disolvente es evaporado
bajo presion reducida. En la mayoria de los casos las 3,4-
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dihidroisocumarinas racémicas fueron obtenidas puras, sin necesidad de una
etapa de purificacion posterior. Se aislaron 93.0 mg de ()-13c (68%), 101.8
mg de (%)-14c (75%) y 41.2 mg de (£)-17c (19%). Solo en el caso del
compuesto (+)-15¢ se requiri6 una purificaron por cromatografia de
columna empleando una mezcla de 80% hexano/AcOEt como eluyente. Se
aislaron 31.9 mg de (£)-15c (20%).

Los compuestos previamente descritos, 15a, 17b, 13c, 15d, 13e y 13f
exhiben propiedades fisicas y espectrales de acuerdo con los datos
publicados. Los compuestos 12-16b, 14-17c, 15e, 17e, 14-15f y 17f fueron
debidamente caracterizados.*”

1.26. ASIGNACION DE CONFIGURACIONES
ABSOLUTAS

Las configuraciones absolutas de las cetonas benzofusionadas 12-14a'"® y

17a,'” se han obtenido mediante comparacién de los cromatogramas
obtenidos mediante CG y HPLC con patrones ya descritos previamente en la
bibliografia.’®® La configuracion absoluta de los compuestos 15-16a se
asigno por analogia con los compuestos 13a 'y 14a, respectivamente.

1.27. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Oxidacion de las cetonas benzofusionadas racémicas (+)-12-17a
catalizada por BVMOs.

Las cetonas de partida (£)-12-17a (14-28 mM) se disuelven en 0.5 mL del
medio de reaccion disolucion tampén Tris/HCI (50 mM, pH 8.0 a 10.0)
conteniendo el correspondiente cosolvente organico, junto con D-glucosa-6-
fosfato (2.0 eq.), G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de la
correspondiente BVMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital
a diferentes tiempos y temperaturas. Se detiene la reaccion extrayendo con
AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG, con el fin de
determinar la conversion y la selectividad de los procesos de oxidacion.

177 |_as referencias de los compuestos ya descritos, asi como la caracterizacion completa de los
no descritos pueden consultarse en el Apartado.1.29.

178 pojsson, T.; Dalla, V.; Marsais, F.; Dupas, G.; Oudeyer, S.; Levacher, V. Angew. Chem.
Int. Ed. 2007, 46, 7090-7093.

1 yun, J.; Buchwald, S. L. J. Org. Chem. 2000, 65, 767-774.

18| os datos cromatograficos se encuentran recogidos en el Apartado 1.28.
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Oxidacion de la cetona racémica 2-metil-1-indanona [(+)-13a]
catalizada por la PAMOwuasc Usando como medio de reaccion
diferentes tipos de disoluciones tampdn.

La 2-metil-1-indanona [(¥)-13a] (14 mM) se disuelve en 0.5 mL del
correspondiente medio de reaccion disolucion tampén (50 mM, pH 10.0)
conteniendo un 5% de hexano, junto con D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.),
G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de PAMOyus66. La mezcla
se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 40°C durante 48 horas. Se detiene
la reaccion extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se
analiza por CG, con el fin de determinar la conversion y el exceso
enantiomérico de la lactona (R)-13c y la cetona remanente (S)-13a.

Oxidacion de la cetona racémica 2-metil-1-indanona [(+)-13a]
catalizada por la PAMOwmasc €en presencia de resinas de
intercambio aniodnico.

La 2-metil-1-indanona [(%)-13a] (14 mM) se disuelve en 0.5 mL del medio
de reaccion disolucion tampén Tris/HCI (50 mM, pH 10.0) conteniendo un
5% de hexano, junto con D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.), G6PDH (5.0 U),
NADPH (0.2 mM), 1.0 unidad de PAMOwus6c Y la correspondiente resina de
intercambio anidnico (5.0 eg. en masa de resina previamente lavada con
agua destilada). La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 40°C
durante 48 horas. Se detiene la reaccion extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL),
se seca con Na,SO, y se analiza por CG, con el fin de determinar la
conversion y el exceso enantiomérico de la lactona (R)-13c y la cetona
remanente (S)-13a.

Preparacion enzimatica de 3-alquil-3,4-dihidroisocumarinas
quirales (13-16¢c) a escala multimiligramo catalizada por la
PAMOwmassG.

Las cetonas racémicas (+)-13-16a (60 mg, 0.41-0.32 mmol) fueron disueltas
en una disolucién tampén Tris/HCI (50 mM, pH 10.0, 30 mL) en presencia
de un 5% de hexano para la oxidacion de los compuestos (+)-13a y (+)-15a.
Posteriormente, se afiade D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.), G6PDH (150.0 U),
NADPH (0.2 mM) y 30.0 unidades de la PAMOwa4c. La mezcla se agita a
40 °C y 250 rpm, en agitador orbital, durante 120 horas para (+)-13a, 96
horas para (z)-14a, 104 horas para (+)-15a y 144 horas para (£)-16a. La fase
acuosa se extrae con AcOEt (4x15 mL). La fase orgéanica se seca con
Na,SO, y se evapora el disolvente a presion reducida. Los crudos fueron
purificados por cromatografia de columna (90% hexano/AcOEt),
obteniéndose 49.9 mg de (R)-13c (75%), 42.9 mg de (R)-14c (65%), 32.8 mg
de (S)-15c¢ (50%) y 47.5 mg de (R)-16c¢ (73%).
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Protocolo para la obtencion del extracto libre de células que
contiene PAMO w466 (PAMOM446(3-CFE).

El extracto libre de células se prepard, a partir de un cultivo de E.coli TOP
10 que contiene el gen de la PAMOwussc (PAMOwmasss’), Siguiendo una
metodologia similar a la descrita por Torres Pazmifio et al.’® Se inicia el
precultivo inoculando E. coli TOP 10 PAMOyusc’ €n 5 mL de medio LB
(Lysogeny Broth) que contiene 50 ug mL™ de ampicilina. Se incuba a 37°C
durante toda la noche. Al dia siguiente el precultivo se diluye en 500 mL de
TB (Terrific Broth) con 50 ug mL™ de ampicilina y 0.02 % (p/v) de L-
arabinosa. Se incuba a 200 rpm y 28°C durante 24 horas hasta que haya una
ODeqo aproximada de 7. Las células se separan por centrifugacion (6000 rpm
durante 10 minutos, 4°C, en una centrifuga Centrikon T-124, con rotor
A614), se lavan y se resuspenden en 10 mL de Tris/HCI (50 mM) de pH 9.
A la suspension de células se le afiade FAD, de modo que tengamos una
concentracion final de 100 uM, y se somete a ultrasonidos (en un sonicador
Digital Branson, 70% amplitud, 5 min, 2 seg on/off, 4°C). Los agregados
proteicos y restos celulares se eliminan por centrifugacion (10.000 rpm
durante 30 min, 4°C, en una centrifuga Beckman coulter/Allegra 64R con
rotor Co650), obteniendo un sobrenadante sin células, lo que denominamos
PAMOa4s5-CFE. Este se almacena a -20°C hasta su uso.

Preparacion enzimatica de la lactona quiral 3-metil-3,4-
dihidroisocumarina [(R)-13c] a escala de 250 mg mediante el
extracto libre de células que contiene PAMOwu4s6.

La 2-metil-1-indanona [(£)-13a] (250 mg, 1.71 mmol) se disuelve en una
disolucién tamp6n Tris/HCI (50 mM, pH 10.0, 40 mL), junto con D-glucosa-
6-fosfato (2.0 eq.), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (1250 unidades),
NADPH (0.2 mM) y el extracto libre de células que contiene PAMOus66
(46 mL). La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 40°C y la
reaccion se sigue mediante CG. Después de 48 horas, se detiene la reaccién
extrayendo con AcOEt (5x30 mL), la fase organica se seca con Na,SOy, se
filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. El crudo fue purificado
por cromatografia de columna (90% hexano/AcOEt), obteniéndose 221.1
mg de (R)-13c (80%).

181 Torres-Pazmifio, D. E.; Snajdrova, R.; Baas, B.-J.; Ghobrial, M.; Mihovilovic, M. D.;
Fraaije, M. W. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2275-2278.
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1.28. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES Y
EXCESOS ENANTIOMERICOS

La determinacion de los valores de conversion y excesos enantioméricos de
la mayoria de los compuestos se ha llevado a cabo mediante cromatografia
de gases (Tabla 1.13). Para ello se ha empleado un cromatografo Hewlett
Packard 6890 Series II equipado con la columna Restek Rtp-DEXse (30 m x
0.25 mm x 0.25 pm, 1 bar Ny).

Tabla 1.13. Determinacién de conversiones y/o excesos enantioméricos
mediante CG.

Compuesto Programa® tr(min) R,
(+)-12a 70/5/3/190/0 37.5(R); 37.8 () 22
(+)-12b 70/5/3/200/0 40.9 (R); 41.8 (S) 8.0
(+)-13a 70/5/1/130/0 62.2 (S); 64.4 (R) 5.8
(+)-13b 70/5/1/150/0 79.8 (R): 80.8 (S) 25
(+)-13¢ 70/5/1/160/0 91.4 (S);: 91.8 (R) 1.2
(+)-14a 70/5/1/150/0 71.4 (S); 71.9 (R) 15
(+)-14c 70/5/1/170/0 100.2 -
(+)-15a 70/5/3/200/5 34.3 -
(+)-15¢ 70/5/3/200/5 44.6 -
(¥)-16a 70/5/3/200/10 43.1 --
(+)-16¢ 70/5/3/200/10 55.0 -
(+)-17a 70/5/1/170/0 68.0 (S); 70.9 (R) 8.1
(£)-17b 70/5/1/170/0 86.4 (S); 87.2 (R) 2.4
(+)-17¢ 70/5/1/170/0 86.4 (S); 87.2 (R) 2.3

2 Programa: Tiniciar (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ T, (°C)/ tiempo (min).
tr: tiempo de retencion.

La determinacion de los valores de los excesos enantioméricos de los
compuestos 14c, 15a, 15c¢, 16a y 16¢ se ha llevado a cabo mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia empleando un cromatégrafo Hewlett
Packard 1100 LC equipado con una columna A: Chiralcel OB-H (Daicel,
0.46 cm x 25 cm) o B: Chiralcel OJ-H (Daicel, 0.45 cm x 25 cm).

182 E| factor de resolucién se calcula mediante la formula: Re=2(t,-t;)/(w;+w,), siendo t el
tiempo de retencion de cada enantiomero y w la anchura del pico.
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Tabla 1.14. Determinacién de excesos enantioméricos mediante HPLC.

Compuesto Condiciones® Columna tr(min) R,
(#)-14c _ HIIPA90:10,07,30°C A 243(5);302(R) 69
(+)-15a  H/IPA 98:2, 0.8, 30°C B 6.8 (R); 7.5 (S) 3.8
(#)-15c  H/IPA 98:2, 0.8, 30°C B 139(5); 149 R) 3.9
(+)-16a  H/IPA 99:1, 1.0, 30°C B 5.7 (5); 6.4 (R) 48
(1)-16c  H/IPA99:1, 1.0, 30°C B 142 (R); 166 (S) 8.2

2 Condiciones: H/IPA= Hexano/2-propanol, proporcién de eluyente, flujo (mL min™), T(°C).
tr: tiempo de retencion.

1.29. DATOS EXPERIMENTALES

En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el Capitulo 1 (Seccién 2) de la Memoria que no
han sido adquiridos comercialmente. Los criterios de caracterizacién son los
mismos que los utilizados en el Capitulo 1 (Seccién 1). En cuanto a las
rotaciones especificas [a] se han incluido las de aquellos compuestos que no
estaban descritas.
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()-2-1sopropil-1-indanona, ()-15a'"

Aceite amarillo
Rendimiento: 29%

Férmula empirica: C,H1.0

Peso Molecular: 174.3 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.39

IR (KBr): 3015, 2960, 1712, 1608, 1465, 1385, 1370 cm”

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 0.78 (d, 33,4 6.8 Hz, 3H,), 1.05 (d, *Ju4
6.8 Hz, 3H)), 2.36-2.47(m, 1H;), 2.64-2.70 (m, 1Hy), 2.94 (dd, 23y 17.5 Hz,
$Jun 3.9 Hz, 1H,), 3.14 (dd, 2Jyn 17.5 Hz, 33,44 8.1 Hz, 1H,), 7.35 (t, *Jun 7.7
Hz, 1H,), 7.46 (d, *Juu 7.7 Hz, 1H,), 7.56 (t, *Juu 7.7 Hz, 1Hy), 7.74 (d, *Jun
7.7 Hz, 1H;)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): 17.2 (CHs, Cy), 20.8 (CHs, C), 28.1 (CH,,
C.), 28.9 (CH, C)j), 53.0 (CH, Cy), 123.6 (CHa, Cy), 126.4 (CH,, Cy), 127.1
(CHap, Ce), 134.5 (CHay, Cy), 137.5 (Cay, Ci), 154.2 (C,,, Cq), 208.9 (C=0, C,)

EM (ESI, m/z): 197 [(M+Na)*, 56%]
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()-3-Metil-4,5-dihidrobenzo[bJoxepin-2(3H)-ona, (+)-12b

Aceite amarillo
Rendimiento: 60%

Formula empirica: Ci1H;1,0,

Peso Molecular: 176.2 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.59
IR (KBr): 3040, 2976, 1765, 1608, 1487, 1389 cm™

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.16 (d, *Ju1 6.3 Hz, 3H,), 1.92-1.98 (m,
1H,), 2.12-2.17 (m, 1H,), 2.58-2.60 (m, 2H,), 2.92-3.04 (M, 1Hy), 7.06-7.35
(m, 4Hzgni)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 16.0 (CHj5, Cy), 28.1 (CH,, C.), 35.1 (CH,
Cp), 36.0 (CH,, Cy), 119.2 (CHa, Cj), 125.7 (CH., C,), 128.1 (CH,, Cy),
129.3 (CHa, Cy), 130.5 (Cy, Ce), 151.3 (Ca, Cj), 174.3 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 176 (M*, 100%), 161 (31), 133 (39), 107 (76), 91 (26)

EMAR (ESI): calculada para C;;H3,NaO, (M+Na)*: 199.0730; encontrada:
199.0722
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()-3-Metil-3,4-dihidrocumarina, (+)-13b

Aceite amarillo claro

Rendimiento: 55%

Férmula empirica: C1oH10-

Peso Molecular: 162.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.49

IR (KBr): 3056, 2978, 1765, 1489, 1389 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.37 (d, *Jun 6.5 Hz, 3H)), 2.61-2.83 (m,
2H,,), 2.85-3.06 (M, 1H,), 6.98-7.10 (M, 2Hsp), 7.12-7.28 (M, 2H,,)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): & 15.3 (CHs, C)), 31.6 (CH,, C,), 34.2 (CH,
Cy), 1165 (CHar, Cp), 122.8 (Can Cu), 124.2 (CHay, C), 127.9 (CHy, Cy),
128.2 (CHar, Ce), 151.8 (Car, C)), 1715 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 162 (M*, 100%), 134 (64), 119 (69), 91 (51)

EMAR (ESI): calculada para CyoH;oNaO, (M+Na)*: 185.0573; encontrada:
185.0569
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(x)-3-Etil-3,4-dihidrocumarina, (+)-14b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 43%

Formula empirica: Ci1H;1,0,

Peso Molecular: 176.2 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.54

IR (KBr): 3044, 2968, 1767, 1489, 1383 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.06 (t, *Ju 7.5 Hz, 3H,), 1.58-1.68 (m,
1H;), 1.92-2.01 (m, 1H;), 2.60-2.66 (M, 1Hy), 2.79-2.87 (m, 1H,), 3.05 (dd,
23un 15.6 Hz, *34445.7 Hz, 1H,), 7.03-7.13 (m, 2Hyy,), 7.18-7.32 (M, 2H. )

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 11.2 (CHs, Cy), 22.7 (CH,, C;), 28.6 (CH,,
C.), 40.4 (CH, Cy), 116.4 (CHa, Cy), 122.5 (Car, Cy), 124.1 (CHar, Cy), 128.1
(2CH,y, Cey), 1515 (Ca, C;), 170.8 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 176 (M*, 83%), 148 (28), 133 (100), 119 (49), 91 (38)

EMAR (ESI"): calculada para Cy;H;30, (M+H)": 177.0914; encontrada:
177.0910
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(£)-3-Isopropil-3,4-dihidrocumarina, (£)-15b

Aceite amarillo
Rendimiento: 15%

Férmula empirica: C1,H140,

Peso Molecular: 190.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.71

IR (KBr): 3043, 2965, 1768, 1489, 1459 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.01 (d, 3Jun 6.8 Hz, 3Hy), 1.06 (d, I
6.9 Hz, 3H), 2.16-2.26 (m, 1H)), 2.50-2.57 (M, 1H,), 2.85-3.01 (M, 2Hy),
7.01-7.10 (M, 2Hny), 7.18-7.29 (M, 2H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 18.6 (CHs, Cy), 20.5 (CH3, C), 25.4 (CH,,
Co), 26.9 (CH, C)), 45.4 (CH, Cy), 116.4 (CH,, Cy), 122.7 (Cu, Cy), 124.1
(CHar, Cy), 128.1 (2CH,, Cye), 151.5 (Cay, Ci), 170.2 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 190 (M*, 75%), 175 (18), 147 (86), 107 (100) 91 (40), 77
(28)

EMAR (ESI): calculada para Cy,H1,NaO, (M+Na)*: 213.0882; encontrada:
213.0886
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(x)-3-Butil-3,4-dihidrocumarina, (+)-16b

q h i o0a.0
1y b K
e c |

Sélido amarillo claro
Rendimiento: 19%

Férmula empirica: Ci3H:60,

Peso Molecular: 204.3 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.57
Ps: 30.1-31.7°C

IR (KBr): 3045, 2957, 1769, 1489, 1380 cm’

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): § 0.92 (t, %), 8.1 Hz, 3H,,), 1.25-1.63 (m,
5Hjx), 1.87-1.99 (m, 1H;), 2.64-2.84 (m, 2H,), 3.03 (dd, *Jun 15.5 Hz, *Juy
5.7 Hz, 1H,), 7.01-7.15 (m, 2Hs,), 7.20-7.30 (M, 2H,)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MH2): & 13.8 (CHa, Cy), 22.5 (CHj, C)), 28.9 (CH,
Cy), 29.1 (CH,, C)), 29.3 (CH,, Cy), 39.0 (CH, Cy), 116.4 (CH,y, Cy), 122.5
(Car, Ca), 124.1 (CHay, Cy), 128.0 (2CHar, Cey), 1515 (Car, C)), 170.9 (C=0,
Ca)

EM (EI*, m/z): 204 (M*, 60%), 148 (69), 133 (97), 107 (100), 77 (28)

EMAR (ESI): calculada para C;3H3sNaO, (M+Na)*: 227.1031; encontrada:
227.1043
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(2)-4-Metil-3,4-dihidrocumarina, (¥)-17b'®

Aceite amarillo
Rendimiento: 40%

Férmula empirica: C1oH100-

Peso Molecular: 162.2 g/mol
R¢ (80% CH,Cl,/Hexano): 0.50
IR (KBr): 3043, 2968, 1771, 1489, 1380 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): 5 1.36 (d, *Ju 7.0 Hz, 3H;), 2.60 (dd, *Jun
15.8 Hz, 33,44 8.6 Hz, 1Hy), 2.89 (dd, *Juy 15.8 Hz, 3,44 5.5 Hz, 1Hy), 3.17-
3.24 (M, 1H,), 7.06-7.46 (M, 4Hc141)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): & 19.8 (CHs, C)), 29.4 (CH, C.), 36.7 (CH,,
Cy), 116.8 (CHar, Cp), 125.4 (CHay, Cy), 126.4 (CH,y, Cy), 127.8 (Car, Co),
128.2 (CHay, Ce), 151.2 (C.y, C)), 168.2 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 162 (M*, 100%), 147 (75), 120 (44), 91 (63)

183 Matsuda, T.; Shigeno, S.; Murakami, M. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 12086-12087.
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(2)-3-Metil-3,4-dihidroisocumarina, (+)-13¢"

Aceite blanco
Rendimiento: 68%

Férmula empirica: C10H100-

Peso Molecular: 162.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.18
IR (KBr): 3055, 2986, 1724, 1462, 1266

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.67 (d, *Jun 6.3 Hz, 3H;), 3.08-3.26 (m,
2H,), 4.83-4.94 (m, 1H,), 7.53 (d, *Jun 7.8 Hz, 1H,), 7.60 (t, *Juy 7.6 Hz,
1Hy), 7.76 (t, *Jpn 7.6 Hz, 1H,), 8.18 (d, *Jun 7.7 Hz, 1H.)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 21.3 (CHs, C;), 35.8 (CH,, C), 77.3 (CH,
Cy), 126.2 (Ca, C), 128.9 (CHa, Cy), 129.1 (CHa, Ch), 131.1 (CHa Co),
135.5 (CH,y, C;), 141.1 (Cy, Cy), 168.1 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 162 (M*, 26%), 118 (100), 90 (75)

(R)-3-Metil-3,4-dihidroisocumarina, (R)-13c

Rendimiento: 75%

(R)-13c: [a]p®= -87.5 (c 1.41, CHCI,), ee 85%. Descrito [a]p?*= +90.2 (c
0.55, CH,Cl,) para (S)-13c en la bibliografia.'®®

184 ghinkaruk, S.; Bennetau, B.; Babin, P.; Schmitter, J.-M.; Lamothe, V., Bennetau-
Pelissero, C.; Urdaci, M. C. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 9383-9391.

140



Parte experimental

()-3-Etil-3,4-dihidroisocumarina, (+)-14c

Aceite blanco
Rendimiento: 75%

Férmula empirica: C;1H1,0,

Peso Molecular: 176.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.57

IR (KBr): 3065, 2963, 1767, 1463, 1371 cm’™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.09 (t, ®Ju 7.3 Hz, 3H,), 1.26-1.95 (m,
2H;), 2.88-3.02 (m, 2H,), 4.41-4.50 (M, 1Hy), 7.25 (d, *Jun 7.6 Hz, 1H,), 7.38
(t, 341 7.6 Hz, 1Hy), 7.51 (t, *Ju44 7.6 Hz, 1Hy), 8.07 (d, *Ji 7.8 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 9.2 (CHa, Cy), 27.8 (CHy, C;), 32.5 (CH,,
C.), 79.8 (CH, Cp), 125.0 (Cq, Ci), 127.2 (CH,, Cy), 127.4 (CH,, Ce), 129.9
(CHar, Cp), 133.4 (CH., Cy), 139.9 (C.,, Cy), 165.5 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 176 (M*, 26%), 118 (100), 133 (100), 90 (61)

EMAR (ESI): calculada para Cy;H;,NaO, (M+Na)*: 199.0730; encontrada:
199.0735

(R)-3-Etil-3,4-dihidroisocumarina, (R)-14c

Rendimiento: 65% (R)-14c: [a]po>= -67.2 (¢ 0.90, CHCl5), ee 91%.

185 Kerti, G.; Kurtan, T.; lllyés, T.-Z.; Kovér, K. E.; S6lyom, S.; Pescitelli, G.; Fujioka, N.;
Berova, N.; Antus, S. Eur. J. Org. Chem. 2007, 296-305.
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Capitulo 1

(£)-3-Isopropil-3,4-dihidroisocumarina, ()-15¢

Aceite amarillo
Rendimiento: 20%

Férmula empirica: C1,H1,0,

Peso Molecular: 190.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.42
IR (KBr): 3033, 2965, 1760, 1580, 1465, 1385 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): 8 1.09 (d, *Jun 6.9 Hz, 3H,), 1.11 (d, *Jun
6.9 Hz, 3H)), 2.00-2.11 (m, 1H;), 2.85 (dd, *Juy 16.1 Hz, *Jpy 3.0 Hz, 1H,),
3.01 (dd, 2y 16.1 Hz, %344, 11.8 Hz, 1H,), 4.24-4.31 (m, 1H,), 7.36 (d, *Juy
6.6 Hz, 1H.), 7.50 (t, *Ju 6.4 Hz, 1H,), 7.55 (t, *Jun 6.4 Hz, 1Hy), 8.09 (d,
3Jun 7.7 Hz, 1H))

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 18.2 (2CHs, Cy)), 30.1 (CH,, Co), 32.7
(CH, Cj), 83.5 (CH, Cy), 125.0 (Car, Ci), 127.2 (CHar, Cy), 127.3 (CHay, Co),
129.9 (CHay, Cy), 133.4 (CHay, Cp), 139.9 (Car, Cg), 165.5 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 213 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESIY): calculada para C1,H;4NaO, (M+Na)": 213.0866; encontrada:
213.0882

(S)-3-Isopropil-3,4-dihidroisocumarina, (S)-15¢

Rendimiento: 50%

(S)-15¢: [a]p>= -58.2 (¢ 1.15, CHCl5), ee >99%.
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Parte experimental

()-3-Butil-3,4-dihidroisocumarina, (+)-16¢

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 5%

Férmula empirica: C13H10-

Peso Molecular: 204.3 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.31

IR (KBr): 3071, 2970, 1725, 1466, 1383 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 0.93 (t, *J,4 8.1 Hz, 3H,;), 1.35-1.61 (m,
4Hy)), 1.67-1.77 (m, 1H;), 1.83-1.89 (m, 1H;), 2.89-3.03 (m, 2H,), 4.48-4.56
(m, 1Hy), 7.23 (d, *Jun 7.6 Hz, 1H,), 7.38 (t, *Jun 7.6 Hz, 1Hy), 7.52 (t, *Jun
7.6 Hz, 1Hy), 8.09 (d, ®Ju 7.6 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 13.9 (CH3, Cy), 22.4 (CH,, C)), 26.9 (CH,,
Cy), 33.2 (CH,, C)), 34.6 (CH,, C,), 78.7 (CH, Cy), 126.2 (Cq, Cy), 127.3
(CH., Cy), 127.6 (CH,, C.), 130.2 (CH,, Cp), 133.6 (CH., Cf), 139.1 (Ca,
Cy), 165.2 (C=0, C,)

EM (EI*, m/z): 204 (M*, 60%), 148 (69), 133 (97), 107 (100), 77 (28)

EMAR (ESI): calculada para Ci3H;sNaO, (M+Na)*: 227.1043; encontrada:
227.1036

(R)-3-Butil-3,4-dihidroisocumarina, (R)-16c

Rendimiento: 73%

(R)-16¢: [a]p>= -37.8 (c 0.74, CHCl5), ee 92%.
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Capitulo 1

()-4-Metil-3,4-dihidroisocumarina, (¥)-17¢

Aceite amarillo
Rendimiento: 19%

Férmula empirica: C1oH100-

Peso Molecular: 162.2 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.31
IR (KBr): 3072, 2968, 1730, 1606, 1465, 1379 cm™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.53 (d, *Ju4 6.0 Hz, 3H;), 3.32-3.40 (m,
1H,), 4.44 (dd, 23444 9.6 Hz, *J4n 6.1 Hz, 1H,), 4.73 (dd, 2Jyn 9.6 Hz, 23y 4.2
Hz, 1Hy), 7.56-7.64 (M, 2Hgp), 7.67-7.79 (M, 1H), 8.12-8.24 (m, 1H,)

“C-RMN (CDs0D, 75.5 MHz): § 17.1 (CHs, Cj), 33.2 (CH, C.), 74.1 (CH,,
Cp), 125.5 (Ca, Ci), 127.6 (CH,, C,), 128.8 (CH, C.), 131.3 (CH., Cy),
135.7 (CH,,, Cr), 149.6 (C4,, Cy), 167.7 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 162 (M*, 56%), 132 (100), 104 (72), 91 (11)

EMAR (ESIY): calculada para C;oH10NaO, (M+Na)*: 185.0573; encontrada:
185.0578
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Parte experimental

()-3-Metil-1-fenilbutan-2-ol, (+)-15d**

Aceite amarillo
Rendimiento: 62%

Férmula empirica: C;1H160

Peso Molecular: 164.2 g/mol
R¢ (80% Hexano/CH,Cl,): 0.39
IR (KBr): 3427, 3028, 2960, 1495, 1385, 1176 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.02 (d, *J,4 6.8 Hz, 6H,;), 1.73-1.80 (m,
2H;p), 2.61 (dd, 2Jp 13.6 Hz, *Jp 9.4 Hz, 1Hy), 2.74 (dd, 2Ju 13.6 Hz, *Jpy
6.3 Hz, 1Hy), 3.57-3.63 (m, 1H,), 7.23-7.36 (M, 5Hs )

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.2 (CHs, C,), 18.8 (CH,, C;) 33.0 (CH,
Cy), 40.7 (CH,, Cy), 77.4 (CH, Co), 126.3 (CHa, Ch), 128.5 (2CHa, Cy),
129.3 (2CHsy, C;), 139.1 (Car, Co)

EM (EI*, m/z): 164 (M*, 4%), 121 (16), 103 (22), 92 (100), 77 (14)

18 Guijarro, D.; Mancheno, B.; Yus, M. Tetrahedron 1992, 48, 4593-4600.
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Capitulo 1

(2)-[2-[(2-Metoxietoxi)metoxi]propil]benceno, (+)-13e™’

Cho
g e
j h ONd
i o b
o

Aceite incoloro
Rendimiento: 88%

Férmula empirica: Ci3H,005

Peso Molecular: 224.3 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.32

IR (KBr): 3028, 2969, 1496,1377 cm”

'H-RMN (CD;0OD, 300.13 MHz): & 1.28 (d, *J4 6.3 Hz, 3H,), 2.81 (dd,
2Jhn 13.6 Hz, *Jyn 5.7 Hz, 1Hy), 2.94 (dd, 2Juy 13.6 Hz, *Juy 8.7 Hz, 1Hy),
3.45 (s, 3H,), 3.51-3.64 (M, 4Hy), 4.02-4.13 (M, 1H,), 4.68 (d, Iy 7.1 Hz,
1Hy), 4.81 (d, *Jun 7.1 Hz, 1Hy), 7.29-7.41 (M, 5Hy;)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 20.8 (CH3, Cy), 45.0 (CH,, C;), 59.5 (CHs,
C.), 68.1 (CH,, C), 73.3 (CH,, Cy), 75.9 (CH, C.), 95.0 (CH,, Cy), 127.7
(CHa, Cj), 129.7 (2CH,;, Cp), 131.1 (2CH,,, Ci), 140.9 (C4,, Cy)

EM (APCI*, m/z): 225 [(M+H)", 100%]

187 Mohler, D. L.; Thompson, D. W. Tetrahedron Lett. 1987, 28, 2567-2570.
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Parte experimental

(x)-[2-[(2-Metoxietoxi)metoxi]butil]benceno, (+)-14e

~h f k
! g e |
j h Ojd
[ 5 b
CV\O/a

Aceite incoloro

Rendimiento: 74%

Férmula empirica: C14H2,04

Peso Molecular: 238.3 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.32

IR (KBr): 3028, 2963, 1495, 1372 cm"*

'H-RMN (CD,0D, 300.13 MH2z): 1.01 (t, *Ju 7.4 Hz, 3H), 1.56-1-63 (m,
2H,), 2.83-2.86 (M, 2Hy), 3.43 (s, 3H,), 3.47-3.52 (m, 2H,), 3.55-3.63 (m,
2H,), 3.77-3.84 (M, 1H,), 4.62 (d, 2 7.2 Hz, 1Hy), 4.72 (d, 2Jun 7.1 Hz,
1Hd), 7.33-7.46 (m, 5Hh,i,j)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): § 10.2 (CHs, C)), 28.1 (CH,, Cy), 41.9 (CH,,
Cy), 59.3 (CHs, CJ), 68.1 (CH,, C.), 73.3 (CH,, Cy), 81.1 (CH, C.), 95.3
(CHy, Cy), 127.4 (CHay, C)), 129.5 (2CH,y, C) 130.9 (2CH,,, C)), 140.8 (Ca,
Co)

EM (ESI*, m/z): 261 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESI): calculada para C14H»;NaO; (M+Na)™: 261.1461; encontrada:
261.1456
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Capitulo 1

(£)-1-[2-[(2-Metoxietoxi)metoxi]-3-metilbutil]benceno, (+)-15e

Aceite incoloro
Rendimiento: 47%

Férmula empirica: Ci5H,405

Peso Molecular: 252.3 g/mol

Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.37
IR (KBr): 3028, 2963, 1495, 1386, 1366 cm

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 0.93 (d, *Ju 5.3 Hz, 3H,,), 0.99 (d, 3Juy
5.3 Hz, 3H)), 1.80-1.91 (m, 1H,), 2.67-2.88 (m, 2H;), 3.23-3.32 (M, 6H,.),
3.49-3.55 (m, 1Hy), 3.65-3.70 (m, 1Hy), 4.49 (d, 2Juy 7.2 Hz, 1H), 4.65 (d,
2341 7.2 Hz, 1Hy), 7.16-7.30 (M, 5Hy;))

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 17.6 (CHs, Cy), 18.0 (CH3, Cx), 30.5 (CH,
Cy), 37.2 (CH,, Cy), 58.8 (CHs, C.), 66.7 (CH,, Co), 71.6 (CH,, Cy), 83.0
(CH, Co), 95.4 (CH,, Cy), 125.9 (CHar, C;), 128.1 (2CH,, Cy) 129.4 (2CH,,
Ci), 139.6 (Car, Cy)

EM (ESI*, m/z): 253 [(M+H)", 42%)]

EMAR (ESI): calculada para Ci5H,,NaO; (M+Na)*: 275.1618; encontrada:
275.1613
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Parte experimental

(£)-[1-[(2-Metoxietoxi)metoxi]propan-2-il]benceno, (+)-17e

Aceite incoloro
Rendimiento: 84%

Férmula empirica: Ci13H,04

Peso Molecular: 224.3 g/mol
R¢ (80% Hexano/AcOEt): 0.29
IR (KBr): 3029, 2961, 1495, 1386 cm™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.43 (d, *Jun 6.7 Hz, 3H,), 3.12-3.24 (m,
1Hy), 3.51 (m, 3H,), 3.61-3.86 (m, 6Hycc), 4.79 (s, 2Hy), 7.33-7.46 (m,
5thi1j)

BC.RMN (CD;0D, 75.5 MHz): § 19.2 (CHs, Cy), 41.6 (CH, Cy), 59.3 (CHs,
C.), 68.1 (CHa, Co), 73.2 (CH,, C.), 74.9 (CHy, Cy), 96.7 (CH,, Cy), 127.6
(CHar, C;), 128.7 (2CHy, Cp), 129.6 (2CHa, Ci), 146.1 (Car, Cy)

EM (ESI*, m/z): 247 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESIY): calculada para Ci3HxNaO; (M+Na)™: 247.1305; encontrada:
247.1295
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Capitulo 1

(2)-3-Metilisocromano, ()-13f'’

h i a
%
b
f f J
e Cc

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 72%

Férmula empirica: C1,H:,0

Peso Molecular: 148.2 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.56
IR (KBr): 3065, 2971, 1585, 1499, 1384 cm™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.60 (d, *Ju 6.1 Hz, 3H;), 2.87-3.06 (m,
2H.), 4.05-4.15 (m, 1Hy), 5.07 (s, 2Ha), 7.26-7.43 (M, 4He141)

“C-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): § 22.1 (CH3, C;), 37.1 (CHy, Cy), 69.4 (CH,
C.), 72.9 (CH, Cp), 125.4 (CHy, Cf), 127.3 (CHy, Ce), 127.8 (CHa, Cy),
130.0 (CHa,, Cp), 134.8 (C4,, Ci), 135.9 (Cay, Cy)

EM (EI*, m/z): 148 (M", 17%), 104 (100), 91 (7)
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Parte experimental

(%)-3-Etilisocromano, (+)-14f

hia
g©ilok/
b
INA i
e Cc ]

Aceite incoloro

Rendimiento: 92%

Férmula empirica: C;1H1.0

Peso Molecular: 162.2 g/mol
R; (80% CH,Cl,/Hexano): 0.57
IR (KBr): 3065, 2963, 1496, 1456, 1371 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.14 (t, ®Ju4 7.4 Hz, 3H,), 1.66-1.86 (m,
2H)), 2.79 (d, *Jun 7.0 Hz, 2H,), 3.60-3.69 (M, 1Hy), 4.86 (d, *Juy 15.2 Hz,
1H,), 4.95 (d, °Jun 15.2 Hz, 1H,), 7.05-7.10 (m, 1Hy), 7.19-7.31 (M, 3Heqp)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): 8 9.7 (CHs, Cy), 28.7 (CH,, C;), 33.5 (CH,
Co), 68.0 (CH,, C,), 76.0 (CH, Cy), 123.9 (CHar, Ce), 125.6 (CHar, Cy) 126.1
(CHar, C;), 128.6 (CHa, Cp), 133.3 (Car, Co), 134.8 (Car, C)

EM (EI', m/z): 162 (M", 17%), 104 (100), 91 (10)

EMAR (ESI"): calculada para Cy;;H,O (M)*: 162.1045; encontrada:
162.1039
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Capitulo 1

(£)-3-Isopropilisocromano, (£)-15f

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 50%

Férmula empirica: C1,H:60

Peso Molecular: 176.2 g/mol
Rs (80% CH,Cl,/Hexano): 0.43
IR (KBr): 3024, 2961, 1465, 1386, 1368 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.05 (d, *J;4 6.8 Hz, 6Hy,), 1.81-1.87 (m,
1H)), 2.77 (dd, 2Jun 14.0 Hz, *J4n 9.9 Hz, 1H,), 2.96 (dd, 2Ju 14.0 Hz, *Jpp
2.8 Hz, 1H.), 3.61-3.67 (m, 1Hy), 4.62 (d, “Ju 11.4 Hz, 1H,), 4.77 (d, *Jun
11.4 Hz, 1H,), 7.24-7.39 (M, 4He141)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 17.5 (CH3, Cy), 18.7 (CH3, C)) 33.8 (CH,
Cy), 36.8 (CH, Cy), 44.3 (CH,, C,), 77.2 (CH, Cp), 126.9 (CH,, Cy), 128.9
(CHar, C) 130.5 (CHar, C), 130.7 (CH,,, Ce), 136.1 (Car, Cg), 138.4 (Car, C)

EM (EI*, m/z): 176 (M*, 25%), 91 (85)

EMAR (ESI"): calculada para Cj;,HisO (M)™: 176.1201; encontrada:
176.1198
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Parte experimental

(£)-4-Metilisocromano, (+)-17f

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 53%

Férmula empirica: C1,H1,0

Peso Molecular: 148.2 g/mol
R (80% CH,Cl,/Hexano): 0.52
IR (KBr): 3021, 2960, 1584, 1492, 1386 cm™

'H-RMN (CDs0D, 300.13 MHz): & 1.37 (d, ®Jun 7.0 Hz, 3H;), 2.93-3.06 (m,
1H,), 3.74 (dd, *Ju 12.0 Hz, 34 5.0 Hz, 1Hy), 4.08 (dd, 2Jyn 12.0 Hz, *Juy
4.4 Hz, 1H,), 5.54 (s, 2H,), 7.11 (d, ®Jun 6.8 Hz, 1H,), 7.13-7.38 (M, 3Hsgp)

BC-RMN (CDs0D, 75.5 MHz): & 20.1 (CHs, C;), 33.4 (CH, C,), 69.5 (CH,,
Cv), 72.7 (CH,, C,), 125.4 (CH,, C,), 127.2 (CH,, C.) 127.9 (CH., Cy),
129.0 (CH,,, Cy), 135.5 (C4r, Cy), 140.0 (C4r, C)

EM (EI*, m/z): 148 (M*, 30%), 118 (100), 105 (21), 91 (20), 77 (11)

EMAR (ESI"): calculada para CiH;,O (M)": 148.0888; encontrada:
148.0874

153







CAPITULO 2

Sintesis biocatalitica
simultanea de
compuestos opticamente
activos a través de
transformaciones
cinéticas asimétricas
interconectadas.
Metodologia PIKAT






Antecedentes

2.1. CATALISIS CONCURRENTE

En las ultimas décadas, se ha producido un gran avance dentro del campo de
la quimica y de la biologia. Gran parte de este desarrollo se ha generado
gracias al esfuerzo de los investigadores por entender los principios basicos
gue rigen los procesos bioquimicos naturales e intentar mimetizarlos. De
esta forma, la Naturaleza, el sistema conocido hasta la fecha mas
evolucionado y eficiente, ha sido la fuente de inspiracién para numerosos
cientificos. En los procesos naturales, la optimizacion de la energia y de los
recursos es una de las mayores premisas.’® Asi, los organismos vivos han
optimizado sus maquinarias metabolicas utilizando varios catalizadores de
forma selectiva y simultanea, formando redes complejas y efectivas. En
estas rutas, los catalizadores estan regulados de tal forma que el producto de
una reaccion es el sustrato de la siguiente.'®

18 Biology. Eds. Curtis, H.; Barnes, N. S. W. H. Freeman & Co., New York 1989.
189 | ehninger Principles of Biochemistry. Eds. Nelson, D. L.; Cox, M. M. W. H. Freeman &
Co., Nueva York 2004.
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Capitulo 2

Numerosos quimicos organicos han volcado sus esfuerzos en el desarrollo
de nuevas estrategias sintéticas de compuestos quirales mimetizando estas
rutas biocataliticas. De esta forma, si se logra que varios catalizadores
trabajen de manera simultanea, se disminuyen las pérdidas de rendimiento y
tiempo cominmente asociadas al aislamiento de los productos
intermediarios, hechos que se traducen en una disminucién de los costes
globales. Asi, nace el interés por la catélisis concurrente de tipo tandem
(CTC, del inglés “concurrent tandem catalysis”), la cual se define como
aquella en la que existe una accion cooperativa de dos o mas ciclos
cataliticos en un Unico reactor. En estos casos, cada uno de los catalizadores
debe ser compatible con los sustratos, intermedios y demas catalizadores
presentes, y ademas debe comportarse de manera selectiva en la secuencia
de reacciones.’®® Dentro de este tipo de procesos, podemos diferenciar dos

estrategias diferentes (Figura 2.1):™*

e Procesos en cascada o domind: El material de partida sufre una
transformacion en la que dos o mas reacciones ocurren una a
continuacion de la otra de una manera inseparable. Como
consecuencia, las reacciones individuales son muy dificilmente
llevadas a cabo de manera independiente. Por esta razon, el
producto de la primera reaccién es generalmente inestable y a
menudo elude su aislamiento y caracterizacién. Dicho intermediario
evoluciona rapidamente hacia el producto final o hacia el siguiente
intermedio sin acumularse, y de esta forma se evitan en gran medida
reacciones secundarias, dando lugar generalmente a un proceso
global con buenos rendimientos.™®

e Procesos secuenciales o téndem: Tienen lugar de manera
consecutiva y por lo tanto en ocasiones son consideradas como
transformaciones en dos pasos, donde cada una de las reacciones
puede llevarse a cabo por separado y el intermediario es
relativamente estable.'*

% Domino Reactions in Organic Synthesis. Eds. Tietze, L. F.; Brasche, G.; Gericke, K.
Wiley-VCH, Weinheim 2006.

191 Bisogno, F. R.; Lavandera, I.; Gotor, V. en Biocatalytic concurrent processes. Ed. Seidel,
A. John Wiley & Sons, Hoboken 2011, 1-20.

192 (a) Denmark, S. E.; Thorarensen, A. Chem. Rev. 1996, 96, 137-165; (b) Mayer, S. F.;
Kroutil, W.; Faber, K. Chem. Soc. Rev. 2001, 30, 332-339.
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Antecedentes

CASCADA O DOMINO

Catalizador 1

Condiciones 1

No aislable

Producto A

Catalizador 2 -
—_— Producto B

Condiciones 1 -
TANDEM O SECUNCIAL

Catalizador 1 Catalizador 2 -
T » | ProductoA ] —==="—— < » |Producto B
Condiciones 16 2 -

Condiciones 1

Figura 2.1. Representacion general de una transformacion en cascada y una
transformacion tandem.

2.2 REGENERACION DE COFACTOR EN
OXIDORREDUCTASAS

Como vya se ha comentado, en las reacciones catalizadas por
oxidorreductasas, la transferencia de electrones entre especies quimicas se
produce generalmente a través de un cofactor. Puesto que se necesita una
molécula de éste por cada molécula de sustrato que se quiere oxidar o
reducir, el uso de cantidades estequiométricas de cofactor genera un elevado
coste, sobre todo con enzimas que son NADPH-especificos. Por ello, la
regeneracion y reutilizacion eficiente de NADPH es esencial para la
aplicacion de oxidorreductasas aisladas en biocatalisis.

En sentido estricto, cualquier estrategia de reciclaje representa un proceso
concurrente, ya que la reaccion auxiliar trabaja en paralelo a la reaccion
deseada. Un buen sistema de regeneracién debe cumplir una serie de
condiciones. Por un lado, ha de tener bajo coste y ha de evitar la formacion
de subproductos que requieran etapas de purificacion adicionales. Por otro
lado, el método empleado no debe interferir en la actividad o selectividad
del biocatalizador principal.**® Ademés, el proceso debe tener un elevado
valor de TON para el cofactor (del inglés “turnover number”),*** que se
define como el nimero de recambio o los moles de producto formado por
cada mol de cofactor usado en una determinada reaccion. También debe
poseer un elevado valor de TOF (del inglés “turnover frequency”) que se
define como frecuencia de recambio y se expresa como TON en la unidad

13 Leonida, M. D. Curr. Med. Chem. 2001, 8, 345-369.
194 Chenault, H. K.; Simon, E. S.; Whitesides, G. M. Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 1988, 6,
221-270.
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de tiempo (sus unidades son h™). Si el reciclado es efectivo, una pequefia
cantidad de cofactor frente a la cantidad inicial de sustrato es suficiente para
generar reacciones muy rapidas con altos valores de TON. Se considera que
para que un proceso resulte rentable en términos econdémicos, es necesario
un valor del TON de entre 1000 y 100000.**

Existe un gran nimero de metodologias que permiten el reciclaje de los
cofactores de tipo nicotinamida: métodos quimicos,'* electroquimicos,’
fotoquimicos,'*® 'y enzimaticos."®® Sin embargo todas ellas tienen varias
desventajas como son efectos perjudiciales para el biocatalizador principal,
altos costes y pérdida de material, lo cual disminuye la “eficiencia atbmica”
del proceso.”® Una manera de evitar estos inconvenientes, y de la que se han
desarrollado algunos ejemplos en los ultimos afios, consiste en trabajar con
sistemas biocataliticos concurrentes formados por varias reacciones
interconectadas que generan productos de interés. De este modo ya no existe
una reaccion principal y otra auxiliar, sino dos reacciones principales
actuando de forma paralela y generando productos Utiles.

1% Hummel, W. Trends Biotechnol. 1999, 17, 487-492.

1% (a) Hollmann, F.; Schmid, A.; Steckhan, E. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 169-171; (b)
Hollmann, F.; Lin, P.-C.; Witholt, B.; Schmid, A. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 8209-8217;
(c) Lutz, J.; Hollmann, F.; Ho, T. V.; Schynder, A.; Fish, R. H.; Schmid, A. J. Organomet.
Chem. 2004, 689, 4783-4790; (d) de Gonzalo, G.; Ottolina, G.; Carrea, G.; Fraaije, M. W.
Chem. Commun. 2005, 3724-3726.

197 (a) Délécouls-Servat, K.; Bergel, A.; Basséguy, R. J. Appl. Electrochem. 2001, 31, 1095-
1101; (b) van der Donk, W. A.; Zhao, H. Curr. Opin. Biotechnol. 2003, 14, 421-426; (c)
Liu, W.; Wang, P. Biotechnol. Adv. 2007, 25, 369-384.

1% (a) Hollmann, F.; Taglieber, A.; Schulz, F.; Reetz, M. T. Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46,
1-5; (b) Taglieber, A.; Schulz, F.; Hollmann, F.; Rusek, M.; Reetz, M. T. ChemBioChem
2008, 9, 565-572; (c) Park, C. B.; Lee, S. H.; Subramanian, E.; Kale, B. B.; Lee, S. M.;
Baeg, J.-O. Chem. Commun. 2008, 5423-5425.

199 (a) Vrtis, J. M.; White, A.; Metcalf, W. W.; van der Donk, W. A. Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 3257-3259; (b) Tishkov, V. I.; Popov, V. O. Biomol. Eng. 2006, 23, 89-110; (c)
Johannes, T. W.; Woodyer, R. D.; Zhao, H. Biotechnol. Bioeng. 2007, 96, 18-26.

20 (3) Trost, B. M. Science 1991, 254, 1471-1477; (b) Sheldon, R. A. Pure. Appl. Chem.
2000, 72, 1233-1246.
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2.3. PROCESOS CONCURRENTES CON
OXIDORREDUCTASAS

Existen numerosos ejemplos descritos en la bibliografia en los que algunas
oxidorreductasas forman parte en procesos concurrentes. En este apartado se
sefialaran algunos.”*

Un sistema concurrente de tipo tdndem fue el desarrollado por Kroutil y
colaboradores empleando alcohol deshidrogenasas (ADHSs).?”? En éste se
realiz6 una desracemizacion de alcoholes secundarios combinando en “one
pot” células enteras provenientes de la bacteria Alcaligenes faecalis, las
cuales oxidan selectivamente un alcohol a cetona, con una ADH aislada, la
cual reduce estereoselectivamente la cetona generada (Figura 2.2a). De este
modo se genera el alcohol secundario de configuracion contraria al oxidado
por la bacteria, consiguiéndose la estereoinversion del enantiémero reactivo
mediante un proceso concurrente de oxidacion-reduccion. En este proceso
se utilizan dos catalizadores con una estereopreferencia contraria y una
fuente de electrones diferente (NADPH y NADH). En las células enteras, el
cofactor se recicla gracias al metabolismo celular con un consumo de
oxigeno, mientras que para el enzima aislado es necesario un sistema de
reciclaje de cofactor auxiliar (bien 2-propanol o el sistema glucosa
deshidrogenasa/glucosa). Asi se consiguid superar la limitacion intrinseca
de toda resolucion cinética, para la cual el rendimiento maximo teérico del
producto enantiopuro es del 50%, pudiéndose obtener los alcoholes
secundarios con rendimientos cuantitativos y excelentes excesos
enantiomeéricos. De este modo se ha desarrollado una alternativa efectiva a
la resolucién cinética dindmica de alcoholes secundarios.

Este método se extendié a la desracemizacion de alcoholes secundarios
empleando enzimas aislados.?® Se utilizaron dos ADHs con
estereoselectividad opuesta usando dos sistemas de regeneracion del
cofactor diferentes, uno ligado al reciclado del NADH y otro al del NADPH.
Para que este proceso tenga lugar, cada una de las ADHs debe ser muy
selectiva hacia cada uno de los cofactores. Ademas, los sistemas de

201 para ver més ejemplos: Schrittwieser, J. H.; Sattler, J.; Resch, V.; Mutti, F. G.; Kroutil, W.
Curr. Opin. Chem. Biol. 2011, 14, 249-256.

202 \/0ss, C. V.; Gruber, C. C.; Kroutil, W. Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 741-745.

23 (3) Voss, C. V.; Gruber, C. C.; Faber, K.; Knaus, T.; Macheroux, P.; Kroutil, W. J. Am.
Chem. Soc. 2008, 130, 13969-13972; (b) Voss, C. V.; Gruber, C. C.; Kroutil, W. Synlett
2010, 991-998.
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regeneracion no deben interferir en las reacciones de oxidacion/reduccion
llevadas a cabo por las ADHs. Los autores emplearon la YcnD NADPH-
oxidasa de Bacillus subtilis para reciclar el cofactor de la ADH de
Lactobacillus kefir, enzima con una preferencia anti-Prelog® (oxidacion del
alcohol de configuracion R), mientras que para la ADH-A, enzima Prelog y
NADH-selectiva, utilizaron una formiato deshidrogenasa. De esta forma se
aislaron los correspondientes (S)-alcoholes con conversion total y de forma
enantiopura (Figura 2.2b). Ademés se desarroll6 otro sistema enzimatico,
con el objeto de formar los alcoholes de configuracion opuesta. Para ello se
utilizaron los mismos enzimas de regeneracion de cofactor y las ADH de
Thermoanaerobium brockii, enzima con una preferencia Prelog, y ADH-
PR2, enzima anti-Prelog.

a)
OH oH
/ST)R1 Alcal faecalis / O MON d A(I?Si; | o
(+ caligenes faecalis / O, L reduccion (S)-selectiva PN
OH  ©Oxidacion (R)-selectiva e} \ R (S)R1
M :
R /(;R1 R™OR, NADb NAD
reciclaje del cofactor
B} on OH
: By
R o) Rgf OH
S LK-ADH () ADH-A B
R R
OH 7N )OL N\ S
R~ R, NADP" NADPH R™ R NADH NAD*
(R)
0, \—/ H,0, Formiato \—/ CO,
NADPH oxidasa FDH

Figura 2.2. Desracemizacion biocatalitica mediante un proceso concurrente de
oxidacién-reduccion.

Otro ejemplo de desracemizacién mediante un proceso concurrente de
oxidacion-reducciéon se empleé en la resolucion de aminoacidos. La D-
aminoacido oxidasa de Rhodotorula gracilis catalizé la deaminacion de un

204 1 as ADHs suelen seguir la llamada “regla de Prelog ”, es decir transfieren el hidruro por la
cara re de la cetona proquiral dando lugar al alcohol de configuracién S. Esto sucede
siempre y cuando el grupo grande unido a la cetona presente también la prioridad sobre el
pequefio siguiendo las reglas de Cahn-Ingold-Prelog (CIP). Se encuentra descrito en:
Prelog, V. Pure Appl. Chem. 1964, 9, 119-130.
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D-aminodcido y una L-aspartato aminotransferasa expresada en E. coli se
utilizé para la transformacion del intermedio a-cetoacido (Figura 2.3).%%
Aungue la transaminacién es un proceso reversible, se consigue una
conversion total utilizando como amino-donor el acido sulfinico derivado de
la cisteina. Este es transformado en el acido p-cetosulfinico, que
descompone en piruvato y didxido de azufre, desplazando el equilibrio de la
reaccion.

NH, NH, NH,
PR D-AAO PR L-Asp-AAT PR
Naph™ | “"COOH /\‘ Naph”™ ~COOH /\‘ Naph™ “COOH
+ O, +Hy,O  Hy0, + NH; * NH 0
NH o] s 2 SO,
/kz Na h)]\COOH hCOOH HJ\COOH -
Naph™~ ;"COOH P SO,H SO,H Piruvato

Figura 2.3. Desracemizacion de la naftilalanina a través de la estereoinversién del
D-aminodcido en el L-animoacido.

Monti y colaboradores llevaron a cabo un proceso concurrente en “one pot”
y dos pasos, donde se utilizaron tres alcohol deshidrogenasas aisladas (7f-,
70- 120 -hidroxiesteroide deshidrogenasas), con sus respectivos sistemas de
reciclaje de cofactor (glucosa deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa, con
selectividades de cofactor opuestas), para conseguir la sintesis del acido 12-
cetoursodesoxicélico.”® En un primer paso 7o- y 12a-HSDH, catalizan la
oxidacion estéreo- y regioselectiva del acido célico en las posiciones 7y 12,
y posteriormente el enzima 7 B-HSDH reduce regio- y estereoselectivamente
la cetona en la posicion 7. El proceso fue secuencial, ya que primero se
adicionaron los enzimas que llevan a cabo oxidaciones y a continuacion el
biocatalizador encargado de la reduccién.

Un ejemplo de catélisis concurrente intrasecuencial (proceso en el que un
producto formado en la primera reaccion se consume inmediatamente en la
segunda, con el fin de regenerar el cofactor) es la oxidacion de la morfina en
hidromorfona (Figura 2.4).*°" La morfina se transforma en morfinona
mediante una ADH llamada morfina deshidrogenasa (MDH), NADPH-

205 Caligiuri, A.; D’Arrigo, P.; Gefflaut, T.; Molla, G.; Pollegioni, L.; Rosini, E.; Rossi, C.;
Servi, S. Biocatal. Biotrans. 2006, 24, 409-413.

206 Monti, D.; Ferrandi, E. E.; Zanellato, I.; Hua, L.; Polentini, F.; Carrea, G.; Riva, S. Adv.
Synth. Catal. 2009, 351, 1303-1311.

27 Boonstra, B.; Rathbone, D. A.; French, C. E.; Walker, E. H.; Bruce, N. C. Appl. Environ.
Microbiol. 2000, 66, 5161-5166.
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dependiente. La morfinona es reducida a hidromorfona mediante una
flavoenzima NADH-dependiente proveniente de la “old yellow enzyme”
(MR). La transferencia de los equivalentes redox desde la nicotinamida
fosforilada al cofactor no fosforilado se produjo a través de la piridina
nucleétido transhidrogenasa (STH).

/ /
I I
HO MDH HO
o o
OH

NADP* NADPH o)

/|

Morfina

N/ NAD* NADH
HO
o MR
(0]

Hidromorfona

e

(

Figura 2.4. Sintesis intrasecuencial de la hidromorfona catalizada por una
transhidrogenasa.

2.3.1. SISTEMAS DE REGENERACION DE COFACTOR
CON APLICABILIDAD SINTETICA

En los Gltimos afios, algunos ejemplos han desarrollado la regeneracion de
cofactor utilizando como cosustrato un compuesto de interés. Un ejemplo de
esta metodologia es la reduccion estereoselectiva de a-cloro, a-ciano o a-
azido cetonas mediante una ADH aislada que a su vez regenera el cofactor
catalizando la formacién de alcoholes quirales como el 2-undecanol o el
sulcatol (Figura 2.5).2%® Dependiendo si la ADH es (R)- o (S)- selectiva se
pueden obtener ambas configuraciones de los productos finales. Asimismo,
no es necesaria la adicion de exceso de cosustrato, ya que la reduccion de
cetonas con sustituyentes electron-atractores en posicidon o es quasi-

208 Bjsogno, F. R.; Lavandera, I.; Kroutil, W.; Gotor, V. J. Org. Chem. 2009, 74, 1730-1732.
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irreversible.?® Asi, el equilibrio de la resolucion cinética oxidativa esta
gobernado por la reduccion estereoselectiva.

e} OH

R J e ADH\ R )*\/CI

NAD(P)H  NAD(P)*

OH o} OH
‘\_/ .
\74§\v/i\ ADH \\rfx\/ik\ \Wéf\v/¥\
Figura 2.5. Sintesis concurrente de dos alcoholes enantioenriquecidos usando una

Unica ADH, partiendo de una mezcla racémica de un alcohol y de una cetona
proquiral activada en posicion a.

Unos afios antes, Medici y colaboradores describieron la resolucion cinética
de un alcohol biciclico acoplada a una doble reduccion estereoselectiva
consecutiva de una dicetona. Ambos procesos estaban catalizados por la
ADH Bacillus stearothermophilus diacetil reductasa (BSDR) (Figura 2.6).**°

(o}

o J\(o BSDR
N\

R4

BSDR

NAD(P)H ~ NAD(P) NAD(P)H  NAD(P)*
HO o) HO
M "

Figura 2.6. Sintesis concurrente de dioles enantioenriquecidos y alcoholes
secundarios catalizada por la BSDR.

También se ha descrito el acoplamiento de la desimetrizacion de un meso-
diol catalizada por una ADH de higado de caballo (HLADH) para generar
una lactona enantioenriquecida y la aminacion reductiva estereoselectiva de
un o-cetoadipato al correspondiente L-a-aminoadipato, catalizada por una
glutamato deshidrogenasa (GIuDH).?™* Este sistema se realiza en un medio

29 (3) Lavandera, I.; Kern, A.; Resch, V.; Ferreira-Silva, B.; Glieder, A.; Fabian, W. M. F.; de
Wildeman, S.; Kroutil, W. Org. Lett. 2008, 10, 2155-2158; (b) Bisogno, F. R.; Garcia-
Urdiales, E.; Valdés, H.; Lavandera, |.; Kroutil, W.; Suirez, D.; Gotor, V. Chem. Eur. J.
2010, 16, 11012-11019.

210 Fantin, G.; Fogagnolo, M.; Giovannini, P. P.; Guerrini, A.; Medici, A. J. Org. Chem.
1997, 62, 1854-1856.

21 () Wong, C.-H.; Matos, J. R. J. Org. Chem. 1985, 50, 1994-1996; (b) Matos, J. R.;
Wong, C.-H. J. Org. Chem. 1986, 51, 2388-2389.
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bifasico en el que la fase acuosa es el medio idoneo para la transformacion
enzimatica y la fase orgénica actua como reservorio para la lactona
hidrofdbica, desplazandose el equilibrio de la reaccion.

2.3.2. SISTEMAS DE REGENERACION DE COFACTOR
CON APLICABILIDAD SINTETICA. COMBINACION DE
ADH Y BVYMO

Se pueden encontrar en la bibliografia algunos procesos concurrentes en los
gue se emplean una ADH y una BVMO de forma conjunta. Asi, un enzima
utilizara el cofactor en su forma oxidada y el otro en su forma reducida,
regenerandose éste, mientras que a su vez ambos enzimas pueden catalizar
reacciones Utiles desde un punto de vista sintético.

En 1991 se describio el primer ejemplo de este tipo de procesos donde la
ADH de Thermoanaerobium brockii oxida a una serie de alcoholes
secundarios biciclicos para dar lugar a las cetonas correspondientes, las
cuales son oxidadas por una BVMO de Acinetobacter calcoaceticus (Figura
2.7).%? El reciclaje del cofactor de la primera reaccion es llevado a cabo por
la segunda y viceversa, constituyendo un ciclo cerrado que finaliza cuando
el alcohol de partida se consume completamente.

HO, HO
TB-ADH TB-ADH
‘8 7N o 77N o+
" NADP*  NADPH NADP*  NADPH

(0]
\_/ [ o)
o | e | 00 ° \_/ |
+
A. calcoaceticus @ A. calcoaceticus
A monooxigenasa

5 monooxigenasa
r

Figura 2.7. Proceso concurrente empleando una ADH y una BVMO.

Unos afios mas tarde, los mismos autores desarrollaron un sistema similar,
empleando una HLADH y una BVMO proveniente de la Pseudomonas
putida NCIMB 10007 MO1 (Figura 2.8). De nuevo la ADH oxida al alcohol
biciclico a la correspondiente cetona, la cual serda oxidada

212 willets, A. J.; Knowles, C. J.; Levit, M. S.; Roberts, S. M.; Sandey, H.; Shipston, N. F. J.
Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1991, 1608-1610.
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regioselectivamente por la BVMO para generar la lactona biciclica.?®® El
exceso enantiomérico obtenido para el producto final fue excelente, sin
embargo la conversién de la reaccion fue sélo de un 15%.

OAc
HLADH
HO (1) N OAc
NAD* NADH ﬁ
OAc
\/ 4
|
(e} Ps. putida NCIMB
10007 MO1
o

Figura 2.8. Proceso concurrente empleando una ADH y una BVMO.

Debido a que el reciclaje del cofactor es esencial para el uso de las BVMOs
aisladas y al gran interés suscitado en los ultimos afios por los sistemas de
regeneracion con aplicabilidad sintética, en este capitulo nos planteamos
como objetivo el desarrollo de un sistema que permita la sintesis simultanea
de compuestos enantioenriguecidos de una manera paralela. De esta forma
se minimizaria la cantidad de reactivos empleados con respecto a las
reacciones de sintesis individuales, maximizando la “economia redox ** del
proceso global.

En particular, se pretende acoplar dos resoluciones cinéticas: la de una
cetona y la de un alcohol racémico, **° catalizadas respectivamente por una
BVMO y una ADH. De esta forma se llevard a cabo la preparacion
simultanea de tres compuestos enantioenriguecidos (una cetona, un éster y
un alcohol) empleando una minima cantidad de cofactor, que cumple el
papel de conector entre ambas reacciones. Se optimizaran los parametros
de reaccion con el fin de obtener una excelente doble resolucién. Las

213 Gagnon, R.; Grogan, G.; Roberts, S. M.; Villa, R.; Willetts, A. J. J. Chem. Soc., Perkin
Trans. 1, 1995, 1505-1511.

2% Burns, N. Z.; Baran, P. S.; Hoffmann, R.W. Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 2854-2867.

215 Un sistema similar ha sido desarrollado posteriormente en nuestro grupo de investigacion
mediante el acoplamiento de dos transformaciones asimétricas (la resolucion cinética
oxidativa de un alcohol secundario y la desimetrizacion de un sulfuro proquiral)
interconectadas por el cofactor empleando una ADH y una BVMO. Estos resultados forman
parte de la Tesis Doctoral de Fabricio R. Bisogno y han sido publicados: Bisogno, F. R.;
Rioz-Martinez, A.; Rodriguez, C.; de Gonzalo, G.; Lavandera, I.; Torres Pazmifio, D. E;
Fraaije, M. W.; Gotor, V. ChemCatChem 2010, 2, 946-949.
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condiciones Optimas se empleardn en la bioxidacion de distintas cetonas
aromaticas y alcoholes. Finalmente, se pretende evaluar el efecto de la
concentracion de cofactor para determinar la minima cantidad del mismo
necesaria para mantener este tipo de procesos.

Compuestos

Enantio-
enriquecidos
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Para la buena ejecucién del sistema a desarrollar en el presente capitulo se
deben observar previamente varias consideraciones. Debido a la utilizacion
de dos catalizadores simultaneamente, hay que tener en cuenta pardmetros
tales como el pH, la temperatura y la preferencia por el cofactor, que deben
ser optimizados para conseguir unas condiciones de reaccion compatibles
para ambos biocatalizadores. Otro aspecto importante es la aceptacion
exclusiva de cada sustrato por cada una de los enzimas, para evitar de este
modo reacciones cruzadas o inespecificas que darian lugar a productos
secundarios y disminuirian la eficacia global del proceso. Este hecho
llevaria ademas a transformaciones incompletas por un uso ineficiente del
cofactor.

Por todo ello, para nuestro estudio se escogieron como BVMOs la HAPMO
y la wtPAMO y se seleccionaron las ADHs de Lactobacillus brevis
(LBADH)?*° y la de Thermoanaerobacter sp. (ADH-T),?*’ ya que poseen la
misma selectividad por el cofactor fosforilado NADPH, y ademés las ADHs
tienen una estereopreferencia complementaria. De esta forma se pueden
obtener ambos enantiémeros del alcohol objeto de resolucién. Asi, se ha
desarrollado un sistema en el que se acoplaron dos resoluciones cinéticas, la
de un alcohol secundario catalizada por la LBADH o la ADH-T, y la de una
cetona aromatica catalizada por la HAPMO o la wtPAMO, a través de una
minima cantidad de NADPH que actia como conector. Mediante este
proceso se obtienen simultaneamente un éster, una cetona y un alcohol
secundario de manera enantioenriquecida (Figura 2.9). Debido a que estas
dos reacciones asimétricas tienen lugar de una manera estrictamente paralela
y a que si las condiciones de reaccién no son las mas adecuadas para uno
solo de los dos procesos, ambas transformaciones quedarian incompletas
dado que se encuentran interconectadas por el cofactor, se denomind a este
tipo de procesos, ‘Parallel Interconnected Kinetic Asymmetric
Transformations” (PIKAT).

216 \Wolberg, M.; Hummel, W.; Wandrey, C.; Miiller, M. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39,
4306-4308.

27 Findrik, Z.; Vasi¢-Racki, D.; Liitz, S.; Daussmann, T.; Wandrey, C. Biotechnol. Lett.
2005, 27, 1087-1095.
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PIKAT

catalizador,

‘ conector
atalizador:

A, B: enantiémeros

a)

A+B

C, D: enantiémeros

Figura 2.9. a) Representacién esquematica del sistema PIKAT aplicado a dos
resoluciones cinéticas y b) ejemplo particular del PIKAT objeto a estudio en este
capitulo.

2.4. DOBLE RESOLUCION ENZIMATICA DE LA (+)-2-
FENILPENTAN-3-ONA [(%+)-18a] Y DEL (%)-2-
OCTANOL [(+)-21a] EMPLEANDO BVMOs y ADHs

El estudio se inici6 con la resolucion cinética interconectada de la (z)-2-
fenilpentan-3-ona [(x)-18a] y del (%)-2-octanol [(¥)-21a] utilizando como
biocatalizadores una BVMO y una ADH. Se utiliz6 una cantidad
equimolecular de los sustratos y una cantidad catalitica de cofactor (0.2
mM) (Figura 2.10).

Como se muestra en la Tabla 2.1, los experimentos iniciales se centraron en
la biocatélisis empleando la HAPMO y la ADH-T, modificando una serie de
parametros que pueden afectar al sistema, como el pH y la temperatura. Se
emple6 como medio de reaccién una disolucion 50 mM Tris/HCl a pH 8.5y
diferentes temperaturas (entradas 1-3). A medida que ésta aumenta se
produce un descenso de las conversiones y selectividades de ambas
resoluciones cinéticas. De este modo, trabajando a 20°C se alcanz6 un 37%
de conversion en la oxidacion de la cetona, siendo éste un proceso con
excelente selectividad (E=102, entrada 1), mientras que a 25°C los
resultados fueron peores y a 30°C se obtuvo tan solo un 20% de conversion
y una selectividad baja en la reaccion de Baeyer-Villiger (E=29, entrada 3).
La oxidacion del alcohol (+)-21a fue selectiva para todas la temperaturas
estudiadas, sin embargo el exceso enantiomérico del alcohol remanente se
ve limitado por la baja conversion del proceso, alcanzandose un maximo de
un 58% cuando se lleva a cabo la oxidacién a 20°C (entrada 1). El
empeoramiento de la conversion con el aumento de temperatura se puede
deber a la conocida desactivacion de la HAPMO a temperaturas superiores a
los 20°C. A continuacién, se llevd a cabo la optimizacién del pH a esta
temperatura. Los mejores resultados fueron obtenidos cuando la reaccion
transcurrio a pH 7.5 (entrada 4). En estas condiciones se alcanzd una
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conversion del proceso cercana al 50% a las 24 horas, se obtuvo el éster (S)-
18b con excelente selectividad (E>200) y el alcohol remanente (R)-21a
enantiopuro en la oxidacion catalizada por la ADH. A medida que se
aumenta el pH (entradas 5-6), decrece tanto la conversion del proceso como
la selectividad de la oxidacion de Baeyer-Villiger. Cualquier modificacion
que afecte negativamente a uno de los biocatalizadores, tiene repercusion en
todo el sistema PIKAT.

Debido al hecho de que la ADH-T es un enzima Prelog, el alcohol (S)-21a
es el que se oxida selectivamente a la cetona, mientras que el alcohol
remanente (R)-21a se obtiene en general con una alto exceso enantiomérico
(ee>96%). Este hecho se produce siempre y cuando la conversion de la
reaccion se encuentre proxima al 50%, lo cual significa que el sistema se
completa. Cuando la HAPMO se combina con la LBADH a 20°C y pH 8.5
(pH 6ptimo para este enzima), se obtiene de nuevo una doble resolucién
excelente (entrada 7), generdandose un 48% del éster (S)-18b en una
resolucion altamente selectiva (E>200), y obteniéndose el alcohol (S)-21a
con un alto exceso enantiomérico (ee=92%). Por lo tanto la selectividad del
sistema puede ser cambiada con el simple hecho de modificar el
biocatalizador. Ademas hay que destacar, que en algunos casos se
observaron trazas (en porcentajes menores del 5%) de acetato de hexilo
(21c). Este producto se forma a través de un proceso tandem que comienza
con la oxidacion por parte de la ADH del alcohol (+)-21a a la cetona 21b, la
cual es oxidada por la HAPMO. Este es un hecho sorprendente, ya que era
desconocida hasta el momento la capacidad de esta BVMO para oxidar este
tipo de cetonas alquilicas lineales.

O, +H*
W / [j\ @Jw
)-18a NADPH PIKAT NADP* S)-18b R)-18a
OH o OH
)\/\/\/ ﬁ\BN )J\/\/\/ + )*\/\/\/
(£)-21a 21b (R)- 0 (S)-21a
NADP* NADPH
)(i Tandem
O/\/\/\ BVMN

21c 0, +H* H,O

Figura 2.10. Resoluciones cinéticas concurrentes de la (+)-2-fenilpentan-3-ona [(1)-
18a] y del (%)-2-octanol [()-21a] empleando BVMOs y ADHs. El éster 21c se
obtiene como subproducto a través de una reaccion tndem.
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Tabla 2.1. Doble resolucion cinética enzimatica de la (x)-2-fenilpentan-3-
ona [(%)-18a] y del (+)-2-octanol [(+)-21a] empleando la HAPMO y ADHs.?

T eega €615 C £ eeng 2la 21b  21c

EntradaADH PH o0y 00y (06) (96)° (%) (%) (%) (%)

T 85 20 57 97 37 102 58(R) 60 38 2
T 85 25 39 94 35 51 53R) 65 35 @ -
T 85 30 17 92 20 29 25(R) 79 21
T 75 20 87 97 47 >200 96(R) 51 46
T
T

w w

80 20 73 97 44 144 97(R) 50 47
100 20 6 81 10 11  10(R) 9 10 -
7 LB 85 20 92 98 48 >200 92(S) 52 44 4

o OB WD

4 Tiempo de reaccion 24 horas. Conversion, porcentajes y excesos enantioméricos determinados
por CG.

b Conversion, c=eey/(eestee,).

°E= In{(1-ee,)/[1+(ees/ee,) 1}/ In{(1+ee,)/[1+(eesee,)]}

El estudio sobre esta pareja de sustratos se completé utilizando la wtPAMO.
Como refleja la Tabla 2.2, cuando este enzima se emplea en combinacion
con la ADH-T (entrada 1) a pH 7.5 y 20°C, se obtuvieron la cetona (R)-18a,
el éster (S)-18b y el alcohol (R)-21a con conversiones cercanas al 50% en
un proceso con una excelente selectividad (E=147 y ee del alcohol del
97%), por lo que no realizamos una posterior optimizacion. En cambio,
hemos analizado el sistema formado por la wtPAMO y la LBADH con
objeto de determinar las mejores condiciones para esta reaccion. Asi, se
estudio el efecto del pH (de 7.5 a 10.0, entradas 2-5) en la doble resolucion
trabajando a 20°C, observandose que los valores Optimos eran los
comprendidos entre pH 8.5 y pH 9.0 (entradas 3 y 4). En ambos casos las
reacciones se completaron (c=50%) con una alta selectividad en el caso de
la Baeyer-Villiger (E>145), obteniéndose (R)-18a, (S)-18b y (R)-21a con
excesos enantioméricos mayores del 90%. A pH 10.0 se produjo una pérdida
tanto de selectividad como de conversion del proceso (entrada 5), mientras
que a pH 7.5 el sistema presenta una menor actividad que a pHs superiores
(entrada 2). Una vez establecido el pH dptimo de 8.5, se investigo el efecto
de la temperatura. Debido a que la wtPAMO es un enzima termoestable,
trabajamos en el intervalo de 20 a 60°C. Las dobles resoluciones a 20°C y
30°C ofrecieron altas conversiones (c>48%) y selectividades (E>145) para
la oxidacion de la cetona racémica), como se muestra en las entradas 3 y 6.
Un mayor aumento de la temperatura hasta 40 y 50°C conllevd un
decrecimiento en la selectividad de la reaccion de Baeyer-Villiger (desde
E=106 hasta E=29, entradas 7 y 8), mientras que a 60°C, se produjo también
una pérdida muy importante de la actividad (c=21%, entrada 9). De nuevo la
oxidacion del alcohol (+)-21a resultd ser un proceso selectivo, sin embargo
las limitaciones en la conversion a altas temperaturas, provocan que el

172



Resultados y discusion

exceso enantiomérico del alcohol remanente sea bajo. EIl hecho de que los
mejores resultados se consigan a 20-30°C se debe a la desactivacion de la
LBADH a altas temperaturas, lo que una vez mas evidencia que en esta
catélisis concurrente deben darse las condiciones apropiadas para los dos
enzimas. Si no es asi, uno de los procesos no funcionara adecuadamente, por
lo que el cofactor no se regenerard de forma eficiente, produciéndose un
proceso incompleto.

En todas las resoluciones catalizadas por la wtPAMO y las dos ADHs
también se forma el subproducto 21c, sin embargo se observa en menor
proporcién que en los procesos biocatalizados con la HAPMO.

Tabla 2.2. Doble resolucion cinética enzimética de la (+)-2-fenilpentan-3-
ona [(x)-18a] y del (%)-2-octanol [(x)-21a] empleando la wWtPAMO vy
ADHs.?

T eep, €eg C £ €621 2la 21b 21c

Entrada ADH pH ©C) (%) (%) (%)° (%) (%) (%) (%)

T 75 20 8 96 47 147 97(R) 50 50 -
LB 75 20 46 98 32 118 45%S) 68 32 -
LB 85 20 99 93 52 145 98(S) 50 48 2
LB 90 20 91 96 49 156 98(%S) 50 50 -
LB 100 20 40 97 29 66  41(S) 70 30 -
LB 85 30 90 97 48 160 98(%S) 50 50 -
LB 85 40 70 96 42 106 61(S) 62 38 -
LB 85 50 50 89 36 29 64(%S) 59 39 2
9 LB 85 60 26 92 21 30 27(S) 79 19 2

0 ~NO OB WN P

@ Tiempo de reaccion 24 horas. Conversion, porcentajes y excesos enantioméricos determinados
por CG.

b Conversion, c=eey/(eestee,).

°E= In{(1-ee,)/[1+(ees/ee,)]}HIn{(1+ee)/[1+(eeeey)]}.

2.5. DOBLE RESOLUCION ENZIMATICA DE LA (t)-4-
FENILHEXAN-3-ONA [(+)-19a] Y DEL (+)-2-OCTANOL
[(£)-21a] EMPLEANDO BVMOs y ADHs

Una vez establecidas las mejores condiciones de reaccion, 20°C y pH 8.5 en
las reacciones catalizadas por la LBADH y la misma temperatura y pH 7.5
en las catalizadas por el enzima ADH-T, ampliamos el estudio a otros
sustratos, inicialmente usando otra cetona racémica. Se estudio asi la doble
resolucion de la (+)-4-fenilhexan-3-ona [(£)-19a] y del (£)-2-octanol [(£)-
21a]. Como refleja la Tabla 2.3, independientemente de las BVMOs y
ADHs utilizadas se obtienen en todos los casos conversiones cercanas al
50%, generandose (S)-19b con un alto exceso enantiomérico (ee>96%) y
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aislandose el alcohol (S)- o (R)-21a con una pureza éptica buena (ee>71%,
entradas 1-4). Por lo tanto la selectividad de los procesos fue excelente en
todos los casos, consiguiéndose valores de E>200 en todas las oxidaciones
de ()-19a. Hay que resaltar que las reacciones catalizadas por la wtPAMO
(entradas 3 y 4) son méas rapidas que las catalizadas por la HAPMO
(entradas 1 y 2), ya que se alcanzan conversiones altas en tan solo 6 horas.
Unicamente se observd la presencia del éster 21c en las reacciones
catalizadas por las BVMOs combinadas con la ADH-T, pero en ningln caso
el porcentaje de este compuesto super6 el 2%.

Debido a los buenos resultados obtenidos y con objeto de demostrar la
aplicabilidad del sistema, se Ilev6 a cabo la doble resolucién de la (z)-4-
fenilhexan-3-ona [(x)-19a] y del (z)-2-octanol [(+)-21a] catalizada por la
WtPAMO y la ADH-T a escala multimiligramo (25 mg), obteniéndose
enantiopuros (R)-19a, (S)-19b y (R)-21a con un 50% de conversion. Los tres
productos de la reaccion fueros aislados, obteniéndose un rendimiento del
81% para (R)-19a, del 86% para (S)-19b y del 75% en el caso de (R)-21a.

Tabla 2.3. Doble resolucion cinética enzimatica de la (z)-4-fenilhexan-3-
ona [(+)-19a] y del (z)-2-octanol [(+)-21a] empleando BVMOs y ADHs.*

©*” - o

)-19a NADPH PIKAT NADP* (S)-19b (R)-19a

/
OH 0 OH
M ﬂﬂ M/ + M
(#)-21a 21b (R)- 0 (S)-21a
NADP* NADPH
i Tandem
I N BVMN

21c 0, +H* H,O

t €€10a €€1gp C eey, 2la 21b

Entrada BVMO  ADH () (%) (%) ()" (%) (%) (%)

HAPMO T 24 75 >99 43 76(R) 57 41
HAPMO LB 24 87  >99 47 99(S) 50 50
WPAMO T 6 99 96 50 93(R) 49 49
4 WPAMO LB 45 72 98 41 71(S) 58 42

w N -

@ Conversion, porcentajes y excesos enantioméricos determinados por CG.
Conversion, c=eey/(eestee,).
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La doble resolucion de estos sustratos catalizada por la wtPAMO y la ADH-
T fue monitorizada en el tiempo con el fin de corroborar algunas hipétesis:
1) Como estamos en un proceso concurrente, la formacion de los productos
(S)-19b y 21b debe ser igual a lo largo del curso de la reaccion; y 2) si
ambas resoluciones poseen enantioselectividades similares, el exceso
enantiomérico de los sustratos remanentes (R)-19a y (R)-21a deben ser
similares durante todo el proceso. Como muestra la Figura 2.11, los
porcentajes del éster (S)-19b y de la cetona 21b son muy similares durante
todo el experimento. Ademas, los excesos enantioméricos de los sustratos
remanentes (R)-19a y (R)-21a fueron casi idénticos durante todo el proceso.
Después de 6 horas, la 2-octanona (21b) comienza a oxidarse lentamente a
su correspondiente éster 21c, generdndose hasta un 13% de éste al cabo de
24 horas. Este hecho hace que el porcentaje de 21b disminuya a partir de las
6 horas, favoreciendo el aumento del exceso enantiomérico del alcohol
remanente (R)-21a, mediante un desplazamiento del equilibrio de la
reaccion.

100

12 16 20 24
t (h)

Figura 2.11. Estudio en el tiempo de la doble resolucién enzimatica de la ()-4-
fenilhexan-3-ona [(+)-19a] y del (+)-2-octanol [(+)-21a] empleando la wtPAMO vy la
ADH-T. Se representa el porcentaje de: (S)-19b (e); 21b (m); 21c (x); y exceso
enantiomérico de: (R)-19a (- ) y (R)-21a (+).
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2.5.1. EFICACIA DEL COFACTOR

Como se ha comentado en los antecedentes del presente capitulo, la calidad
de un sistema de reciclaje se puede medir a través de la eficacia del cofactor,
calculando los valores de TON y TOF. Por ello, para la aplicacién de los
sistemas aqui descritos a gran escala, la optimizacion de la cantidad de
cofactor es vital. Asi, hemos optimizado la concentracion del NADPH
utilizado en la doble resolucion de la (z)-4-fenilhexan-3-ona [(£)-19a] vy del
(+)-2-octanol [(x)-21a] empleando como biocatalizadores la wtPAMO vy la
LBADH. Para este proceso el TON se corresponde con el nimero de moles
de éster (S)-19b formado por cada mol de NADPH empleado, mientras que
el TOF sera este valor por unidad de tiempo. Como se observa en la Figura
2.12, la adicion de menores cantidades de cofactor da lugar a mayores
valores de TON y TOF. Asi cuando se emplea una concentracion de 200 uM
(la cantidad empleada en todos los estudios con BVMOSs) se obtiene un
TON de 25 y un valor de TOF de 4 h™. Sin embargo, cuando las
concentraciones utilizadas son 20 uM y 50 UM, los valores de TON son de
288 y 115 respectivamente. A pesar de producirse un aumento considerable
en ambos valores respecto a los obtenidos con 200 uM, éste no es suficiente
como para que el escalado sea, econdmicamente hablando, rentable. Sin
embargo, con concentraciones de cofactor de 2.0 uM y 5.0 uM, se obtienen
valores de TON de 3051 y 1152 respectivamente, lo que indica que estos
procesos son totalmente efectivos y viables desde un punto de vista
econémico. Cuando se utiliza una concentracién de cofactor de 1.0 uM, el
sistema acoplado funciona de forma mas efectiva, alcanzandose valores de
TON de 5424 y de TOF de 226 h™, lo que supone un incremento en un
factor de 50 con respecto a lo obtenido con 200 uM. Este hecho se debe
principalmente a dos factores: 1) la ()-4-fenilhexan-3-ona [(£)-19a] es un
sustrato muy bueno para la wtPAMO vy 2) la afinidad de este enzima por el
NADPH es muy alta (Ky=3.0 pM). Hay que resaltar que, incluso trabajando
a concentraciones por debajo de la Ky, el proceso es eficiente. Ademas, se
comprobd en todas las dobles resoluciones que la selectividad de ambos
procesos no variaba al emplear diferentes concentraciones del cofactor.

WtPAMO ©>\’(\

(£)-19a @DPH ; NADB (S)-19b )-19a
LBADH
(x)-21a 21b (R)- 0 (S)-21a
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6000 240
5000 1 r 200
4000 A r 160

P4
O 3000 A r 120
'_

(3-u) 4oL

2000 1 r 80

1000 1 r 40

20 5

[NADPH] (M)

200 50 2 1

Figura 2.12. Efecto de la concentracién de NADPH en el TON' (') y el TOF (m)
en la transformacion PIKAT de la (£)-4-fenilhexan-3-ona [(£)-19a] y del (¥)-2-
octanol [(%)-21a], catalizada por la LBADH y la wtPAMO.

2.6. DOBLE RESOLUCION ENZIMATICA DE LA (%)-2-
FENILPENTAN-3-ONA [(%)-18a] Y DE DIFERENTES
ALCOHOLES SECUNDARIOS EMPLEANDO BVMOs y
ADHs

El nimero de alcoholes empleados en el sistema PIKAT fue ampliado,
acoplando la oxidacién selectiva del (x)-2-undecanol [(+)-22a] y del (£)-
sulcatol [()-23a] a la resolucidn cinética de la ()-2-fenilpentan-3-ona [(+)-
18a] (Figura 2.13). Como refleja la Tabla 2.4, cuando se realiza la oxidacion
de (+)-22a con las ADHs acopladas a la oxidacion de (+)-18a catalizada por
la WtPAMO (entradas 3 y 4) se obtienen mejores conversiones y
enantioselectividades que cuando se acoplan estos procesos a la oxidacion
de la cetona (+)-18a empleando la HAPMO (entradas 1 y 2). Asi, en
presencia de la wtPAMO se puede aislar el alcohol enantiopuro (S)-
undecanol utilizando la LBADH como biocatalizador, mientras que usando
la ADH-T se obtiene (R)-22b con una pureza 6ptica alta (ee=87%). Hay que
destacar que en las reacciones catalizadas por la wtPAMO no se observa la
formacion del acetato de nonilo (22c), mientras que con la HAPMO se
forma un 8% de este subproducto.
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Oy +H* H,O . o
S / \ ©/\ I
(¥)-18a NADPH PIKAT NADP* (S)-18b (Ry-18a
OH o) OH
/I\R ﬁ[ﬁ )J\R * )*\ R
(£)-22-23a 22-23b (R)- 0 (S)-22-23a
NADP* NADPH
o] Tandem
OH OH
R
)ko BVMO\\ )\/\/\/\/\ /M
22-23¢ 0, +H* H0 (¢)-22a ()-23a

Figura 2.13. Resoluciones cinéticas concurrentes de la (+)-2-fenilpentan-3-ona [(z)-
18a] y diferentes alcoholes secundarios, empleando BVMOs y ADHs.

Tabla 2.4. Doble resolucién cinética enzimatica de la (z)-2-fenilpentan-3-
ona [(%)-18a] y del (+)-2-undecanol [(%)-22a] empleando BVMOs y ADHs.?

€682 €€y C c €629, 22a 22b  22c

Entrada BVMO ADH %) (%) (%)° (%) (%) (%) (%)

1 HAPMO T 66 97 48 144 73(R) 57 35 8
2 HAPMO LB 52 97 46 114 66(S) 59 33 8
3 WPAMO T 64 96 46 145 87(R) 52 48 -
4  WPAMO LB >99 89 53 132 >99(S) 50 49 1

4 Tiempo de reaccion 24 horas. Conversion, porcentajes y excesos enantioméricos determinados
por CG.

b Conversion, c=eey/(eestee,).

°E= In{(1-ee,)/[1+(eefeey)1}HIn{(1+ee,)/[1+(ees/eey)]}.

La resolucion de la cetona (£)-18a fue excelente cuando se acoplé con la
biooxidacién selectiva del (£)-sulcatol [(£)-23a] (Tabla 2.5). En todos los
casos, independientemente de la ADH y la BVMO escogida, la selectividad
del proceso de Baeyer-Villiger fue muy alta (E>179). Sin embargo, el
exceso enantiomérico del alcohol remanente 23a varié mucho dependiendo
de la ADH escogida. Asi, cuando se utiliz6 la LBADH se obtuvo (S)-23b
enantiopuro (entradas 2 y 4), mientras que con la ADH-T se aisl6 el alcohol
(R)-23b con muy baja pureza éptica (entradas 1 y 3). Con objeto de explicar
los resultados obtenidos con la ADH-T, se analizaron las biooxidaciones de
los alcoholes (%)-21a, (£)-22a y (£)-23a utilizando como sistema de
regeneracion del cofactor un exceso de acetona en el medio, que se reduciria
a isopropanol por medio de la ADH, en lo que se conoce como regeneracion
de cofactor por sustrato acoplado. Se observé que los alcoholes (+)-21a y
(¥)-22a se oxidaban selectivamente, obteniéndose tras 4 horas los
correspondientes alcoholes remanentes enantiopuros (R)-21a y (R)-22a con

178



Resultados y discusion

un 50% de conversion. Sin embargo el (£)-sulcatol se oxidé con mas de un
95% de conversion, lo que indica que la ADH-T no es capaz de diferenciar
entre ambos enantiomeros.

Al igual que ocurre con el (x)-2-undecanol, en las dobles resoluciones
cinéticas catalizadas con la wtPAMO, se obtuvo menor cantidad del acetato
de 4-metilpent-3-en-1-ilo (23c) (entradas 3 y 4), que en aquellas catalizadas
por la HAPMO (entradas 1y 2).

Tabla 2.5. Doble resolucion cinética enzimética de la (+)-2-fenilpentan-3-
ona [(%)-18a] y del (x)-sulcatol [(+)-23a] empleando BVMOs y ADHs.*

€€1ga €E1gy C £ €633 23a 23b 23c

Entrada BVMO ADH %) (%) (%)° (%) (%) (%) (%)

1  HAPMO T 99 99 50 200 <3 50 38 12
2  HAPMO LB 99 95 51 200 99(S) 46 46 8
3 WPAMO T 93 96 48 179 21(R) 50 48 2
4  WPAMO LB 98 96 50 200 99(S) 50 48 2

2 Tiempo de reaccion 24 horas. Conversidn, porcentajes y excesos enantioméricos determinados
por CG.

b Conversion, c=eey/(eestee,).
¢E= In{(1-ee,)/[1+(eesleey)I}HIn{(1+ee,)/[1+(ees/eey)]}.

2.7. EXPERIMENTOS ADICIONALES QUE CORROBORAN
QUE EL PIKAT ES UN SISTEMA CONCURRENTE

Con el objetivo de demostrar que ambas reacciones del sistema PIKAT
deben proceder de una manera eficiente para conseguir una adecuada
regeneracion de cofactor y un proceso concurrente adecuado, se realizaron
una serie de experimentos adicionales. Las primeras pruebas que se habian
realizado representaban un modelo quasi-ideal, donde tanto la cetona (£)-
18a como el alcohol (+)-21a son, respectivamente, buenos sustratos para las
BVMOs y las ADHs escogidas. Para los estudios a realizar, hemos
intercambiado uno de los compuestos por un mal sustrato, como es el caso
del (x)-2-tetralol [(£)-24a] para las ADHs vy la (£)-2-fenilheptan-3-ona [(£)-
20a] para las BVMOs.

De este modo, cuando se combiné la cetona (+)-18a con el alcohol (+)-24a
usando como biocatalizadores la ADH-T y ambas BVMOs, se observo la
formacion tras 24 horas de s6lo un 3% del correspondiente éster 18b (Figura
2.14) mientras que el alcohol no fue oxidado.
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0, +H* H,0
BVMV’
(£)-18a NADPH NADP*
O e @
LBADH 4

(+)-24a

Figura 2.14. Resoluciones cinéticas concurrentes de la (x)-2-fenilpentan-3-ona [(z)-
18a] y del (x)-2-tetralol [(£)-24a] empleando BVMOs y la LBADH.

Cuando (£)-18a fue sustituida en el sistema ideal por la cetona (+)-20a en la
doble resolucién acoplada con el (+)-2-octanol catalizada por la wtPAMO y
ambas ADHSs, se obtuvo unicamente un 5% del éster 20c (Figura 2.15). Sin
embargo se produjo la oxidacion del alcohol (+)-21a debido a la
regeneracion de cofactor producida por la oxidacion de Baeyer-Villiger de
la cetona 21b al éster 21c. Por lo tanto se esta produciendo un proceso de
catalisis concurrente intrasecuencial, donde nada mas formarse la 2-
octanona (21b), se consume con el fin de regenerar el cofactor. Cuando el
PIKAT se realizé con la wtPAMO y la LBADH, se obtuvo un 46% del
alcohol (S)-21a enantiopuro, ademas de un 6% de cetona 21b. En la
oxidacion catalizada con la ADH-T el alcohol se consumi¢ totalmente para
generar un 8% de cetona 21b y ademas un 92% de 21c. Esta alta conversion
se debe a que la ADH-T puede oxidar ambos enantiomeros del alcohol (+)-
21a, siempre y cuando no exista otra reaccion acoplada que lo limite o haya
suficiente tiempo de reaccion como para que se transforme primero unoy a
continuacion el otro.

0, +H* H20
(¥)-20a NADPH NADP*
OH o OH
)\/\/\/ ADH )J\/\/\/ + M
(£)-21a 21b (R)- 0 (S)-21a
NADP* NADPH
o]
)k PN Estrategia intrasecuencial
o wtPAMO
21c 0, +H* H,0

Figura 2.15. Resoluciones cinéticas concurrentes de la (+)-2-fenilheptan-3-ona [(%)-
20a] y del (x)-2-octanol [(2)-21a] empleando la wtPAMO y ADHs.
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Con objeto de tener un mayor conocimiento de las proporciones de los
ésteres (S)-18-19b frente a 21-23c en las doble resoluciones, analizamos los
pardmetros cinéticos de las BVMOs en la oxidacion de las cetonas (+)-18-
19ay 21-23b. Como era de esperar y se puede observar en la Tabla 2.6 por
los valores de eficiencia catalitica (k./Ky), estos enzimas prefieren en
general como sustratos las cetonas aromaticas ()-18-19a (entradas 1-4) a
las lineales 21-23b (entradas 5-10), con la excepcion de la 2-undecanona
para la HAPMO, que se comentard mas a fondo posteriormente. Ademas la
HAPMO vy la wtPAMO experimentaron diferentes perfiles cinéticos. La
actividad catalitica de la WtPAMO es similar (ke de 0.37 a 2.90 s™) para
todas las cetonas, mientras que los valores de la Ky presentan una gran
variacion. Esto sugiere que en la wWtPAMO el paso limitante es,
probablemente, un evento cinético no relacionado con la reactividad del
sustrato, lo cual estd de acuerdo con estudios previos realizados sobre esta
BVMO." Por el contrario, la HAPMO presenta més variedad en el valor de
ket (de 0.39 a 14.15 s™) y en el valor de Ky (de 0.02 a 4.0 mM), lo que
indica que en este caso, la reaccion podria estar limitada por las propiedades
quimicas y/o estructurales del sustrato o del producto. Estos enzimas (en
particular la HAPMO) mostraron una eficiencia catalitica aceptable con las
cetonas alifaticas 21-23b, lo que explica la cantidad de éster 21-23c
obtenido en estas reacciones. Sin embargo, a pesar de que la HAPMO
mostré una alta eficiencia catalitica con la 2-undecanona (22b) (entrada 8),
este enzima se inhibe a concentraciones del sustrato mayores de 5mM. Por
ello en las dobles resoluciones apenas se obtiene el éster 22c. En la
oxidacién del (x)-2-octanol en disolucion tampon 50mM Tris/HCI a pH 8.5
y 20°C catalizada por la LBADH, se observé una actividad catalitica de 41s°
!y una Ky, de 290 pM. Ese hecho indica que la oxidacion de Baeyer-Villiger
en la doble resolucion es el paso limitante de la velocidad.

Tabla 2.6. Parametros cinéticos para la oxidacion de Baeyer-Villiger de
cetonas catalizada por BVMOs.

Entrada Sustrato BVMO Km(mM) Keat(S™) Keat! Ky(M™* 571
1 (¥)-18a  wtPAMO 0.03+0.01 2.90+0.09 96700
2 (¥)-18a HAPMO 4.0+1.2 14.15+£1.82 3.500
3 (#)-19a WIPAMO  0.02+¢0.01  2.54+0.14 127000
4 (4)-19a HAPMO 010001  4.06+0.11 40600
5 21b wWtPAMO 0.23+0.03 0.39+0.02 1700
6 21b HAPMO 1.0£0.04 1.48+0.18 1480
7 22b wWtPAMO 0.07+0.03 0.37+£0.04 5300
8 22b HAPMO 0.02+0.01 3.54+0.13 177000
9 23b wWtPAMO 2.5+£0.75 1.70+0.23 680
10 23b HAPMO 1.3+£0.05 0.39+0.05 300
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Conclusiones

Se ha descrito el funcionamiento de un sistema enzimatico donde la
regeneracion del cofactor de forma ciclica conduce a lo denominado como
“Parallel Interconnected Kinetic Asymmetric Transformation ”.

Este sistema se basa en dos reacciones en ‘“‘One pot” empleando dos
biocatalizadores que se encuentran interconectados por una minima
cantidad del cofactor que es reciclado internamente. Mediante el
acoplamiento de dos resoluciones cinéticas, ha sido posible obtener
simultaneamente tres compuestos enantiopuros (una cetona, un éster y un
alcohol), minimizando la cantidad de reactivos empleados.

Estas reacciones tienen lugar de una manera estrictamente paralela y para
asegurar buenos resultados, al menos una de las reacciones debe ser cuasi-
irreversible (en este caso la reaccion catalizada por la BVMO).

Ademés, la selectividad del sistema puede ser manipulada por la simple
eleccion de los biocatalizadores adecuados. La correcta eleccion de éstos y
de los sustratos cumple un papel fundamental para el éxito global del
proceso. De esta forma cuando se escogen sustratos adecuadas como la ()-
2-fenilpentan-3-ona y la (x)-4-fenilhexan-3-ona para las BVMOs y el (£)-2-
octanol y el (x)-2-undecanol paras las ADHSs, se obtienen procesos muy
selectivos con altas conversiones.

Se ha estudiado la eficiencia de esta doble resolucion observandose que
incluso a concentraciones tan bajas del cofactor como 1.0 uM, ambos
biocatalizadores pueden funcionar sin ningln tipo de problema y sin
pérdida de selectividad, lo que hace muy factible el escalado de este tipo de
procesos.

Se ha observado que las propiedades cinéticas de los biocatalizadores estan
en concordancia con los resultados experimentales obtenidos. Ambas
BVMOs prefieren cetonas aromaticas que alifaticas.
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Las técnicas instrumentales empleadas para la sintesis y caracterizacion de
los compuestos mencionados en este capitulo, ya se han descrito en la Parte
Experimental del Capitulo 1. Unicamente se incluiran en esta seccion los
apartados referentes a reactivos utilizados, asi como los procedimientos
sintéticos, experimentales y analiticos que se han desarrollado a lo largo del
presente capitulo, incluyendo la caracterizacion de todos los compuestos
relacionados con éste. Las cetonas y los alcoholes empleados pueden
consultarse en la Figura 2.16.

(+)-18a (+)-19a (#)-20a
OH OH OH OH
(+)-21a (+)-22a (£)-23a (+)-24a

Figura 2.16. Bencilcetonas y alcoholes empleados en el presente capitulo.
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2.8. REACTIVOS GENERALES

Las proteinas recombinantes WtPAMO® y HAPMO* han sido
sobreexpresadas y purificadas de acuerdo con los métodos descritos. Las
reacciones de oxidacion se han llevado a cabo con el enzima aislado en
disolucion. Se ha definido una unidad enzimatica de BVMO como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1.0 umol de 2-fenilpentan-3-ona a
propionato de 1-feniletilo por minuto, a pH 8.0 y 20°C, en presencia de
NADPH. Las alcohol deshidrogenasas de Lactobacillus brevis ADH
(LBADH) y Thermoanaerobacter sp. ADH (ADH-T) fueron adquiridas de
la casa comercial Codexis. La cantidad usada de ADH en los diferentes
ensayos fue calculada respecto a la actividad proporcionada por la casa
suministradora (ADH-T 780 U/mL, LBADH 2320 U/mL). El enzima
G6PDH (640 U/mg) de Leuconostoc mesenteroides y la G6P son productos
de Sigma-Aldrich-Fluka. Los coenzimas NADP*/NADPH (de pureza
>99%), obtenidos como sales de sodio son comercializados por Codexis.

Las alcoholes racémicos (x)-21-24a y las cetonas (£)-21-23b, asi como el
resto de reactivos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich-
Fluka y presentan el mayor grado de pureza posible.

2.9. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis quimica de las cetonas racémicas (+)-18-20a mediante
alquilacién en medio bifasico.?*®

A una disolucion de hidrogenosulfato de tetra-n-butilamonio (0.92 eq.) en 7
mL de CH,Cl,, se le afiade la cetona correspondiente (1-fenilbutan-2-ona o
1-fenilhexan-2-ona) (500 mg, 2.84-3.73 mmol), el agente alquilante
(halogenuro de metilo o etilo, 2.2 eq.) y una disolucién 2.0 M de NaOH (8.4
mL). El sistema se agita vigorosamente a 40°C, siguiendo la reaccion por
TLC. Una vez concluida, la fase acuosa se extrae con CH,Cl, (3x10 mL). La
fase organica resultante se lava sucesivamente con H,O (10 mL), una
disolucién de HCI 5% (10 mL) y H,O (10 mL), se seca sobre Na,SO, y se
evapora el disolvente a presion reducida. A continuacidn se precipita el
hidrogenosulfato de tetra-n-butilamonio por adicién de Et,0 y se filtra sobre
placa filtrante. Por ultimo se evapora el Et,0 a presion reducida.

218 Bry, A. J.; Bujanauskas, J. P. J. Org. Chem. 1978, 43, 3157-3163.
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El crudo obtenido se purifica por cromatografia de columna empleando una
mezcla (90% hexano/Et,0) como eluyente para (%)-18-19a y 80%
(hexano/AcOEt) para (z)-20a. Se aislaron 327.0 mg de (%)-18a (60%),
375.0 mg de (£)-19a (63%) y 322.0 mg de (£)-20a (60%).

R, O
R4 Ryl / BuyN*HSO, O)J\R1
m CH,Cl, / NaOH (2.0 M)
Rq: Et,Bu
R,: Me,Et

Figura 2.17. Alquilacion de bencilcetonas en medio bifasico.

Procedimiento general para la obtencién de los ésteres (+)-18-20b
mediante reaccion de acilacion.

A una suspension del correspondiente alcohol (1-feniletanol o 1-
fenilpropanol) (100 mg, 0.73-0.82 mmol) en CH,CI, seco (5 mL) y piridina
(1.2 eq.) se le adiciona, bajo atmosfera de N, y a 0 °C, anhidrido propiénico
0 anhidrido butirico (1.2 eq.) como agente acilante. La reaccién se agita a
temperatura ambiente y se sigue por TLC (90% hexano/AcOEt). Una vez
concluida se lava con una disolucion de HCI 1.5 N (4x5 mL). La fase
organica se seca con Na,SO,, se filtra y se evaporan los disolventes a
presion reducida. No es necesaria una posterior etapa de purificacion. Se
aislaron 90.5 mg de (£)-18b (62%), 88.9 mg de (+)-19b (63%) y 72.7 mg de
(£)-20b (43%).

Procedimiento general para la obtencion de los ésteres (+)-21-23c
mediante reaccion de acilacion.

A una suspension del correspondiente alcohol (hexan-1-ol, nonan-1-ol y 4-
metil-3-penten-1-ol) (100 mg, 0.69-0.97 mmol) en CH,CI, seco (5 mL) y 4-
N,N-dimetilaminopiridina (4-DMAP) (catalitico) se le adiciona, bajo
atmosfera de N, y a 0 °C, anhidrido acético como agente acilante (1.2 eq.).
La reaccion se agita a temperatura ambiente y se sigue por TLC (90%
hexano/AcOEt). Una vez concluida se lava con una disolucion de HCI 1.5 N
(4x5 mL). La fase orgénica se seca con Na,SOy, se filtra y se evaporan los
disolventes a presion reducida. No es necesaria una posterior etapa de
purificacion. Se aislaron 112.8 mg de 21c (80%), 112.9 mg de 22¢ (88%) y
133.6 mg de 23c (90%).

La lactona 2b (como se indica en el Capitulo 1, Seccién 1) fue sintetizada
por oxidacion quimica de Baeyer-Villiger empleando m-CPBA en CH,Cl,.
Su caracterizacion se encuentra recogida en la parte experimental del
Capitulo 1, Seccion 1.
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Los compuestos previamente descritos, 18-20a, 18-20b y 21-23c exhiben
propiedades fisicas y espectrales de acuerdo con los datos publicados.”*®

2.10. ASIGNACION DE CONFIGURACIONES
ABSOLUTAS

Las configuraciones absolutas de las cetonas 18-20a, los ésteres 18-20b y
los alcoholes 21-24a,%?° se han obtenido mediante comparacion de los
cromatogramas obtenidos mediante CG con patrones ya descritos
previamente en la bibliografia.?**

2.11. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
2.11.1. CINETICA ENZIMATICA

Para la determinacion de los parametros cinéticos de la wfPAMO vy la
HAPMO con las distintas cetonas aromaticas se determiné la actividad
enzimatica monitorizando el consumo de NADPH a 340 nm (exapn,340=
6.22 mM"' cm™). Para determinar la actividad enzimatica de la LBADH en
la oxidacion del alcohol racémico (£)-21a se midié la formacion de este
compuesto. Los estudios cinéticos se realizaron en un espectrofotdmetro
Perkin-Elmer Lambda Biol0 UV/Vis. Todas las medidas se han realizado a
temperatura ambiente.

Las disoluciones stock de las cetonas (1.0 M) se prepararon en
dimetilsulfoxido (DMSO). La presencia del DMSO apenas modifica la
actividad enzimatica, mientras que permite incrementar la solubilidad de los
sustratos. En un experimento modelo (1 mL), la mezcla de reaccion contiene
una disolucioén reguladora de Tris/HCI (50 mM) pH 7.5, NADPH (100 pM),
1% (v/iv) DMSO y BVMO (0.05-0.07 pM).

En la oxidacion del alcohol racémico (%)-23a con LBADH, la mezcla de
reaccion se encuentra a pH 8.5 y la concentracion del enzima es 0.02 uM.

Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuacion de Michaelis-Menten
mediante regresion no lineal empleando el programa SigmaPlot version 10.0

219 | as referencias de los compuestos ya descritos y su caracterizacion pueden consultarse en
el Apartado 2.13.

220 (3) Fantin, G.; Fogagnolo, M.; Giovannini, P. P.; Medici, A.; Pedrini, P. Tetrahedron:
Asymmetry 1995, 6, 3047-3053; (b) Raminelli, C.; Comasseto, J. V.; Andrade, L. H.; Porto,
L. M. Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 3117-3122; (c) de Gonzalo, G.; Lavandera, |.;
Faber, K.; Kroutil, W. Org. Lett. 2007, 9, 2163-2166.

221 | os datos cromatograficos se encuentran recogidos en el Apartado 2.12.
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para Windows. El célculo de la constante catalitica (kes) Y la constante de
Michaellis (Ky) permiten conocer la eficiencia catalitica del enzima con un
determinado sustrato (Kea/Kw).

2.11.2. PROCEDIMIENTOS PARA LAS REACCIONES
ENZIMATICAS CATALIZADAS POR BVMOs

Procedimiento general para la resolucion cinética simultanea de
cetonas y alcoholes racémicos catalizada por una BVMO y una
ADH de manera acoplada.

Las cetonas racémicas (+)-18a y (£)-19a (10-15 mM) se disuelven en
Tris/HCI (50 mM, pH 7.5-10.0, 0.5 mL). A continuacion se afiade NADPH
(0.2 mM), la correspondiente ADH (2.0 U), la HAPMO o la wtPAMO (1.0
U), y finalmente el correspondiente alcohol racémico (+)-21-23a (1.0 eq.).
Cuando se utiliza la LBADH, se adiciona como aditivo MgCl,
(concentracion final 1 mM). Las reacciones se agitan a 250 rpm durante los
tiempos y a las temperaturas establecidas. Se detiene la reaccion extrayendo
con AcOEt (2x0.5 mL). La fase organica se seca con Na,SO, y se analiza
directamente por CG y HPLC para determinar la conversion y/o el exceso
enantiomeérico de los compuestos 18-19a, 21-23a, 18-19b, 21-23b y 21-23c.

Optimizacion de la concentracion de NADPH en el sistema
bienzimético acoplado.

La cetona racémica (+)-19a (11.3 mM) se disuelve en Tris/HCI (50 mM, pH
8.5, 0.5 mL). A continuacion se afiaden diferentes concentraciones de
NADPH (1-200 uM), MgCl, (1 mM), la LBADH (2.0 U), la wtPAMO (1.0
U), y finalmente el correspondiente alcohol racémico (+)-21a (1.0 eq.). Las
reacciones se agitan a 250 rpm de 6 a 24 horas (dependiendo la
concentracion de cofactor) y a 20°C. Se detiene la reaccién extrayendo con
AcOEt (2x0.5 mL). La fase orgéanica se seca con Na,SO, y se analiza
directamente por CG y HPLC para determinar la conversion y/o el exceso
enantiomérico de los compuestos 19a, 19b, 21a, 21b y 21c.

Reduccion de las cetonas racémicas (%)-18-20a catalizada por
ADHies.

Las cetonas racémicas (+)-18-20a (10 mM) se disuelven en 0.5 mL de
Tris/HCI (50 mM) de pH 7.5 o pH 8.0 que contiene un 5% (v/v) de 2-
propanol. Posteriormente se le afiade NADPH (0.2 mM) y 2 unidades de la
ADH. Cuando se utiliza LBADH, se adiciona como aditivo MgCl,
(concentracion final 1 mM). Las reacciones se agitan a 250 rpm durante 24
horas a 20°C. Se detiene la reaccion extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL). La
fase organica se seca con Na,SQ, y se analiza directamente por CG y HPLC
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para determinar la conversion y el exceso enantiomérico de los productos de
reduccion finales.

Oxidacion de las cetonas 21-23b catalizada por BVMOs.

Las cetonas 21-23b (10 mM) se disuelven en 0.5 mL del medio de reaccion
disolucion tampoén Tris/HCI (50 mM, pH 8.5) junto con D-glucosa-6-fosfato
(2.0 eq.), G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de la
correspondiente BVMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital
a 20°C durante 24 horas. Se detiene la reaccion extrayendo con AcOEt
(2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG con el fin de
determinar la conversion de los procesos de oxidacion.

Oxidacion de los alcoholes (+)-21-23a empleando la ADH-T.

Los alcoholes (#)-21-23a (12 mM) se disuelven en 0.5 mL del medio de
reaccion disolucion tampoén Tris/HCI (50 mM, pH 7.5) junto con NADP"
(0.2 mM). A continuacién se anade la ADH-T (2.0 U) y 5% (v/v) acetona.
La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 20°C durante 4 horas.
Se detiene la reaccion extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL), se seca con
Na,SO, y se analiza por CG con el fin de determinar la conversion y el
exceso enantiomérico de los procesos de oxidacion.

Resolucion cinética simultdnea de la cetona (+)-19a y el alcohol
(x)-21a a escala multimiligramo catalizada por la wtPAMO vy la
ADH-T.

Las cetona racémica (x)-19a (25 mg, 0.14 mmol) se disuelve en una
disolucién tampon Tris/HCI (50 mM, pH 7.5, 12.5 mL). Posteriormente se le
afiade NADPH (0.2 mM), ADH-T (20.0 U), wtPAMO (10.0 U) y el alcohol
racémico (+)-21a (1.0 eq.). La mezcla se agita a 20°C y 250 rpm, en agitador
orbital, durante 6 horas. La fase acuosa se extrae con AcOEt (5x5 mL). La
fase organica se seca con Na,SO, y se evapora el disolvente a presion
reducida. Los crudos fueron purificados por cromatografia de columna (50%
hexano/CH,Cl,), obteniéndose de forma enantiopura, 10.1 mg de (R)-19a
(81%), 11.7 mg de (S)-19b (86%), y 7.0 mg de (R)-21a (75%).
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2.12. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES Y
EXCESOS ENANTIOMERICOS

La determinacion de los valores de exceso enantiomérico de los compuestos
se ha llevado a cabo mediante cromatografia de gases (Tabla 2.7). Para ello
se ha empleado un cromatdégrafo Hewlett Packard 6890 Series Il equipado
con la columna A: Restek RtB-DEXse (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm, 1 bar
N,) y B: Varian CP-Chiralsil-DEX CB (25 m x 0.32 mm x 0.25 pum, 1 bar,

N).

Tabla 2.7. Determinacion de excesos enantioméricos mediante cromatografia
de gases quiral.

Compuesto Programa® tr(min) Columna R
(+)-18a 70/5/1/110/0/3/150/0 483 (R): 49.2 (S) A 2.8
(+)-19a 90/30/3/200/0 47.4 (R): 48.4 (S) A 3.3
(+)-20a 90/45/2/140/0 61.3 (R); 63.2 (S) B 42
(+)-18b 70/5/1/110/0/3/150/0 50.2 (S): 51.5 (R) A 4.0
(+)-19b 90/30/3/200/0 455 (S); 48.0 (R) A 10.0
(+)-20b 90/45/2/140/0 65.8 (S): 68.3 (R) B 6.2
(+)-21a° 90/5/2.5/105/0/5/130/2 14.6 (S); 16.4 (R) A 16.0
(i)—22ab 90/5/2.5/105/0//200/140/0/2.5/160 17.2 (S); 17.9 R) B 11.0
(+)-23a 70/5/1/110/0/3/150/0 28.0 (S): 28.9(R) A 24
(+)-24a" 90/5/2.5/105/0/5/180/5 24.8 (S); 25.8 (R) A 113

& Programa: Tinigial (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ Tge (°C)/ tiempo (min).
b |os alcoholes fueron derivatizados a sus correspondientes acetatos con 4-DMAP y anhidrido
acético en CH,Cl,

tr: tiempo de retencion.
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La determinaciéon de los valores de los porcentajes de alcohol, cetona y
éster, también se ha llevado a cabo mediante cromatografia gaseosa
empleando como columna: Restek Rtf-DEXse (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm,
1 bar Ny).

Tabla 2.8. Determinacion de los porcentajes de alcohol, cetona y éster
mediante CG.

Compuesto Programa® tr(min)
(¥)-21a 70/5/1/110/0/3/150/0 28.9
(¥)-22a 70/5/1/110/0/3/150/0 55.5
(x)-24a 70/5/1/110/0/3/150/0/10/200/0 61.4
(x)-21b 70/5/1/110/0/3/150/0 22.9
(¥)-22b 70/5/1/110/0/3/150/0 53.0
(x)-23b 70/5/1/110/0/3/150/0 22.5
(x)-24b 70/5/1/110/0/3/150/0/10/200/0 62.5
(¥)-21c 70/5/1/110/0/3/150/0 25.1
(£)-22¢ 70/5/1/110/0/3/150/0 53.5
(£)-23c 70/5/1/110/0/3/150/0 23.9

2 Programa: Tiniciar (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ Tsa (°C)/ tiempo (min).
tr: tiempo de retencion.

2.13. DATOS EXPERIMENTALES

En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el presente capitulo que no han sido adquiridos
comercialmente, excepto los ésteres 21-23c, los cuales se prepararon y se
analizaron sélo por CG-MS. Nuestro Unico interés en estos compuestos
estaba focalizado en corroborar su formacion en el sistema bienzimatico, por
ello no nos detuvimos mas en su analisis. Los criterios de caracterizacion
para el resto de compuestos son los mismos que los utilizados en el Capitulo
1.
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(2)-2-Fenilpentan-3-ona, ()-18a*"°

Aceite incoloro
Rendimiento: 60%

Férmula empirica: C;1H1.0

Peso Molecular: 162.2 g/mol
Ry (90% Hexano/AcOEt): 0.40
IR (KBr): 3028, 2978, 1715, 1600, 1494, 1453, 1267 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.01 (t, 33y 7.4 Hz, 3H,), 1.55 (d, *Ju
6.9 Hz, 3H,), 2.38-2.45 (m, 2H,), 3.81 (¢, ®Jun 6.9 Hz, 1Hy), 7.25-7.37 (m,
5Hg,h,i)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 7.9 (CHy, C,), 17.4 (CHa, C.), 34.2 (CH,
Cy), 52.6 (CH, Cg), 127.0 (CHay, Ci), 127.7 (2CH,y, Cy), 128.8 (2CH.,, Cy),
140.8 (Cq, Cy), 211.5 (C=0, C,)

EM (APCI*, m/z): 163 [(M+H)*, 100%]
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(+)-4-Fenilhexan-3-ona, (+)-19a°%

Aceite incoloro
Rendimiento: 63%

Férmula empirica: C1,H:60

Peso Molecular: 176.3 g/mol
R (90% Hexano/AcOEt): 0.52
IR (KBr): 3056, 2968, 1712, 1600, 1493, 1454, 1266 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 0.80 (t, *Ju 7.3 Hz, 3Hy), 0.98 (t, *Jun 7.3
Hz, 3H,), 1.68-1.78 (m, 1H,), 2.04-2.13 (m, 1H,), 2.32-2.49 (m, 2H,), 3.55
(t, 34 7.5 Hz, 1Hy), 7.22-7.36 (M, 5H;))

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 7.8 (CH3, Cy), 12.0 (CH; Cy), 25.2 (CH,,
Ce), 35.1 (CHy, Cy), 60.4 (CH, Cy), 127.0 (CH,,, Cj), 128.2 (2CH,, Cy),
128.7 (2CHa;, Cj), 139.1 (C4, Cy), 211.2 (C=0, C,)

EM (APCT', m/z): 177 [(M+H)", 100%]

(S)-4-Fenilhexan-3-ona, (S)-19a

Rendimiento: 81%

22 . :
Compuesto accesible comercialmente.
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()-2-Fenilheptan-3-ona, (+)-20a®

Aceite incoloro
Rendimiento: 60%

Férmula empirica: Ci3H150

Peso Molecular: 190.2 g/mol
R (90% Hexano/AcOEt): 0.37
IR (KBr): 3055, 2986, 1712, 1596, 1423, 1266 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 0.77 (t, ®Ju 7.3 Hz, 3H,), 1.08-1.20 (m,
2Hy), 1.34 (d, *Jun 7.0 Hz, 3H,), 1.39-1.46 (m, 2H.), 2.31 (t, *Ju 7.3 Hz,
2Hy), 3.71 (c, *Jpn 6.9 Hz, 1Hy), 7.16-7.31 (M, 5H;jy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 13.7 (CHs, C,), 17.4 (CHs, Cy), 22.1 (CH,,
Cy), 25.9 (CH,, Co), 40.7 (CH,, Cy), 52.9 (CH, Cy), 127.0 (2CH4, C)), 127.8
(CHar, C), 128.8 (2CHy, C;), 140.7 (Car, Cy), 211.0 (C=0, C,)

EM (EI', m/z): 190 (M, 11%), 105 (81), 85 (100)
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(+)-Propionato de 1-feniletilo, (+)-18b*°

Aceite incoloro
Rendimiento: 62%

Formula empirica: C11H140,

Peso Molecular: 178.2 g/mol
R (90% Hexano/AcOEt): 0.40
IR (KBr): 3061, 2983, 1732, 1605, 1495, 1266 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.06 (t, *Juy 7.4 Hz, 3H,), 1.45 (d, *Jun
6.6 Hz, 3H.), 2.22-2.31 (m, 2Hy), 5.81 (¢, 34y 6.6 Hz, 1Hy), 7.17-7.27 (m,
5Hg,h,i)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 9.0 (CHs, C.), 22.2 (CH3, C), 27.8 (CH,,
Cp), 72.0 (CH, Cy), 126.0 (2CH,;, Cy), 127.7 (CHa, Ci), 128.4 (2CH,, Cy),
141.8 (C., C), 173.6 (C=0, C,)

EM (APCT', m/z): 179 [(M+H)", 100%]

23 Barbero, M.; Cadamuro, S.; Dughera, S.; Venturello, P. Synthesis 2008, 3625-3632.
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(x)-Propionato de 1-fenilpropilo, (+)-19b*

Aceite incoloro
Rendimiento: 63%

Férmula empirica: C1,H160-

Peso Molecular: 192.3 g/mol
R (90% Hexano/AcOEt): 0.50
IR (KBr): 3059, 2975, 1732, 1604, 1494, 1266 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MH2): § 0.89 (t, *Ju 7.3 Hz, 3Hy), 1.14 (t, *Ju 7.6
Hz, 3H,), 1.77-1.97 (M, 2H,), 2.32-2.41 (M, 2H,), 5.68 (t, *Ju 6.5 Hz, 1Hy),
7.27-7.35 (m, 5Hh,i,j)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): 8 9.1 (CHs, Cy), 9.8 (CH3, C,), 27.8 (CH,,
Cb), 29.3 (CH,, Ce), 77.0 (CH, Cy), 126.4 (2CHa, Cp), 127.7 (CHa, C),
128.3 (2CH,, C;), 140.6 (C4, C,), 173.8 (C=0, C,)

EM (APCI', m/z): 193 [(M+H)", 100%]

(S)-Propionato de 1-fenilpropilo, (S)-19b

Rendimiento: 86%

224 Birman, V.; Jiang, H. Org. Lett. 2005, 7, 3445-3447.
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(+)-Pentanoato de 1-feniletilo, (+)-20b*

Aceite incoloro
Rendimiento: 43%

Férmula empirica: Ci3H150,

Peso Molecular: 206.3 g/mol
R (90% Hexano/AcOEt): 0.40
IR (KBr): 3055, 2986, 1729, 1423, 1265 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 0.82 (t, ®Ju 7.2 Hz, 3H,), 1.18-1.32 (m,
2H,), 1.45 (d, *Juy 6.6 Hz, 3H), 1.50-1.60 (M, 2H.), 2.22-2.27 (M, 2Hy),
5.81 (c, *Jun 6.6 Hz, 1H), 7.18-7.27 (m, 5H;j)

“C-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): § 13.6 (CHs, Cy), 22.1 (CHs, Cy), 22.2 (CH,,
Cy), 27.0 (CH,, C,), 34.3 (CH,, Cy), 71.9 (CH, Cy), 126.0 (2CH., Cy), 127.7
(CHar, C), 128.4 (2CH,,, C;), 141.8 (Cy, Cy), 173.0 (C=0, C.)

EM (EI*, m/z): 206 (M*, 9%), 122 (83), 105 (100), 85 (25)
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CAPiTULO 3

Resolucion cinética
dinamica de B-
cetoésteres a-sustituidos
catalizada por BVMOs:
Sintesis de
a-hidroxiésteres quirales






Antecedentes

Las BVMOs han sido ampliamente utilizadas en la desimetrizacion o
resolucion cinética, tanto clasica como dindmica, de cetonas ciclicas y
biciclicas,**'"*®® asi como cetonas alifaticas lineales®*?* y alquil bencil
cetonas.®®* Recientemente, se ha ampliado el espectro de sustrato de estos
biocatalizadores, ya gque se ha visto que son capaces de oxidar cetonas que
presentan grupos electron-dadores en posicién B, como B-hidroxicetonas y
B-aminocetonas, precursores de 1,2-dioles, B-aminodcidos y B-
aminoalcoholes. De esta manera se ha extendido la aplicacién de las
BVMOs en la sintesis de compuestos biolégicamente activos de elevado
interés.

3.1. BVMOs COMO BIOCATALIZADORES EN LA
SINTESIS DE 1,2-DIOLES

Los 1,2-dioles enantiopuros son intermedios de gran valor en la sintesis de
compuestos con actividad bioldgica y en productos naturales, como por
ejemplo, la ingramicina y la tienamicina.??® Son compuestos muy versatiles
facilmente transformables en epoxidos quirales,”®’ aziridinas y
aminoalcoholes.””® Ademés, poseen un gran interés en la industria quimica
para la preparacion de poliésteres Gpticamente activos,”® y disolventes
quirales,”® y en la industria farmacéutica, ya que se usan como agentes
antimicrobianos.”" Asimismo, son muy dtiles como auxiliares quirales y
ligandos en hidrogenaciones asimétricas.”*?

225 (3) Rehdorf, J.; Kirschner, A.; Bornscheuer, U. T. Biotechnol. Lett. 2007, 29, 1393-1398;
(b) Volker, A.; Kirschner, A.; Bornscheuer, U. T.; Altenbuchner, J. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 2008, 77, 1251-1260.

226 (3) Rao, A. V. R.; Bose, D. S.; Gurjar, M. K.; Ravindranathan, T. Tetrahedron 1989, 45,
7031-7040; (b) Wright, A. E.; Schéfer, M.; Midland, S.; Munnecke, D. E.; Sims, J. J.
Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5699-5702.

227 Kolb, H. C.; Sharpless, K. B. Tetrahedron 1992, 48, 10515-10530.

228 (3) Lohray, B. B.; Ahuja, J. R. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1991, 95-97; (b) Nicolaou,
K. C.; Huang, X.; Snyder, S. A.; Rao, P. B.; Bella, M.; Reddy, M. V. Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 834-838.

229 (3) Spassky, N.; Sigwalt, P. Eur. Polym. J. 1971, 7, 7-16; (b) Rao, A. V. R.; Bose, D. S.;
Gurjar, M. K.; Ravindranathan, T. Tetrahedron 1989, 22, 7031-7040.

230 gmith, A. A.; Haines, R. A. J. Am. Chem. Soc. 1969, 91, 6280-6284.

21 parida, S.; Dordick, J. S. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 2253-2259.

232 Hayashi, T.; Tanaka, M.; Ogata, |. Tetrahedron Lett. 1977, 3, 295-296.
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Entre los numerosos métodos para la preparacion de estos compuestos,
recientemente se ha descrito una estrategia biocatalitica a través de la
resolucion cinética de una serie de (z)-4-hidroxi-2-cetonas alifaticas
empleando células de E. coli recombinantes que expresan el gen de una
BVMO procedente de Pseudomonas fluorescens DSM 50106 (BVMOegx)
(Figura 3.1).”® En general, los procesos oxidativos permitieron la obtencion
de los correspondientes acetatos de (S)-hidroxialquilo con buenas
conversiones (c>40%) y enantioselectividades (E=50). Aquellos derivados
con una cadena alquilica mas larga experimentaron biotransformaciones
mas rapidas. Asi, en la oxidacién de la (z)-4-hidroxi-2-dodecanona se
alcanzd una conversion cercana al 50% en dos horas, mientras que para la
de la (z)-4-hidroxi-2-octanona se necesitaron ocho horas. Aunque no es
relevante para la pureza dptica del producto final, se observa una migracion
del grupo acetilo del alcohol primario al secundario, formandose una mezcla
4:1 de los correspondientes dioles monoacetilados. S6lo se obtuvieron
pequefias cantidades (<5%) del producto no esperado o anormal de la
oxidacion de Baeyer-Villiger, el correspondiente éster de metilo, por lo que
la reaccion fue altamente regioselectiva.

O OH 0 O OH O OH

BVMO,,
A AO% - ANy oSN
n=357 OH "
= NADPH NADP* CERLEERLEPPIER .
. . H (o)
0 /H* H,0 Hidrdlisis :Ho/\g/ﬁn\ P )J\
: OH OH
Ho/\é/Hn\
E)m/
o}

Figura 3.1. Resolucién cinética de ()-4-hidroxi-2-cetonas catalizada por una
BVMO procedente de Pseudomonas fluorescens DSM 50106 expresada en E. coli.

Este proceso se extendio a la oxidacion de otras B-hidroxicetonas, tanto (z)-
4-hidroxi-2-cetonas como (%)-5-hidroxi-3-cetonas, catalizada por once
BVMOs procedentes de diferentes microorganismos (Figura 3.2).”** Los
enzimas que mostraron mejores actividades para este tipo de sustratos
fueron la CHMOgineto, 18 CHMOgevio, 18 CHMORgnodo2, 12 CHMOyaniho, 12
CPMOc¢oma ¥ la BVMOgp;. Todos estos biocatalizadores oxidaron el
enantiomero S de la cetona de partida, quedando remanente el enantiomero
R.

2% Kirschner, A.; Bornscheuer, U. T. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 7004-7006.
2% Rehdorf, J.; Kengar, A.; Bornscheuer, U. T.; Mihovilovic, M. D. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2009, 19, 3739-3743.
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En general la mayor actividad enzimatica se observdo con las f-
hidroxicetonas de menor cadena alquilica, obteniéndose muy buenas
enantioselectividades (E>150) para el grupo “CHMO” en las oxidaciones de
las (x)-4-hidroxi-2-cetonas.

La proteccion del grupo hidroxilo antes de la biotransformacién provoca una
disminucién de la actividad enzimatica para el grupo “CHMO”. De nuevo
en los ésteres de (S)-hidroxialquilo se produjo la migracién del grupo acilo
del alcohol primario al secundario, sin verse afectada la enantioselectividad.
Los productos finales sufrieron una hidrolisis en el medio tras 24 horas de
reaccion, dando lugar a los correspondientes (S)-1,2-dioles con conversiones
moderadas (c<40%). Finalmente se observé que la posicion del grupo
carbonilo afectaba a la regioselectividad de la oxidacién. Asi, en la
resolucidn cinética de las ()-5-hidroxi-3-cetonas se gener6 también el éster
anormal, variando su proporcion en funcion del biocatalizador escogido. Por
ejemplo, la CPMOc,n, Catalizé de manera enantioselectiva la oxidacion de
la (%)-5-hidroxi-3-nonanona generando un 50% del (S)-éster normal,
mientras que la BVMOpy catalizd este proceso sin enantioselectividad,
formandose mayoritariamente el (S)-éster no esperado.

o] O OGP
O OGP O OGP
BVMO
R)J\Ow + ~ + RO)J\/LW
R n FUL R n
OGP n
NADPH NADP* Hidralis
larolisis
R=CHy, CoHs O2H"  HO
n=34,5,6,7
GP=H, COCH3, COH LT R ERTELEEY . o
: Ho/\;ﬁn\ { + J_ + GpoH
: OH R” “OH

Figura 3.2. Resolucidn cinética de cetonas lineales B-sustituidas usando BVMOs
recombinantes.

3.2, BVMOs COMO BIOCATALIZADORES EN LA
SINTESIS DE B-AMINOACIDOS Y B-AMINOALCOHOLES

Los B-aminoacidos son precursores de B-péptidos, alcaloides, terpenoides y
antibioticos B-lactamicos, lo que les confiere un gran interés desde un punto
de vista farmacolégico.?® En particular, los B-péptidos son compuestos con
gran potencial debido a su alta estabilidad frente enzimas proteoliticos.

2% Enantioselective Synthesis of g-Amino Acids. Eds. Juaristi, E; Soloshonok, V. A. Wiley-
VCH, Nueva York 2005.
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Asimismo, los B-aminoalcoholes son moléculas clave en la sintesis de
numerosos farmacos, como la efredina, el cloranfenicol, el pronetalol, la
adrenalina y la noradrenalina.®® También se encuentran presentes en
pinturas y materiales de revestimientos. Ademas poseen aplicacion como
agentes quirales en sintesis asimétrica.?*’

Recientemente se ha descrito la sintesis de estos compuestos mediante la
oxidacién de B-aminocetonas catalizada por células de E. coli recombinantes
que expresan el gen de la CDMO y de CHMOs provenientes de varios
microorganismos.?®® Estos enzimas muestran regiodivergencia frente a un
gran numero de sustratos, por ello son a priori adecuados para estos
procesos, ya que la sintesis de los B-aminoalcoholes se produce a través de
la formacion del éster esperado de la cetona y su posterior hidrolisis,
mientras que la sintesis de los B-aminoacidos N-protegidos transcurre a
través de la hidrolisis del éster anormal.

En dicho estudio se analiz6 la oxidacion del (%)-(2-dimetil-6-oxooctan-4-
il)carbamato de metilo catalizada por una serie de BVMOs (Figura 3.3),
observando que so6lo cuatro biocatalizadores mostraron actividad con este
sustrato, las células que expresan la CDMO de Rhodococcus ruber SC1, la
CHMOarthro, 128 CHMOgracny ¥ 1a CHMOxanmo. ENn todos los casos se
obtuvieron mezclas de ambos ésteres regioisoméricos con muy buenas
enantioselectividades, excepto para la oxidacion catalizada por la CDMO,
donde el éster normal se obtuvo con baja enantioselectividad. Ademas, este
enzima posee una enantiopreferencia opuesta al resto de las CHMOs
estudiadas, oxidando la (+)-cetona, lo que posibilita la obtencion de ambos
enantiomeros del éster anormal con alta pureza dptica mediante la eleccion
del biocatalizador (CDMO o grupo “CHMO”). A pesar de que las
enantioselectividades obtenidas fueron en general muy buenas, las
actividades de estos enzimas frente a este sustrato fueron de bajas a
moderadas. El estudio se extendié al derivado con el grupo amino sin
proteger, la (x)-5-amino-7-dimetiloctan-3-ona, sin embargo no se obtuvo
producto final en ninguna de las biooxidaciones. Finalmente se escal6 la
oxidacién catalizada por la CDMO, aislandose ambos ésteres
regioisoméricos. Estos fueron posteriormente hidrolizados mediante la
lipasa de Candida antarctica B, generandose la B-leucina y el f-amino-4-
metil-1-pentanol N-protegidos, con rendimientos del 33% y 90%,
respectivamente.

2% Bergmeier, S. C. Tetrahedron 2000, 56, 2561-2576.

287 pger, D. J.; Prakash, I.; Schaad, D. R. Chem. Rev. 1996, 96, 835-875.

2% Rehdorf, J.; Mihovilovic, M. D.; Bornscheuer, U. T. Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49,
4506-4508.
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o] o o
o H‘NJ\O/ BVMO H Jk _ H 'Z‘J\O/ H\@ko/
\)K/i\ \)‘\/5\ )K/)\ ’ \n/o -
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Figura 3.3. Sintesis enzimatica de B-amino-4-metil-1-pentanol y B-leucina N-
protegidos, combinando una oxidacion de Baeyer-Villiger enzimatica con una
hidrélisis catalizada por la lipasa de Candida antarctica B.

Este estudio fue completado con nuevos sustratos (Figura 3.4), llevando a
cabo la oxidacion de (%)-4-amino-2-cetonas y (*)-5-amino-3-cetonas
protegidas en el grupo amino como carbamato de metilo mediante el uso de
las BVMOs empleadas en la oxidacion de las hidroxicetonas.”*® Se observo
que diez de los enzimas biocatalizaron estos procesos (ademas de los cuatro
previamente mencionados, la HAPMO, wtPAMO, CHMOxgineto,
CHMORgnodo1, CHMORhogo2 Y CHMOgi1) mientras que seis no mostraron
actividad alguna. Las ()-4-amino-2-cetonas con cadenas lineales cortas y
con un grupo fenilo eran los mejores sustratos en cuanto a conversion y
enantioselectividad, generandose en todos los casos los ésteres normales,
mientras que si presentaban una cadena alquilica ramificada se obtenian
estos ésteres con peores resultados. De nuevo varios enzimas mostraron un
comportamiento enantiocomplementario en este tipo de oxidaciones,
pudiendo obtener el enantiomero R o S del sustrato remanente o del éster
normal dependiendo del enzima escogido.

En la oxidacién de las (%)-5-amino-3-cetonas con cadena alifatica
ramificada catalizada por las BVMOs se observo regiodivergencia,
formandose el éster normal y anormal con una alta pureza Optica pero con
baja conversién. La CHMOanh, fue el enzima que mostré una mayor
actividad con este tipo de sustratos, obteniéndose una conversién moderada.
Sorprendentemente todas las BVMOs estudiadas mostraron una alta
actividad con el (£)-(3-oxo-1-fenilbutil)carbamato de metilo, excepto la
HAPMO, que oxida preferentemente cetonas aromaticas.

239 Rehdorf, J.; Mihovilovic, M. D.; Fraaije, M. W.; Bornscheuer, U. T. Chem. Eur. J. 2010,
16, 9525-9535.
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La wtPAMO cataliz6 esta oxidacion con la mayor selectividad, generandose
un 50% de (+)-éster normal de forma enantiopura. De nuevo es posible
alcanzar ambos enantiomeros del producto, ya que la wtPAMO muestra una
enantiopreferencia opuesta al resto de las CHMOs.

Finalmente los acetatos y etanoatos de [-aminoalquilo generados
experimentaron al cabo de 30 y 42 horas hidrélisis en el medio de reaccion
para dar los correspondientes 3-aminoalcoholes N-protegidos. En general los
rendimientos obtenidos dependieron de la estructura del sustrato y variaron
desde un 8% hasta un 56%.

5 ok : :
H. BVMO h - H. H.
o N7 = o o, o NJ\O/+ o N/U\o/
1 ~ R H
R1)J\/§\R2 \[.j Ry R1/U\/'\R2 1\O/U\/\R2
NADPH NADP*
OJH*  H,0
Hidrolisis
Ry=CHs, CH,CH
R2=C4Hg, CsH11, CeH1a,
CaHi7, CHo-PY, IPF. CoHls geneeanees o ...... .
. : o
H H H
A S
. HO : H R OH
E \/\R2 :

Figura 3.4. Resolucion cinética de B-aminocetonas N-protegidas catalizada por
BVMOs.

3.3. a-HIDROXIESTERES Y a-HIDROXIACIDOS

Los a-hidroxiésteres son compuestos muy versatiles con aplicacion en la
industria quimica y alimentaria (principalmente como conservantes y
aromatizantes). Ademés la industria farmacéutica ha mostrado un gran
interés en la sintesis de estos compuestos, ya que forman parte de
antibioticos, farmacos con propiedades anticancerigenas (camptotecina) y
otros compuestos bioldgicamente activos.**

También son empleados como intermedios para la preparacion de
compuestos de alto valor afiadido.”*" Asi, los a-hidroxiésteres pueden ser

20 (3) Skaddan, M. B.; Kilbourn, M. R.; Snyder, S. E.; Sherman, P. S.; Desmond, T. J.; Frey,
K. A. J. Med. Chem. 2000, 43, 4552-4562; (b) Zha, C.; Brown, G. B.; Brouillette, W. J. J.
Med. Chem. 2004, 47, 6519-6528; (c) Tokuda, O.; Kano, T.; Gao, W.-G.; lkemoto, T. Org.
Lett. 2005, 7, 5103-5105; (d) Tangirala, R. S.; Antony, S.; Agama, K.; Pommier, Y.;
Anderson, B. D.; Bevins, R.; Curran, D. P. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 6202-6212.

241 Hasegawa, J.; Nagashima, N. en Stereoselective Biocatalysis. Ed. Patel, R. N. Marcel
Dekker, Nueva York 2000, 343-363.
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hidrolizados a o-hidroxidcidos, derivados muy interesantes con gran
aplicacion en la industria quimica, farmacéutica y cosmética.**” La mayor
parte de los o-hidroxiacidos se encuentran en la naturaleza. Algunos
ejemplos son el &cido glicolico (cafia de azucar), &cido lactico (leche agria'y
jugo de tomate), &cido citrico (naranja, limon y pomelo), &cido malico
(manzanas), &cido tartarico (uvas y vinos), y la gluconolactona que es un
importante metabolito que interviene en el proceso de renovacion de las
células de la piel.

El acido lactico es muy usado en cosmética, ya que posee un bajo peso
molecular, por lo que presenta una alta absorcién cutdnea. Este a-
hidroxiacido posee otras aplicaciones,?** como por ejemplo su uso como
monémero en la sintesis de polimeros biodegradables.”*** El &cido
polilactico es una alternativa mas respetuosa con el medio ambiente que el
pléastico que proviene de materiales petrogquimicos.”” La Figura 3.5 muestra
los derivados mas importantes del &cido lactico. Entre estos podemos
destacar:

e Lacturo: Monémero para producir &cido polilactico y otros
copolimeros que son alternativas biodegradables a los plasticos y
pueden ser usados en membranas artificiales y en dispositivos que
liberan farmacos en el cuerpo humano (drug delivery devices).

e 12-propanodiol: Compuesto usado como disolvente en la
produccion de resinas de poliéster, farmacos y cosméticos, asi como
anticongelante.

e Acido acrilico: Intermedio para la sintesis de acrilato. Empleado en
el tratamiento de papel, cuero, fibras y detergentes, ademas de ser
material de revestimiento.

e Acido piravico y derivados: Compuestos cuya demanda comercial
ha aumentado debido a su uso como precursores en la sintesis de
farmacos y agrogquimicos.

242 (3) Chiral a-Hydroxy Acids in Enantioselective Synthesis. Eds. Coppola, G. M.; Schuster,

H. F. Wiley-VCH, Weinhein 1997; (b) Corma, A.; Iborra, S.; Velty, A. Chem. Rev. 2007,
107, 2411-2502.

283 (a) Lipinsky, E. S.; Sinclair, R. G. Chem. Eng. Prog. 1986, 82, 26-32; (b) Datta, R.; Tsai,
S. P.; Bonsignore, P.; Moon, S. H.; Frank, J. R. FEMS Microbiol. Rev. 1995, 16, 221-231.

24 Buchta, K. Biotechnology 1983, 3, 409-417.

25 |_unt, J. Polym. Degrad. Stab. 1998, 59, 145-152.
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Figura 3.5. Derivados del acido lactico mas importantes.

Los a-hidroxiésteres acilados son compuestos de elevado interés, muestra de
ello son, por ejemplo, los precursores de derivados del acido tetronico
(Figura 3.6), los cuales se encuentran presentes en numerosos productos
naturales con actividad biolégica, como el acido ascérbico y el pulvinico.*®

i (6] HO Ph ? i
E /E%O HO | OH L0
E o MO\ :
+ HO Ph :
: OH HooC :
E Acido tetrénico Acido ascérbico Acido pulvinicoj

Figura 3.6. Estructuras del acido tetrénico y alguno de sus derivados.

26 (3) Desage-El Murr, M.; Nowaczyk, S.; Le Gall, T.; Mioskowski, C.; Amekraz, B.;
Moulin, C. Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 1289-1293; (b) Tejedor, D.; Garcia-Tellado, F.
Org. Prep. Proced. Int. 2004, 36, 33-59; (c) Zografos, A. L.; Georgiadis, D. Synthesis 2006,
3157-3188.
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Debido al elevado interés que poseen los a-hidroxiésteres y sus derivados
acilados, en este capitulo nos hemos planteado su sintesis de manera
biocatalitica. Para ello se llevar4d a cabo la resolucion cinética de pg-
cetoésteres a-sustituidos catalizada por BVMOs. Diferentes parametros de
reaccion como la temperatura, el pH, la concentracion de sustrato o el
medio de reaccién seran optimizados para obtener las mayores actividades
y selectividades. Finalmente, se escalaran las reacciones con objeto de
aislar los a-hidroxiésteres acetilados para, posteriormente, llevar a cabo su
hidrolisis y generar los correspondientes a-hidroxiésteres.
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Resultados y discusion

3.4. OXIDACION ENZIMATICA DE (t)-B-CETOESTERES
a-SUSTITUIDOS

3.4.1. OXIDACION ENZIMATICA DE (%)-2-METIL-3-
OXOBUTAN- Y -PENTAN-OATOS DE ALQUILO

Inicialmente, nos hemos planteado la oxidacién de una serie de (z)-2-metil-
3-oxobutanoatos de alquilo catalizada por la HAPMO, la wtPAMO vy la
PAMOyusc. Las reacciones se realizaron en disolucién tampén 50 mM
Tris/HCI pH 8.0 y pH 9.0, con G6P/G6PDH como sistema de regeneracion
de NADPH. Al igual que en el resto de capitulos, la temperatura inicial para
los dos biocatalizadores PAMO fue de 30°C y para la HAPMO de 20°C.
Como refleja la Tabla 3.1, todas las oxidaciones de estos compuestos son
altamente enantioselectivas, generandose los correspondientes (S)-ésteres
con una pureza Optica excelente. Sin embargo, las biotransformaciones a pH
8.0 (entradas impares) tienen menores conversiones que las realizadas a pH
9.0 (entradas pares). Es mas, a este pH algunas reacciones superan el 50%
de conversion formandose el (S)-éster enantiopuro. Este hecho no es de
extrafiar, debido a que la estructura del (z)-a-alquil-B-cetoéster posee un
hidrégeno 4&cido, por lo que es posible su racemizacion espontanea,
produciéndose una resolucién cinética dinamica que nos permitiria obtener
el enantibmero S del éster con elevados excesos enantioméricos vy

211




Capitulo 3

conversiones mayores del 50%. Ademas, en todas las reacciones realizadas
en el presente capitulo, el sustrato de partida ha sido recuperado en su forma
racémica.

El (x)-2-metil-3-oxobutanoato de metilo [(£)-25a] no es un buen sustrato
para la HAPMO en estas condiciones, ya que tras 48 horas tan solo se
obtuvo un 5% de producto (S)-25b (entradas 1 y 2) tanto a pH 8.0 como 9.0.
En cambio, la wtPAMO fue capaz de catalizar la oxidacion enzimética de
este sustrato con conversiones moderadas o buenas. Se formé un 28% y un
62% de (S)-25b, a pH 8.0 y 9.0, respectivamente (entradas 3 y 4). La
PAMOwa46c presentd una menor actividad con este B-cetoéster que su cepa
natural, alcanzandose tan solo un 15% de conversion a pH 9.0 (entrada 6).

En la oxidacion de (+)-2-metil-3-oxobutanoato de etilo [(+)-26a], tanto la
HAPMO como la PAMOwues  generaron el diéster (S)-26b con
conversiones de bajas a moderadas (desde 9% a 28%, como se observa en
las entradas 7-8 y 11-12). Sin embargo, la oxidacién catalizada por la
WtPAMO permitié obtener un 90% de (S)-2-acetoxipropanoato de etilo [(S)-
26b] cuando trabajamos a pH 9.0 (entrada 10), mientras que un pH menor
conllevd un descenso en la conversion de la biotransformacion (entrada 9).
De la misma manera que ocurre con el sustrato (+)-25a, en la oxidacion de
(£)-2-metil-3-oxobutanoato de isopropilo [(£)-27a] catalizada por la
HAPMO, tan solo se obtuvo un 5% de producto (S)-27b tanto a pH 8.0
como 9.0 (entradas 13 y 14). La PAMO446c mostré una actividad baja a pH
8.0 (c=13%, entrada 17) y moderada a pH 9.0 (c=36%, entrada 18). De
nuevo la wtPAMO fue capaz de catalizar a pH 9.0 la oxidacién completa de
este sustrato a (S)-27b (entrada 16). Incluso a pH 8.0 se puede obtener un
72% del diéster (S)-27b (entrada 15). Por lo tanto, se observa que al
aumentar el tamafio de la cadena alquilica del éster, se obtienen procesos
oxidativos més rapidos catalizados por la wtPAMO, sin verse influenciada
la selectividad del proceso.
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Tabla 3.1. Resolucidn cinética dinamica de (+)-2-metil-3-oxobutanoatos de
alquilo ()-25-27a catalizada por BVMOs.

O O o
oR NA?)m/chgfc/;gDH= \ﬂ/o\:_)ko/R
= 250 rpm/48h o -
25.27a 25-27b
pH
Basico
O O o
)H)J\O,R --------------------- > \n/O\HkO/R
o]
25.27a 2527b
R: Me, Et, 'Pr
Entrada Sustrato Enzima pH ee(%)? c(%)?
1 (+)-25a HAPMO 8.0 >99(S) 5
2 (+)-25a HAPMO 9.0 >99(S) 5
3 (+)-25a WPAMO 8.0 >99(S) 28
4 (+)-25a WPAMO 9.0 >99(S) 62
5 (+)-25a M446G 8.0 - <3
6 (+)-25a M446G 9.0 >99(S) 15
7 (+)-26a HAPMO 8.0 >99(S) 25
8 (+)-26a HAPMO 9.0 >99(S) 28
9 (+)-26a wtPAMO 8.0 >99(S) 28
10 (+)-26a wtPAMO 9.0 >99(S) 90
11 (+)-26a M446G 8.0 >99(S) 9
12 (+)-26a M446G 9.0 >99(S) 25
13 (£)-27a HAPMO 8.0 >99(S) 5
14 (£)-27a HAPMO 9.0 >99(S) 5
15 (£)-27a WtPAMO 8.0 >99(S) 72
16 (£)-27a WtPAMO 9.0 >99(S) >99
17 (£)-27a M446G 8.0 >99(S) 13
18 (£)-27a M446G 9.0 >99(S) 36

& Determinado por CG.

Las mismas condiciones de reaccion se emplearon para la oxidacion de (z)-
2-metil-3-oxopentanoato de metilo [(£)-28a]. Como muestra la Tabla 3.2,
los resultados obtenidos con este sustrato no mejoran los obtenidos en la
oxidacion de los derivados (%)-2-metil-3-oxobutanoato. De nuevo se
observan mayores conversiones a pH 9.0.
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Tras 48 horas, se obtuvo una conversion de baja a moderada en funcion del
pH para la oxidacion de este sustrato catalizada por la HAPMO (entradas 1
y 2). Hay que destacar que esta biotransformacion a pH 9.0 no fue
completamente enantioselectiva, generandose el diéster (S)-28b con un 82%
de exceso enantiomérico (entrada 2). La PAMOpusc NO MOStrd apenas
actividad sobre este sustrato (entradas 5 y 6). De nuevo la wtPAMO fue el
mejor biocatalizador para este tipo de sustratos, alcanzandose un 56% de
(S)-2-propioniloxipropanoato de metilo [(S)-28b] con un 92% de exceso
enantiomérico a pH 9.0 (entrada 4). Un descenso del pH conlleva de nuevo
un decrecimiento en la conversion (c=36%) y, en este caso en concreto,
también un descenso en la pureza Optica del diéster (ee=88%, entrada 3).

Tabla 3.2. Resolucidn cinética dindmica de (+)-2-metil-3-oxopentanoato de
metilo [(x)-28a] catalizada por BVMOs.

o o o]
BVMO/Tris/HCI OJJ\
e > e
\)k(mo NADPH/G6P/G6PDH /73( { ©

250 rpm/48h

(+)-28a (S)-28b
Entrada Enzima pH ee(%)? c(%)?
1 HAPMO 8.0 >99(S) 16
2 HAPMO 9.0 82(S) 30
3 WIPAMO 8.0 88(S) 36
4 WEPAMO 9.0 92(S) 56
5 M446G 8.0 - <3
6 M446G 9.0 >99(S) 7

& Determinado por CG.

Con objeto de mejorar la conversion en la oxidacion de (+)-28a catalizada
por la wtPAMO a pH 9.0, procedimos a estudiar este proceso en presencia
de distintos cosolventes, ya que habiamos visto el efecto positivo de utilizar
medios no convencionales en el Capitulo 1 tanto para la HAPMO como para
la PAMOwa466. Como se observa en la Figura 3.7, al afiadir un 5% (v/v) de
un disolvente hidrofilico como el 1,4-dioxano, se consiguié un ligero
aumento en la conversion del proceso (c=61%), mientras que la pureza
Optica se mantiene constante. Las reacciones con un 5% de metanol o
acetato de etilo no mejoran la actividad del proceso, mientras que el mejor
resultado se obtiene empleando un 5% de '‘BuOMe. De este modo, es posible
generar un 72% del diéster (S)-28b con una pureza Optica del 96%. EIl uso
de un 5% de hexano permite recuperar (S)-28b practicamente enantiopuro,
pero en una reaccion con una conversion muy baja (c=8%).
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Figura 3.7. Efecto del medio de reaccién en la biooxidaciéon de (£)-2-metil-3-
oxopentanoato de metilo [(+)-28a] catalizada por la wtPAMO. Se representa la
conversion (m) y el exceso enantiomérico de (S)-28b ().

3.4.2. OXIDACION ENZIMATICA DE (+)-2-ETIL-3-
OXOBUTANOATOS DE ALQUILO

Se ha llevado a cabo la biooxidacion de una serie de (z)-2-etil-3-
oxobutanoatos de alquilo empleando las BVMOs disponibles en las
condiciones descritas al inicio del apartado 3.4.1. Como muestra la Tabla
3.3, de nuevo las biotransformaciones a pH 9.0 fueron mas efectivas que a
pH 8.0 (entradas pares e impares, respectivamente). Todos los sustratos
fueron oxidados de forma totalmente enantioselectiva por los tres enzimas,
mientras que se observaron variaciones en la conversion dependiendo de la
estructura del sustrato. Asi, las reacciones de Baeyer-Villiger de (z)-2-etil-3-
oxobutanoato de metilo [(£)-29a] catalizadas por la HAPMO vy la
PAMO446c SON Mas lentas que las biooxidaciones de los derivados de etilo
(x)-30b e isopropilo (*)-31b. La mayor conversion obtenida para la
HAPMO fue de un 59% en la oxidacion de (%)-2-etil-3-oxobutanoato de
etilo a pH 9.0 (entrada 8), mientras la PAMOyu46c genero un 85% de (S)-2-
acetoxibutanoato de isopropilo [(S)-31b] enantiopuro (entrada 18). La
WtPAMO mostrd una alta actividad con los tres derivados, siendo capaz de
transformar (x)-2-etil-3-oxobutanoato de metilo [(£)-29a] con una elevada
conversion (c=89%) (entrada 4). Este enzima fue capaz de generar
cuantitativamente los diésteres (S)-30b y (S)-31b (entradas 10 y 16) cuando
trabajamos a pH 9.0. Incluso la oxidacién de los sustratos (%)-29-31a
catalizada por la wtPAMO a pH 8.0 dio lugar a conversiones mayores del
50% en todos los casos, llegdndose a producir un 85% en el caso (S)-30b
(entrada 9) cuando empleamos estas condiciones.
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Tabla 3.3. Resolucién cinética dindmica de (+)-2-etil-3-oxobutanoatos de
alquilo (+)-29-31a catalizada por BVMOs.

o O o
BVMO/Tris/HCI
)% o NADPH/GEP/GOPDH \[(O\;)kO/R
250 rpm/48h 0~
(#)-29-31a (S)-29-31b
R: Me, Et, 'Pr
Entrada Sustrato Enzima pH ee(%)? c(%)°
1 (¥)-29a HAPMO 8.0 - <3
2 (x)-29a HAPMO 9.0 >99(S) 37
3 (+)-29a wtPAMO 8.0 >99(S) 65
4 (x)-29a wtPAMO 9.0 >99(S) 89
5 (+)-29a M446G 8.0 >99(S) 18
6 (+)-29a M446G 9.0 >99(S) 39
7 (¥)-30a HAPMO 8.0 - <3
8 (¥)-30a HAPMO 9.0 >99(S) 59
9 (+)-30a wtPAMO 8.0 >99(S) 85
10 (¥)-30a wtPAMO 9.0 >99(S) >99
11 (¥)-30a M446G 8.0 >99(S) 25
12 (¥)-30a M446G 9.0 >99(S) 56
13 (¥)-31a HAPMO 8.0 - <3
14 (¥)-31a HAPMO 9.0 >99(S) 46
15 (¥)-31a wtPAMO 8.0 >99(S) 68
16 (¥)-31a wtPAMO 9.0 >99(S) >99
17 (¥)-31a M446G 8.0 >99(S) 62
18 (¥)-31a M446G 9.0 >99(S) 85

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG.

A la vista de los buenos resultados obtenidos en las oxidaciones catalizadas
por la wtPAMO, decidimos estudiar el efecto de la concentracion de sustrato
en la oxidacion del p-cetoéster (+)-31a. La influencia de este parametro en
las propiedades del biocatalizador se analiz6 en dos medios de reaccion: 1)
Tris/HCI a pH 9.0 y 30°C; y 2) Tris/HCI con un 5% (v/v) de '‘BuOMe a pH
9.0 y 30°C. La eleccion de este disolvente se debié al aumento observado,
tanto de la conversion como de la enantioselectividad, en la oxidacién del
sustrato (+)-28a catalizada por la wtPAMO. Como refleja la Figura 3.8, el
exceso enantiomérico del diéster (S)-31b no se vio afectado por la
concentracion del sustrato (+)-31a, ya que se mantuvo constante (ee>99)
para ambos procesos.
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La velocidad de reaccién (expresada como mmol de ()-31a consumidos por
litro de disolucién por hora) alcanzé un valor de 0.4 mmol L™ h™ a una
concentracion de 20 mM en disolucidn tampon, mientras que la presencia de
un 5% de 'BuOMe permiti6 alcanzar una mayor velocidad a una
concentracion de 50 mM. A concentraciones mayores, la velocidad del
proceso disminuyd pronunciadamente, de modo que con 80 mM no se
observo reaccion en medio acuoso, mientras que se convirtieron inicamente
0.06 mmol L™ h™ de (+)-31a cuando se llevé a cabo la reaccion con 5% de
'‘BuOMe.

0,5 100

v (mmol/Lh)

0 20 40 60 80
[31a] (mM)

Figura 3.8. Efecto de la concentracion de sustrato en la resolucion cinética dindmica
de ()-2-etil-3-oxobutanoato de isopropilo [(£)-31a] catalizada por la wtPAMO. Se
representa la velocidad de reaccion en: disoluciéon tampon Tris/HCI 50mM a pH 9.0
(A) y disolucion tampon Tris/HCI 50mM a pH 9.0 con 5% de ‘BuOMe (m), ademas
del exceso enantiomérico de (S)-31b para ambos procesos ().

3.4.3. OXIDACION ENZIMATICA DE OTROS (z%)-B-
CETOESTERES a-SUTITUIDOS QUE POSEEN GRUPOS
MAS VOLUMINOSOS

Continuamos nuestro estudio con la resolucidn cinética dindmica de (+)-2-
acetilpenten-4-oato de etilo [(+)-32a] catalizada por las tres BVMOs en
disolucion tampén 50 mM Tris/HCI pH 9.0 (Figura 3.9). Tanto la HAPMO
como la wtPAMO, demostraron ser biocatalizadores apropiados para este
proceso. En ambos casos se generd de manera enantiopura el diéster (S)-32b
con un 91% de conversion para la HAPMO y conversion cuantitativa para la
WtPAMO. En cambio la PAMOy46c mostré una menor actividad para este
sustrato (c=57%), pero mantuvo la misma selectividad (ee>99%). Asi, se
puede sintetizar de forma efectiva el diéster (S)-32b, un compuesto muy
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interesante como intermedio para posteriores transformaciones, debido a
que posee tres centros reactivos en su estructura.

o O o
BVMO/Tris/HCI 9.0
o » \[]/O\:)J\O/\
NADPH/G6P/G6PDH :
250 rpm/48h o m
()-32a (S)-32b
100
80 -
3
~ 60 -
[}
[}
o
g 40
o
20 1
0
HAPMO WtPAMO PAMOM446G

Figura 3.9. Resolucion cinética dinamica de (+)-32a catalizada por las tres BVMOs.
Se representa la conversion (m) y el exceso enantiomérico del diéster (S)-32b ().

La oxidacion del B-cetoéster (+)-32a catalizada por la wtPAMO fue
monitorizada en el tiempo. Como se observa en la Figura 3.10, la DKR fue
muy rapida, superandose el 50% de conversion después de sélo 2 horas. El
exceso enantiomérico del diéster (S)-32b fue excelente desde el inicio del
proceso y permanecid inalterado a lo largo del mismo. En su fase inicial, la
biooxidacién de ()-32a presenta el comportamiento tipico de una
resolucion cinética clésica, donde la pureza Optica del B-cetoéster (S)-32a
aumenta a medida que la wtPAMO oxida el enantibmero favorecido (R)-32a.
El mayor exceso enantiomérico registrado para el sustrato fue de un 20% a
conversiones cercanas a 50%. Tras 4 horas, esta pureza Optica disminuye
recuperandose 32a racémico a partir de las 8 horas. Se obtuvo una
conversion cuantitativa del diéster enantiopuro (S)-32b tras 24 horas.

218



Resultados y discusion

100 —— 1l

c (%) o ee (%)
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Figura 3.10. Seguimiento de la DKR de (%)-32a en el tiempo empleando la
WtPAMO. Se representa la conversién (m) y los excesos enantioméricos de (S)-32a

(A)y(S)-32b ().

Finalmente se analizaron B-cetoésteres con un anillo aromatico en su
estructura. Como muestra la Tabla 3.4, la HAPMO no fue capaz de catalizar
la oxidacion de (%)-2-bencil-3-oxobutanoato de isopropilo [(£)-33a]
(entrada 1), un resultado sorprendente para una BVMO principalmente
activa en sustratos aromaticos. Por el contrario la wtPAMO generd el diéster
(S)-33b con una conversion total y un moderado exceso enantiomérico
(ee=51%) (entrada 2). Puesto que en ciertas ocasiones se ha observado que
un descenso del pH conlleva un aumento en la enantioselectividad de esta
BVMO en reacciones de Baeyer-Villiger, también se realiz6 la oxidacién a
pH 8.0. Sin embargo, sélo se produjo un ligero aumento en el exceso
enantiomérico del producto final (ee=55%), pero acompafiado de un severo
descenso en la actividad enzimética (c=24%, entrada 3). Por su parte, la
PAMOwasc fue capaz de resolver este sustrato con una alta conversion
(c=75%) y un moderado exceso enantiomérico (ee=60%, entrada 4), el
mayor obtenido para este p-cetoéster.

Mejores resultados se alcanzaron en la oxidacion de (x)-2-metil-3-
oxobutanoato de bencilo [(x)-34a]. Para los tres enzimas el diéster (S)-34b
fue obtenido de forma enantiopura. Tanto la HAPMO como la wtPAMO
catalizaron la oxidacion de modo cuantitativa (entradas 5 y 6), mientras que
la PAMOw446c Mostro una actividad bastante baja (c=22%, entrada 7).
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Tabla 3.4. Resolucion cinética dinamica de (x)-2-bencil-3-oxobutanoato de
isopropilo y (£)-2-metil-3-oxobutanoato de bencilo [(+)-33-34a] catalizada
por BVMOs.

0 O o}
MO’RZ BVMO/Tris/HCI pH 9.0 Yo oRe
NADPH/G6P/G6PDH
Ry 250 rpm/48h 0 Ry
(+)-33-34a (S)-33-34b

R¢:Bn, Ry:'Pr  (£)-33a
R4: Me, Ry: Bn (1)-34a

Entrada Sustrato Enzima ee(%)? c(%)°
1 (£)-33a HAPMO - <3
2 (£)-33a wtPAMO 51(S) >99
3° (£)-33a wtPAMO 55(S) 24
4 (£)-33a M446G 60(S) 75
5 (£)-34a HAPMO >99(S) >99
6 (£)-34a wWtPAMO >99(S) >99
7 (£)-34a M446G >99(S) 22

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG.

°pH 8.0.
3.5. SINTESIS DE a-HIDROXIESTERES

Realizada la sintesis de los o-hidroxiésteres acilados con elevadas
conversiones y excesos enantioméricos para la mayoria de los compuestos,
se procedid a su escalado. Asi, se llevé a cabo la oxidacion con 50 mg de
producto de partida empleando la WtPAMO como biocatalizador, lo que
permitié aislar los productos finales con rendimientos de moderados a
buenos (55-76%) y sin modificaciones en la enantioselectividad respecto a
las reacciones en pequefia escala. Una vez aislados los a-hidroxiésteres
acilados, el siguiente paso fue su conversion en los correspondientes a-
hidroxiésteres Opticamente puros. Inicialmente se emplearon una serie de
hidrolasas comercialmente disponibles, con el fin de catalizar la hidrolisis
selectiva de los grupos acetilo o propionilo de los diésteres. Se utilizé6 como
sustrato modelo el diéster (S)-31b, escogiendo como medio de reaccién una
disolucién tampon 50 mM Tris/HCI pH 9.0 a 30°C, para, una vez optimizada
la hidrdlisis, intentar llevar a cabo una reaccion secuencial desde el B-
cetoéster con la BVMO vy la lipasa, sin necesidad de aislar el diéster. Sin
embargo, como se muestra en las entradas 1-6 de la Tabla 3.5, no se observé
hidroélisis con la mayoria de las hidrolasas probadas (la lipasa de Candida
rugosa (CRL), la esterasa de higado de cerdo (PLE), la proteasa subtilisina
Calsberg, la CAL-B y las lipasas de Pseudomonas fluorescens AK y de
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Pseudomonas amano IM). Para la lipasa tipo A de Candida antartica (CAL-
A), la lipasa de Pseudomonas amano SD vy la lipasa de pancreas porcino
(PPL) se observan conversiones desde bajas para la PPL (c=10% a las 3.5
horas, entrada 9) hasta moderadas para la CAL-A y la lipasa SD (c=43% en
el mismo tiempo, entradas 7 y 8), aungque estas reacciones no son
regioselectivas, sino que se observan mezclas de productos de hidrdlisis de
las dos posiciones reactivas de los diésteres.

Tabla 3.5. Hidrolisis de (S)-2-acetoxibutanoato de isopropilo [(S)-31b]
catalizada por hidrolasas.

0 0
\[(OQJ\ oJ\ Hidrolasa/Tris/tigl pH 9.0/30°C__ Ho oj\

o) Ny 250 rpm .
(S)-31b (S)-31¢c
Entrada Enzima t(h) c(%0)?
1 CRL 7 <3
2 PLE 7 <3
3 Subtilisina 7 <3
4 CAL-B 7 <3
5 AK 7 <3
6 IM 7 <3
7 CAL-A 35 43
8 SD 35 43
9 PPL 35 10

& Determinada por CG.

A la vista de estos resultados, se decidid llevar a cabo una hidrélisis quimica
selectiva de los grupos acetilo y propionilo (R; en Figura 3.11) tratando los
diésteres de partida (S)-27-33b con el correspondiente alcohol (metanol,
etanol o isopropanol), en presencia de una cantidad catalitica de &cido
clorhidrico. Utilizando esta metodologia se pudieron aislar los p-
hidroxiésteres (S)-27-33c con buenos rendimientos (60-85%).

0 0
Ry OQK oRe RyOH/HCI HOQK o R
\ﬂ/ B Reflujo H
O Ry Ry
(S)-27-33b (S)-27-33¢
Rq: Me, Et
R,: Me, Et, alilo, Bn
Rg3: Me, Et, 'Pr

Figura 3.11. Hidrdlisis de los diésteres (S)-27-33b a los correspondientes o-
hidroxiésteres (S)-27-33c.
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Conclusiones

En el presente capitulo se ha realizado la resolucién cinética dindmica en
medio basico de una serie de S-cetoésteres a-sustituidos catalizada por tres
BVMOs, obteniendo los mejores resultados en cuanto a conversion a pH
9.0. Este hecho amplia el tipo de sustratos de estos enzimas, ya que habian
sido empleados principalmente en la oxidacion de compuestos aromaticos.

Los resultados revelan que tanto la HAPMO como la wtPAMO y su mutante
M446G, catalizan la oxidacion de (+)-2-etil- y 2-metil-3-oxobutanoatos de
alquilo con excelente enantioselectividad, siendo la wtPAMO el enzima que
mostré una mayor actividad con estos derivados. En general la HAPMO y
la WtPAMO catalizan la oxidacién de p-cetoésteres a-sustituidos que
poseen restos mas voluminosos en la cadena del éster con mayores
rendimientos.

Empleando (+)-2-metil-3-oxopentanoato de metilo como sustrato, los tres
enzimas mostraron una menor actividad y selectividad. En la reaccion
catalizada por la wtPAMO la presencia de 5% (v/v) de ‘BuOMe permite
mejorar los resultados, asi como optimizar la concentracion de sustrato
hasta 50 mM en la oxidacion de (+)-2-etil-3-oxobutanoato de isopropilo
catalizada por dicha BVMO.

Solo la wtPAMO catalizo la resolucion cinética dinamica de (z)-2-bencil-3-
oxobutanoato de isopropilo con una alta conversion. Sin embargo, la
selectividad del proceso fue moderada. Tanto la HAPMO como la wtPAMO
fueron biocatalizadores excelentes para la resolucion de (x)-2-metil-3-
oxobutanoato de bencilo, formandose de forma enantiopura y con total
conversion el diéster final.

Finalmente, se llev a cabo un escalado de estas oxidaciones catalizadas
por la wtPAMO, el cual permiti¢ aislar los productos con rendimientos de
moderados a buenos y en general altos excesos enantioméricos. Los
correspondientes diésteres fueron hidrolizados, obteniéndose los (S)-a-
hidroxiésteres con altos rendimientos.
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Parte experimental

Las técnicas instrumentales empleadas para la sintesis y caracterizacion de
los compuestos mencionados en este capitulo, ya se han descrito en la Parte
Experimental del Capitulo 1. Unicamente se incluiran en esta seccion los
apartados referentes a reactivos utilizados, asi como los procedimientos
sintéticos, experimentales y analiticos que se han desarrollado a lo largo del
presente capitulo, incluyendo la caracterizacion de todos los compuestos
relacionados con éste. Los PB-cetoésteres a-sustituidos empleados pueden
consultarse en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. B-Cetoésteres a-sustituidos utilizados en el presente capitulo.

3.6. REACTIVOS GENERALES

Las protefnas recombinantes WtPAMO,*® PAMOyusc™ y HAPMO* han
sido sobreexpresadas y purificadas de acuerdo con los métodos descritos.
Las reacciones de oxidacion se han llevado a cabo con el enzima aislado en
disolucion. Se ha definido una unidad enzimatica de BVMO como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1.0 umol de fenilacetona a acetato
de bencilo por minuto, a pH 9.0 y 25°C, en presencia de NADPH. La
G6PDH de Leuconostoc mesenteroides es comercializada por Fluka-
Biochemica, mientras que la G6P y el NADPH fueron adquiridos a Sigma-
Aldrich.

La lipasa tipo B de Candida antarctica (Novozyme SP-435L, CAL-B, 7300
PLU/g) inmovilizada por adsorcion sobre Lewatit E fue donada por Novo
Nordisk. La lipasa tipo A de Candida antartica (CAL-A IMB-104, 2.6
U/mg) fue suministrada por Biocatalytics. La lipasa de Candida rugosa es
comercializada por Sigma (CRL, 965 U/mg). La lipasa de pancreas porcino
fue sumistrada por Sigma (PPL; 308 U/mg). La lipasa de Pseudomonas
fluorescens AK (22100 U/g) fue adquirida a Sigma-Aldrich. Las lipasas de
Pseudomonas amano IM (943 u/g) y SD (24,700 u/g) fueron suministradas
por Amano Enzyme Europe Ltd. Finalmente, la esterasa de higado de cerdo
(PLE, 132U/mg) y la proteasa subtilisina Calsberg (91,4 U/mg) fueron
adquiridas de Fluka-Biochemica.
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Las pB-cetoésteres a-sustituidos (+)-26a y (%)-30a, asi como los a-
hidroxiésteres (S)-25c-27c y (S)-34c fueron adquiridos de la casa comercial
Sigma-Aldrich-Fluka, mientras que (+)-29a proviene de Alfa Aesar. El resto
de reactivos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich-Fluka y
presentan el mayor grado de pureza posible.

3.7. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis de B-cetoésteres a-sustituidos racémicos (z)-25a, (%)-27-
28ay (+)-31-34a.2*'

Una mezcla del correspondiente acetoacetato de alquilo o 3-0xo-pentanoato
de metilo (2.0 g, 10.41-15.38 mmol) y K,COs anhidro (1.3 eq., guardado en
estufa durante al menos 5 horas) en 20.0 mL de acetona seca, se agita bajo
atmofera de N, cinco minutos. A continuacion, se le afiaden cuidadosamente
1.3 eq. del correspondiente haluro de alquilo (ioduro de metilo o etilo,
bromuro de alilo o bencilo). La reaccion se deja a reflujo durante 16 horas.
Posteriormente se filtra y el disolvente se elimina bajo presion reducida. Los
crudos fueron purificados por cromatografia de columna (90%
hexano/AcOEt), obteniéndose 1.54 g de (£)-25a (67%), 1.80 g de (£)-27a
(81%), 0.64 g de ()-28a (29%), 0.91 g de (*)-31a (42%), 1.84 g de (%)-
32a (84%), 1.13 g de (£)-33a (53%) y 1.01 g de (£)-34a (47%).

Sintesis de los diésteres racémicos (£)-25-31b y (+)-33-34b.

Para la preparacion de los diésteres (%)-26-27b, (£)-29-31b y ()-33b, se
lleva a cabo un procedimiento de dos pasos a partir de los correspondientes
acidos racémicos: é&cido lactico, 4cido 2-hidroxibutanoico y acido
fenillactico.

Sintesis de a-hidroxiésteres racémicos (+)-26-27¢, (+)-29-31c v (+)-33c.

A una suspension del correspondiente acido (1.0 g, 6.10-11.11 mmol) en
40.0 mL de MeOH, EtOH o 'PrOH, se le afiaden trazas de HCI. La reaccion
se pone a reflujo y se sigue por TLC (95% CH,CIl,/MeOH). Después de 24
horas, la reaccion se para y el disolvente se evapora a presion reducida. El
crudo de reaccién se disuelve en 20 mL de CH,CI,, se lava con una
disolucién saturada de NaHCO; (2x15 mL) y se extrae con CH,Cl, (3x15
mL). La fase orgénica se seca con Na,SO, se filtra y se evapora el
disolvente a presion reducida. Los a-hidroxiésteres racémicos se obtienen
puros, sin necesidad de una etapa de purificacion posterior.

247 | ee, M.; Kim, D.H. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 913-922.
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Se aislaron 328.4 mg de (x)-26¢ (29%), 395.6 mg de (x)-27c (27%), 589.0
mg de (£)-29c (52%), 836.3 mg de (£)-30c (66%), 1.06 g de (x)-31c (76%)
y 893.0 mg de (£)-33c (72%).

Este paso no fue necesario para la preparacion de los compuestos (%)-25b,
(£)-28b y (¥)-34b ya que el lactato de metilo y el 2-hidroxipropanoato de
bencilo racémicos son comerciales.

Sintesis de los diésteres racémicos (+)-25-31b y (+)-33-34b.

Los a-hidroxiésteres racémicos (%)-25-27c, (£)-29-31c y (%)-33-34c (300
mg, 1.44-2.88 mmol) fueron acilados, bajo atmosfera de Ny, con anhidrido
acético (2.0 eq.) o anhidrido propiénico (en el caso de (+)-28b) y una
cantidad catalitica de 4-DMAP en 6.0 mL de CH,ClI, seco. La reaccion se
agita a temperatura ambiente y se sigue por TLC. Una vez concluida se lava
con una disoluciéon de HCI 1.5 N (4x5 mL). La fase organica se seca con
Na,SO,, se filtra y se evaporan los disolventes a presion reducida. No es
necesaria una posterior etapa de purificacion. Se aislaron 315.9 mg de ()-
25b (75%), 85.4 mg de ()-26b (21%), 181.9 mg de (+)-27b (46%), 101.5
mg de ()-28b (22%), 301.0 mg de (¥)-29b (74%), 241.2 mg de ()-30b
(61%), 266.5 mg de (+)-31b (69%), 126.2 mg de (z)-33b (35%) y 166.5 mg
de (£)-34b (45%).

Sintesis del diéster racémico 2-acetoxipenten-4-oato de etilo [(z)-
32b].

Para la preparacion del diéster (+)-32b fue llevado a cabo un procedimiento
de dos pasos a partir del glioxilato de etilo.

Sintesis de 2-hidroxipenten-4-oato de etilo [(+)-32¢].2*®

A una disolucion de glioxilato de etilo (500 mg, 4.90 mmol) y
aliltrimetilsilano (2.0 eq.) en 25 mL de CH,CI, seco, se le afiade bajo
atmosfera de N, y gota a gota, BF3.Et,0 (2.0 eq.) a 0°C. La disolucién se
deja llevar a temperatura ambiente y se agita durante 1.5 horas. A
continuacion la reaccion se lava con una disolucion saturada de NH,Cl y se
extrae con CH,Cl, (3x20 mL). La fase organica se lava con una disolucion
saturada de NaCl (50 mL), se seca sobre Na,SO,, se filtra y se concentra el
disolvente a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por
cromatografia de columna empleando una mezcla de 70% hexano/AcOEt
como eluyente para obtener (z)-32¢ (300.0 mg, 59%).

28 Zhu, H.; Wickenden, J. G.; Campbell, N. E.; Leung, J. C. T. L.; Johnson, K. M. S.; Glenn,
M. Org. Lett. 2009, 11, 2019-2022.
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Figura 3.13. Sintesis de 2-hidroxipenten-4-oato de etilo (z)-32c.

Acetilacion de 2-hidroxipenten-4-oato de etilo [(£)-32c].

El 2-hidroxipenten-4-oato de etilo (+)-32¢c (300 mg, 2.08 mmol) fue
acetilado, bajo atmosfera de N,, con anhidrido acético (2.0 eq.) y una
cantidad catalitica de 4-DMAP en 6.0 mL de CH,CI, seco. La reaccion se
agita a temperatura ambiente y se sigue por TLC. Una vez concluida se lava
con una disolucion de HCI 1.5 N (4x5 mL). La fase organica se seca con
Na,SO,, se filtra y se evaporan los disolventes a presiéon reducida. No es
necesaria una posterior etapa de purificacién. Se aislaron con un
rendimiento cuantitativo 373.1 mg de (£)-32b.

Los compuestos previamente descritos, (£)-25a, (¥)-27-28a, (+)-3la, (%)-
34a, (£)-25-26b, (£)-26¢, (£)-29-30c y (%)-32c exhiben propiedades fisicas y
espectrales de acuerdo con los datos publicados. Los compuestos (+)-32-
33a, ()-27-34b, (¥)-27c, (*)-3lc y (*)-33c fueron debidamente
caracterizados.**

3.8. ASIGNACION DE CONFIGURACIONES ABSOLUTAS

Las configuraciones absolutas de los diésteres 25-31b y 33-34b se han
establecido mediante comparacién de los cromatogramas obtenidos
mediante CG y HPLC con patrones obtenidos mediante la esterificacion y/o
acetilacion de los correspondientes a-hidroxiésteres/acidos quirales
comerciales.”®

La configuracion absoluta de 2-acetoxipenten-4-oato de etilo 32b se ha
obtenido mediante comparacion de los cromatogramas obtenidos mediante
HPLC con patrones obtenidos mediante la hidrolisis de 32b catalizada por la
lipasa AK de Pseudomonas fluorescens.”"

Las configuraciones absolutas de los a-hidroxiésteres fueron establecidas
gracias a su previa derivatizacion en los correspondientes acetatos y
propionatos.

29 | as referencias de los compuestos ya descritos, asf como la caracterizacion completa de los
no descritos pueden consultarse en el Apartado 3.11.

20| os datos cromatograficos se encuentran recogidos en el Apartado 3.10.

%1 Breard, F.; Lecouve, J.-P. EP 1400531A1, 2004.
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3.9. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Oxidacion de los p-cetoésteres a-sustituidos racémicos (+)-25-34a
catalizada por BVMOs.

Los B-cetoésteres a-sustituidos racémicos (z)-25-34a (10 mM) se disuelven
en 0.5 mL del medio de reaccién disolucién tampdn Tris/HCI (50 mM, pH
8.0 0 pH 9.0), conteniendo un 1% (v/v) DMSO. A continuacion se afiade D-
glucosa-6-fosfato (2.0 eq.), G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad
de la correspondiente BVMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador
orbital a la temperatura establecida durante 48 horas. Se detiene la reaccion
extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG
y HPLC con el fin de determinar la conversiéon y selectividad de los
procesos de oxidacién.

Estudio de la concentracion de sustrato en la oxidacion de (£)-31a
catalizada por la wtPAMO en dos medios de reaccion diferentes.

El 2-etil-3-oxobutanoato de isopropilo (+)-31a (10-80 mM) se disuelve en
dos medios de reaccién diferentes: a) Una disolucion tampon Tris/HCI (50
mM, pH 9.0, 0.5 mL) que contiene 1% (v/v) DMSO o b) Una disolucion
tampén Tris/HCI (50 mM, pH 9.0, 0.5 mL) que contiene un 5% (v/v)
'‘BuOMe (25 pL) y 1% (v/v) DMSO. Posteriormente se afiaden a la reaccion
NADPH (0.2 mM), D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.), G6PDH (5.0 U) y la
WIPAMO (1.0 U). La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a
30°C durante 48 horas. Se detiene la reaccién extrayendo con AcOEt (2x0.5
mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG y HPLC con el fin de
determinar la conversion y exceso enantiomérico de (S)-31b.

Oxidacion de los p-cetoésteres a-sustituidos racémicos (+)-25-34a
a escala multimiligramo catalizada por la wtPAMO.

Los B-cetoésteres a-sustituidos racémicos (+)-25-34a (50 mg, 0.21-0.38
mmol) se disuelven en 13 mL del medio de reaccion disolucion tampdn
Tris/HCI (50 mM, pH 9.0), conteniendo un 1% (v/v) DMSO y 5% (v/v)
'‘BuOMe para el sustrato (+)-28a. A continuacion se afiade D-glucosa-6-
fosfato (2.0 eq.), G6PDH (150 U), NADPH (0.2 mM) y 30 unidades de la
WIPAMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 30°C
durante 24 horas. Se detiene la reaccion extrayendo con AcOEt (3x10.0
mL), se seca con Na,SO, y se evapora el disolvente a presion reducida. No
se requirid ningun tipo de purificacion més, excepto para (S)-25b y (S)-28-
29b, cuyos crudos fueron purificados por cromatografia de columna (90%
hexano/AcOEt). Todos los productos finales fueron obtenidos enantiopuros
excepto (S)-28b y (S)-33b, que fueron aislados con un 96% y 51% de exceso
enantiomérico, respectivamente.

230



Parte experimental

Se obtuvieron 30.8 mg de (S)-25b (55%), 35.1 mg de (S)-26b (62%), 32.8
mg de (S)-27b (59%), 38.3 mg de (S)-28b (68%), 36.0 mg de (S)-29b (65%),
33.4 mg (S)-30b (61%), 34.4 mg de (S)-31b (63%), 35.6 mg de (S)-32b
(65%), 39.6 mg de (S)-33b (74%) y 41.0 mg de (S)-34b (76%).

Hidrolisis enzimética del diéster (S)-31b.

El compuesto (S)-31b (9.4 mg, 0.05 mmol) se disuelve en 500 pL de una
disolucién tampdn Tris/HCI (50 mM, pH 9.0). Posteriormente se afiaden 9.4
mg de la correspondiente hidrolasa (CAL-A, CRL, PPL, SD, PLE,
subtilisina, CAL-B, AK e IM). La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador
orbital a 30°C durante 3.5 horas o 7 horas. Se detiene la reaccion extrayendo
con AcOEt (2x0.4 mL), el cual contiene 1 mg/mL de mesitileno como
estandar externo, se seca con Na,SO, y se analiza por CG y HPLC con el fin
de determinar la conversion y el exceso enantiomérico de los productos de
hidrdlisis.

Hidrolisis quimica de los diésteres (S)-27-33b.

A una disolucion del correspondiente diester (S)-27-33b (25 mg, 0.20-0.31
mmol) en 5.0 mL de MeOH, EtOH o 'PrOH, se le afiaden unas trazas de
HCI. La reaccion se pone a reflujo y se sigue por TLC usando CH,CIl, como
eluyente. Después de la desaparicion del producto de partida, la reaccion se
para y el disolvente es evaporado a presion reducida. Los correspondientes
(S)-o-hidroxiésteres se obtuvieron sin necesidad de una purificacion
posterior. Todos los productos se obtuvieron enantiopuros, excepto (S)-25c
y (S)-33c, los cuales se obtuvieron con un 96% y 51% de exceso
enantiomérico respectivamente. Se aislaron 11.3 mg de (S)-27c (60%), 9.8
mg de (S)-25¢ (60%), 11.8 mg de (S)-29¢ (64%), 13.2 mg de (S)-30c (70%),
12.6 mg de (S)-31c (65%), 13.5 mg de (S)-32c (65%) y 17.6 mg de (S)-33c
(85%).

3.10. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES Y
EXCESOS ENANTIOMERICOS

La determinacion de los valores de conversién y excesos enantioméricos de
la mayoria de los compuestos se ha llevado a cabo mediante cromatografia
de gases (Tabla 3.6). Para ello se ha empleado un cromatdgrafo Hewlett
Packard 6890 Series Il equipado con la columna A: Restek RtB-DEXse (30
m x 0.25 mm x 0.25 pm, 1 bar N,) y B: Hewlett-Packard HP1 (metil
siloxano entrecruzado, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, 1 bar, N,).
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Tabla 3.6. Determinacién de conversiones y/o excesos enantioméricos
mediante CG.

Compuesto Programa® Columna tr(min) R,
(#)-25a 50/20/3/110 A 35.9,36.1 1.0
()-25b 50/20/3/110 A 32.8(S),335(R) 2.2
(%)-25¢ 50/20/3/110 A 27.1(S),29.0 (R) 4.3
()-26a 50/20/3/110 A 37.9 nd
(%)-26b 50/20/3/110 A 35.7 (S), 36.2 (R) 2.4
(x)-26¢ 50/20/3/110 A 26.6 (S), 28.5 (R) 4.0
(#)-27a 50/20/1/90 A 52.2,52.6 1.0
(#)-27b 50/20/1/90 A 49.3 (S), 50.2 (R) 2.0
(#)-27c 50/20/1/90 A 34.8 (S), 39.7 (R) 10.5
(£)-28a 50/20/1/110 A 54.2,57.9 10.0
(£)-28b 50/20/1/110 A 51.0 (R), 52.1(S) 2.3
(x)-25¢ 50/20/1/110 A 21.4(S), 275 (R) 10.1
(¥)-29a 50 Isoterma B 6.0 n.d.
(£)-29b 50 Isoterma B 7.5 -
(+)-29c¢ 50 Isoterma B 24 n.d.
(£)-30a 50 Isoterma B 10.2 n.d.
(+)-30b 50 Isoterma B 12.8 -
(£)-30c 50 Isoterma B 35 n.d.
(¥)-31a 50 Isoterma B 13.3 n.d.
(£)-31b 50 Isoterma B 16.3 -
(+)-31c 50 Isoterma B 5.7 n.d.
(£)-32a 50/25/20/200 B 22.7 n.d.
(£)-32b 50/25/20/200 B 26.6 --
(£)-32c 50/25/20/200 B 6.6 n.d.
(£)-33a 70/5/1/120 B 44.3 --
(£)-33b 70/5/1/120 B 46.0 n.d.
(£)-33c 70/5/1/120 B 255 n.d.
(£)-34a 70/5/1/120 B 35.7 n.d.
(£)-34b 70/5/1/120 B 37.7 --
(£)-34c 70/5/1/120 B 33.1 n.d.

n.d. no determinado.

® Programa: Tiyicia (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ Ty (°C)

tr: tiempo de retencion.

La determinacion de los valores de los excesos enantioméricos de los
compuestos 29-34b se ha llevado a cabo mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia empleando un cromatografo Hewlett Packard 1100 LC
equipado con una columna A: Chiralcel OB-H (Daicel, 0.46 x 25 cm) o B:
Chiralcel OD (Daicel, 0.45 cm x 25 cm) (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Determinacion de excesos enantioméricos mediante HPLC.

Compuesto Condiciones® Columna tr(min) R %

(£)-29b  H/IPA99:1, 0.7, 25°C 129 (R);17.7(S) 6.7
(£)-30b  H/IPA99:1,0.5, 25°C 178 (R);21.1(S) 5.4
(£)-31b  H/IPA99:1, 0.5, 20°C 12.7 (R); 14.3 (S) 13
(£)-32b  H/IPA99:1, 0.5, 20°C 226 (R);26.3(S) 4.4
(£)-33b  H/IPA99:1, 1.0, 25°C 258 (R); 34.8(S) 45
(£)-34b  H/IPA 95:5, 0.8, 20°C 238 (R);26.3(S) 2.0

WwW>>>>

2 Condiciones: H/IPA= Hexano/2-propanol, proporcién de eluyente, flujo (mL min™), T(°C).
tr: tiempo de retencion.

3.11. DATOS EXPERIMENTALES

En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el presente capitulo que no han sido adquiridos
comercialmente. Los criterios de caracterizacion son los mismos que los
utilizados en el Capitulo 1.
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(+)-2-Metil-3-oxobutanoato de metilo, (+)-25a**

Liquido incoloro
Rendimiento: 67%

Férmula empirica: CgH1o03

Peso Molecular: 130.1 g/mol

Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.27

IR (KBr): 2999, 1750, 1720, 1380, 1359 cm’

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.35 (d, *Jun 7.2 Hz, 3H,), 2.23 (s, 3Hy),
3.51 (c, *Jun 7.2 Hz, 1Hy), 3.79 (s, 3Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 12.7 (CHa, Ce), 28.3 (CH3, Cy), 52.2 (CHs,
Cy), 53.3 (CH, Cy), 170.8 (C=0, C,), 203.5 (C=0, C,)

EM (APCI*, m/z): 153 [(M+Na)*, 56%]

22 Christoffers, T.; Kauf, T.; Werner, T.; Réssle, M. Eur. J. Org. Chem. 2006, 2601-2608.
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(+)-2-Metil-3-oxobutanoato de isopropilo, (+)-27a”*®

Liquido incoloro
Rendimiento: 81%

Férmula empirica: CgH1403

Peso Molecular: 158.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.41

IR (KBr): 2942, 1738, 1715, 1455, 1376, 1359 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 1.24 (d, *Ju 6.1 Hz, 6Hyy), 1.28 (d, *Jun
7.0 Hz, 3H,), 2.20 (s, 3Hy), 3.4 (C, *Jun 7.0 Hz, 1Hy), 4.27-5.29 (m, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 12.6 (CHs, C¢), 21.4 (2CHs, Cgp), 28.3
(CH;, Cy), 53.8 (CH, Cy), 68.8 (CH, Cy), 170.0 (C=0, C,), 203.6 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 181 [(M+Na)*, 53%]

23 palomo, C.; Oiarbide, M.: Garcia, J. M.; Banuelos, P.; Odriozola, J. M.; Razkin, J.;
Linden, A. Org. Lett. 2008, 10, 2637-2640.
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(¥)-2-Metil-3-oxopentanoato de metilo, (+)-28a

Liquido incoloro
Rendimiento: 29%

Férmula empirica: C;H,03

Peso Molecular: 144.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.37

IR (KBr): 2984, 1747, 1715, 1455, 1435 cm’

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.06 (t, *Jun 7.2 Hz, 3H,), 1.34 (d, *Jun
7.0 Hz, 3Hy), 2.52-2.59 (m, 2Hy), 3.52 (¢, *Ju 7.0 Hz, 1Hp), 3.71 (s, 3H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 7.6 (CHs, C), 12.8 (CHs, Cy), 34.6 (CH,,
Cq), 52.3 (CH, Cy), 52.4 (CHs, C,) 171.1 (C=0, C,), 206.3 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 167 [(M+Na)", 76%]

EMAR (ESI"): calculada para C;H;,NaO; (M+Na)": 167.0679; encontrada:
167.0671
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(+)-2-Etil-3-oxobutanoato de isopropilo, (+)-31a

Liquido incoloro
Rendimiento: 42%

Férmula empirica: CqH1503

Peso Molecular: 172.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.46

IR (KBr): 2980, 1736, 1714, 1463, 1375, 1359 cm

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 0.82 (t, 3Ju 7.5 Hz, 3Hy), 1.14 (d, *Ju
6.3 Hz, 6H,;), 1.71-1.82 (M, 2H,), 2.10 (s, 3H), 3.18-3.22 (t, *Jun 7.2 Hz,
1Hp), 4.94-5.22 (m, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 11.5 (CHs, Cy), 21.2 (CH,, Ce), 21.3 (CHs,
Ch), 21.4 (CH3, C), 28.4 (CHs, Cy), 61.3 (CH, Cp), 68.4 (CH, C;), 169.0
(C=0, C,), 203.6 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 195 [(M+Na)*, 28%)]

EMAR (ESI): calculada para CgHygNaO; (M+Na)™: 195.0992; encontrada:
195.0993
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Capitulo 3

(+)-2-Acetilpenten-4-oato de etilo, (+)-32a***

Liquido incoloro
Rendimiento: 84%

Férmula empirica: CogH1405

Peso Molecular: 170.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.28

IR (KBr): 3081, 2983, 1743, 1715, 1643, 1441, 1367 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.25 (t, %Ju 7.0 Hz, 3H)), 2.21 (s, 3Hy),
2.54-2.59 (m, 2H,), 3.50 (t, *Jun 7.5 Hz, 1H,), 4.18 (c, 3Jun 7.0 Hz, 2H)),
5.01-5.28 (M, 2H,), 5.65-5.79 (M, 1H)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 14.0 (CHs, C)), 28.9 (CHs, Cy), 32.1 (CH,,
Co), 59.1 (CH, Cy), 61.3 (CH,, Cy), 117.3 (CH,, Cy), 132.1 (CH, Cy), 169.1
(C=0, C,), 202.4 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 193 [(M+Na)*, 100%)]

2% 7hang, Y.; Raines, A. J.; Flowers, R. A. Org. Lett. 2003, 5, 2363-2365.
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Parte experimental

(¥)-2-Bencil-3-oxobutanoato de isopropilo, (+)-33a

Liquido incoloro
Rendimiento: 53%

Férmula empirica: C14H1504

Peso Molecular: 234.3 g/mol
R¢ (80% Hexano/AcOEt): 0.43

IR (KBr): 3056, 2982, 1738, 1715, 1496, 1455 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.14-1.29 (m, 6Hy,), 2.20 (s, 3H,), 3.14
(d, *Jun 7.2 Hz, 2H.), 3.76 (t, *Jun 7.2 Hz, 1H,), 4.98-5.12 (m, 1H;), 7.18-
7.31 (M, 5Hgp) >

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 21.4 (CHs, Cy), 21.5 (CH3, C)), 29.3 (CHs,
Cy), 33.7 (CH,, C.), 61.4 (CH, Cy), 69.0 (CH, C;), 126.8 (CH,, Cy), 128.0
(2CH,, C,), 128.5 (2CH,, Cy), 138.1 (C,, Cy), 168.6 (C=0, C,), 202.3
(C=0,C)

EM (ESI*, m/z): 257 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESI): calculada para Ci4H;sNaOs; (M+Na)*: 257.1148; encontrada:
257.1169

255 En el espectro de resonancia se puede ver alguna sefial del correspondiente compuesto
endlico, pero debido al insuficiente tiempo de adquisicion no se pueden observar todas.
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Capitulo 3

(+)-2-Metil-3-oxobutanoato de bencilo, (+)-34a*>°

Liquido incoloro
Rendimiento: 47%

Férmula empirica: C1,H1405

Peso Molecular: 206.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.35

IR (KBr): 3050, 2990, 1744, 1715, 1498, 1455, 1359 cm "

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.36 (d, 33y 7.1 Hz, 3H,), 2.19 (s, 3Hy),
3.55 (c, *Jun 7.1 Hz, 1Hy), 5.17 (s, 2Hy), 7.32-7.37 (M, 5Hy,))

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 12.6 (CH3, C), 28.3 (CH3, Cq), 53.5 (CH,
Cb), 70.0 (CHy, Cy), 128.2 (CH,y, C)), 128.4 (2CH,, C)), 128.5 (2CH.,, Cy),
134.0 (Cyr, C), 170.3 (C=0, C,), 203.3 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 229 [(M+Na)*, 100%)]

%6 Alexander, M. R. S.; Rzepa, H. S.; White, A. J. P.; Billen, D.; Hii, K. K. J. Org. Chem.
2010, 75, 3085-3096.
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Parte experimental

()-2-Acetoxipropanoato de metilo, (+)-25b%’

Liquido incoloro
Rendimiento: 75%

Férmula empirica: CgH1g04

Peso Molecular: 146.1 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.28
IR (KBr): 2998, 1741, 1454, 1237 cm™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.46 (d, *Jun 7.2 Hz, 3H.), 2.11 (s, 3Hy),
3.73 (s, 3Hy), 5.07 (c, *Jun 7.2 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 16.8 (CH3, C.), 20.6 (CH3, Cy), 52.2 (CHs,
Ci), 68.4 (CH, Cp), 170.3 (C=0, C,), 171.2 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 169 [(M+Na)*, 24%]

(S)-2-Acetoxipropanoato de metilo, (S)-25b

Rendimiento: 55%

57 Knochel, P; Lotz, M.; Monsees, A.; Riermeier, T.; Kadyrov, R.; Almena, J. DE 10219490
Al 2003.
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Capitulo 3

(+)-2-Acetoxipropanoato de etilo, (+)-26b**®

o f
d\[c(o%/\
0" g
O ¢

Liquido incoloro
Rendimiento: 21%

Férmula empirica: C;H;,0,

Peso Molecular: 160.2 g/mol

Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.32
IR (KBr): 2997, 1743, 1441, 1370 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.26 (t, *Jun 7.2 Hz, 3H,), 1.47 (d, *Jun
7.0 Hz, 3H,), 2.12 (s, 3Hy), 4.19 (c, *Jun 7.2 Hz, 2Hy), 5.10 (¢, Iy 7.0 Hz,
1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 14.0 (CH3, Cg), 16.8 (CHs, Cs), 20.6 (CHs,
Cy), 61.3 (CH,, Cy), 68.6 (CH, Cy), 170.3 (C=0, C,), 171.2 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 183 [(M+Na)", 100%)]

(S)-2-Acetoxipropanoato de etilo, (S)-26b

Rendimiento: 62%

28 \Wynberg, H.; Lorand, J. P. J. Org. Chem. 1981, 46, 2538-2542.
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Parte experimental

(x)-2-Acetoxipropanoato de isopropilo, (+)-27b

(o) h
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Liquido incoloro
Rendimiento: 46%

Férmula empirica: CgH140,

Peso Molecular: 174.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.34

IR (KBr): 2986, 1745, 1455, 1386, 1200 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 1.23 (d, *Jun 6.4 Hz, 3Hy), 1.24 (d, *Jun
6.4 Hz, 3H,), 1.45 (d, *Jun 7.0 Hz, 3H.), 2.11 (s, 3H,), 4.97-5.08 (M, 2H,)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 16.8 (CHs, C.), 20.6 (CH5, Cg), 21.5
(2CHs, Cyy), 68.7 (CH, Cy), 68.9 (CH, Cy), 170.3 (2C=0, C.,)

EM (ESI*, m/z): 183 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESI): calculada para CgH1,NaO, (M+Na)": 197.0784; encontrada:
197.0776

(S)-2-Acetoxipropanoato de isopropilo, (S)-27b

Rendimiento: 59%

(S)-27b: [a]p>= -37.9 (¢ 1.00, CHCl5), ee 99%.
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Capitulo 3

(x)-2-Propioniloxipropanoato de metilo, (+)-28b

(0]
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Liquido incoloro
Rendimiento: 22%

Férmula empirica: C;H;,0,

Peso Molecular: 160.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.34
IR (KBr): 2991, 1746, 1461, 1305, 1277 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.15 (t, *Jun 7.5 Hz, 3H.), 1.47 (d, *Jun
7.0 Hz, 3Hy), 2.36-2.47 (m, 2Hy), 3.73 (s, 3Hy), 5.08 (c, *Jun 7.0 Hz, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 8.8 (CHs, C), 16.9 (CHs, Cy), 27.2 (CH,,
Cq), 52.2 (CHs, Cy), 68.3 (CH, Cy), 171.3 (C=0, C,), 178.3 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 183 [(M+Na)", 50%]

EMAR (ESI"): calculada para C;H;,NaO, (M+Na)": 183.0628; encontrada:
183.0619

(S)-2-Propioniloxipropanoato de metilo, (S)-28b

Rendimiento: 68%

(S)-28b: [a]p>= -34.6 (¢ 1.00, CHCl5), ee 96%.
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Parte experimental

(x)-2-Acetoxibutanoato de metilo, (+)-29b

Liquido incoloro
Rendimiento: 74%

Férmula empirica: C;H1,04

Peso Molecular: 160.2 g/mol

R (80% Hexano/AcOEt): 0.34
IR (KBr): 2957, 1746, 1440, 1376, 1235 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 0.96 (t, *J, 7.4 Hz, 3Hy), 1.79-1.90 (m,
2H,), 2.11 (5, 3Hy), 3.72 (s, 3Hy), 4.91-4.95 (M, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 9.4 (CHs, Cy), 20.5 (CHg3, Cy), 24.4 (CH,,
Ce), 52.0 (CHs, Cy), 73.2 (CH, Cy), 170.5 (2C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 183 [(M+Na)*, 34%]

EMAR (ESI"): calculada para C;H;,NaO, (M+Na)": 183.0628; encontrada:
183.0637

(S)-2-Acetoxibutanoato de metilo, (S)-29b

Rendimiento: 65%

(S)-29b: [a]p>= -25.0 (¢ 0.90, CHCl5), ee 99%.
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Capitulo 3

(x)-2-Acetoxibutanoato de etilo, (+)-30b

Liquido incoloro
Rendimiento: 61%

Férmula empirica: CsH140,

Peso Molecular: 174.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.36
IR (KBr): 2980, 1744, 1464, 1375, 1234 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 0.96 (t, *Juy 7.4 Hz, 3Hy), 1.25 (t, *Jun
7.2 Hz, 3Hy), 1.79-1.90 (m, 2H,), 2.10 (s, 3Hy), 4.17 (c, *Juy 7.2 Hz, 2Hy),
4.88-4.92 (m, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 9.4 (CHs, Cy), 14.0 (CH3, Cp), 20.5 (CHs,
Cq), 24.4 (CH,, Cy), 61.1 (CH,, Cy), 73.3 (CH, Cy), 170.1 (C=0, C,), 170.5
(C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 197 [(M+Na)*, 70%]

EMAR (ESI): calculada para CgHy,NaO, (M+Na)*: 197.0782; encontrada:
197.0784

(S)-2-Acetoxibutanoato de etilo, (S)-30b

Rendimiento: 61%

(S)-30b: [a]p?= -28.7 (c 1.00, CHCIs), ee 99%.
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Parte experimental

(£)-2-Acetoxibutanoato de isopropilo, (+)-31b
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Liquido incoloro
Rendimiento: 69%

Férmula empirica: CqH150,4

Peso Molecular: 188.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.41
IR (KBr): 2989, 1745, 1464, 1426, 1375, 1234 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MH2): & 0.96 (t, *Jun 7.4 Hz, 3Hy), 1.22 (d, 3Jum
6.3 Hz, 3Hy), 1.23 (d, *Juy 6.8 Hz, 3Hy), 1.77-1.88 (m, 2He), 2.10 (s, 3Hy),
4.84-4.88 (m, 1H,), 4.99-5.08 (m, 1Hj)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 9.3 (CH3, C;), 20.5 (CH3, Cj), 21.5 (CHs,
C), 21.6 (CHs, Cg), 24.3 (CHy, C.), 68.8 (CH, C), 73.4 (CH, C;), 169.6
(C=0, C,), 170.5 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 211 [(M+Na)*, 52%]

EMAR (ESI): calculada para CoH;sNaO, (M+Na)": 211.0946; encontrada:
211.0948

(S)-2-Acetoxibutanoato de isopropilo, (S)-31b

Rendimiento: 63%

(S)-31b: [a]p>= -38.7 (¢ 0.98, CHCl5), ee 99%.
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Capitulo 3

(x)-2-Acetoxipenten-4-oato de etilo, (+)-32b
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Liquido incoloro
Rendimiento: 99%

Férmula empirica: CgH140,4

Peso Molecular: 186.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.44

IR (KBr): 3080, 2983, 1744, 1643, 1469, 1431 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.25 (t, %Ju 7.0 Hz, 3Hy), 2.11 (s, 3Hy),
2.54-2.60 (m, 2H,), 4.18 (c, *Juy 7.0 Hz, 2H,), 5.01-5.06 (m, 1H,), 5.08-5.18
(m, 2Hg), 5.72-5.79 (m, 1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 14.0 (CHs, C)), 20.5 (CH3, Cy), 35.4 (CH,,
Ce), 61.3 (CHy, Cy), 71.6 (CH, Cy), 118.6 (CH,, C), 131.9 (CH, Cy), 169.5
(C=0, C,), 170.3 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 209 [(M+Na)*, 30%]

EMAR (ESI): calculada para CoHy,NaO, (M+Na)*: 209.0784; encontrada:
209.0767

(S)-2-Acetoxipenten-4-oato de etilo, (S)-32b

Rendimiento: 65%

(S)-32b: [0]p®= -17.3 (c 1.12, CHClIs), ee 99%.
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Parte experimental

(x)-2-Acetoxi-3-fenilpropanoato de isopropilo, (+)-33b

Liquido amarillo claro
Rendimiento: 35%

Férmula empirica: C14H150.

Peso Molecular: 250.1 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.29

IR (KBr): 3030, 2934, 1731, 1496, 1455, 1375 cm

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.17 (d, *Jun 6.4 Hz, 3H), 1.23 (d, *Jun
6.4 Hz, 3H,,), 2.09 (s, 3Hy), 3.10 (dd, 2Jyy 11.6 Hz, 3Juy 8.6 Hz, 1H,), 3.16
(dd, 2Juy 11.6 Hz, 23,44 5.0 Hz, 1H,), 4.98-5.07 (m, *J,n 6.4 Hz, 1H,), 5.16
(dd, ®Ju 8.6 Hz, *Jpp 5.0 Hz, 1Hy), 7.23-7.31 (M, SHgp)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 20.5 (CHs, C)), 21.5 (CHs, Cyy), 21.6 (CHs,
Cy), 37.2 (CH,, Cy), 69.1 (CH, Cy), 73.1 (CH, Cyp), 126.9 (CH,, C;), 128.3
(2CH4, Cy), 129.3 (2CH,, Cp), 1359 (C4, Cy), 169.1 (C=0O, C,), 170.3
(C=0, Cy)

EM (ESI*, m/z): 273 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESI): calculada para Cy,H;sNaO, (M+Na)™: 273.1097; encontrada:
273.1105

(S)-2-Acetoxi-3-fenilpropanoato de isopropilo, (S)-33b

Rendimiento: 74%

(S)-33b: [0]p>= -5.7 (c 1.05, CHCI;), ee 51%.
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Capitulo 3

(x)-2-Acetoxipropanoato de bencilo, (+)-34b
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Liquido amarillo claro
Rendimiento: 45%

Férmula empirica: C12H1404

Peso Molecular: 222.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.31

IR (KBr): 3035, 2994, 1744, 1495, 1455, 1305 cm’

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.49 (d, 3Ju 7.0 Hz, 3He), 2.12 (s, 3Hy),
5.09-5.16 (M, 1Hy), 5.17 (5, 2Hy), 7.33-7.36 (M, 5Hy;)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz):  16.8 (CH3, C.), 20.6 (CH3, Cq), 66.9 (CH,,
Cy), 68.5 (CH, Cy), 128.0 (2CH,, Cy), 128.3 (2CH,, Cj), 135.3 (CHa, C)),
166.3 (Ca, Cy), 170.3 (C=0, C.), 170.6 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 245 [(M+Na)", 55%]

EMAR (ESIY): calculada para C;,H1,NaO, (M+Na)*: 245.0784; encontrada:
245.0795

(S)-2-Acetoxipropanoato de bencilo, (S)-34b

Rendimiento: 76%

(S)-34b: [a]p™= -91.4 (c 1.00, CHCl5), ee 99%.
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Parte experimental

(x)-2-Hidroxipropanoato de isopropilo, (+)-27¢

Liquido incoloro
Rendimiento: 27%

Férmula empirica: CgH1,03

Peso Molecular: 132.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.20

IR (KBr): 3480, 2984, 1746, 1463, 1376 cm’"

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.24 (d, Ju 6.1 Hz, 3Hg), 1.25 (d, *Juy
6.4 Hz, 3Hy), 1.37 (d, *Jun 6.4 Hz, 3H,), 2.94 (s, 1H.), 4.15-4.23 (m, 1Hy),
5.02-5.10 (M, 1H,)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): § 20.3 (CHs, Cg), 21.6 (2CHs, Cry), 66.7
(CH, Cy), 69.3 (CH, C,), 175.2 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 155 [(M+Na)", 73%]

EMAR (ESI): calculada para CgHy,NaO; (M+Na)™: 155.0684; encontrada:
155.0687

(S)- 2-Hidroxipropanoato de isopropilo, (S)-27¢**°

Rendimiento: 60%

(S)-27c: [a]p>= -5.2 (¢ 1.00, CHCIs), ee 99%.

29 Brown, H. C.; Pai, G. G. J. Org. Chem. 1985, 50, 1384-1394.
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Capitulo 3

(2)-2-Hidroxibutanoato de metilo, ()-29¢**°

HO. b ~f

Liquido incoloro
Rendimiento: 52%

Férmula empirica: CsH1003

Peso Molecular: 118.1 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.20
IR (KBr): 3433, 2969, 1738, 1420, 1296 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 0.95 (t, *Juy 7.4 Hz, 3H,), 1.60-1.89 (m,
2Hy), 2.77 (d, 34 5.9 Hz, 1H,), 3.78 (s, 3Hy), 4.15 (c, *Juy 5.9 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 8.8 (CHa, Ce), 27.4 (CH,, Cy), 52.4 (CHs,
Cy), 71.4 (CH, Cy), 175.6 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 141 [(M+Na)+, 40%)]

(S)-2-Hidroxibutanoato de metilo, (S)-29¢**

Rendimiento: 64%

(S)-29c: [a]p>= -6.4 (c 1.15, CHCI3), ee 99%.

20 Kolasa, T.; Miller, M. J. J. Org. Chem. 1987, 52, 4978-4984.
%81 Akiyama, T.; Shimizu, M.; Mukaiyama, T. Chem. Lett. 1984, 611-614.
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Parte experimental

(2)-2-Hidroxibutanoato de etilo, (+)-30c*

Liquido incoloro
Rendimiento: 66%

Férmula empirica: CgH1,03

Peso Molecular: 132.1 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.21
IR (KBr): 3429, 2980, 1733, 1464, 1212 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 8 0.96 (t, *Jun 7.3 Hz, 3H.), 1.29 (t, *Juy
7.1 Hz, 3H,), 1.63-1.88 (M, 2Hy), 2.77 (d, *Jun 5.7 Hz, 1H.), 4.10-4.16 (m,
1Hy), 4.24 (¢, *Jun 7.1 Hz, 2Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 8.7 (CHs, C¢), 14.1 (CHs, Cy), 27.4 (CH,,
Cy), 61.6 (CH,, Cy), 71.3 (CH, Cy), 175.2 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 155 [(M+Na)+, 36%]

(S)-2-Hidroxibutanoato de etilo, (S)-30c?*

Rendimiento: 70%

(S)-30c: [a]p>= -6.0 (c 1.20, EtOH), ee 99%.

%2 Nakamura, K.; Inoue, K.; Ushio, K.; Oka, S.; Ohno, A. J. Org. Chem. 1988, 53, 2589-
2593.
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Capitulo 3

(+)-2-Hidroxibutanoato de isopropilo, (+)-31c

Liquido incoloro
Rendimiento: 76%

Férmula empirica: C;H1405

Peso Molecular: 146.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.31
IR (KBr): 3413, 2982, 1731, 1463, 1376 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): § 0.94 (t, *Juy 7.4 Hz, 3H.), 1.25 (d, *Jun
6.3 Hz, 3Hy), 1.27 (d, ®Jun 6.3 Hz, 3H,), 1.64-1.71 (m, 1H,), 1.77-1.81 (m,
1Hg), 2.80 (d, *Jun 5.7 Hz, 1H,), 4.09-4.10 (m, 1Hy), 5.09 (m, *Juy 6.3 Hz,
1Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8.7 (CH3, Co), 21.7 (2CH3, Chg), 27.4 (CH,,
Cy), 69.3 (CH, Cy), 71.3 (CH, Cy), 174.7 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 169 [(M+Na)", 61%]

EMAR (ESI): calculada para C;H;4,NaO; (M+Na)": 169.0835; encontrada:
169.0838

(S)-2-Hidroxibutanoato de isopropilo, (S)-31c

Rendimiento: 65%

(S)-31c: [a]p™= -6.1 (c 0.85, CHCIs), ee 99%.
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Parte experimental

(2)-2-Hidroxipenten-4-oato de etilo, (¥)-32¢**

Liquido incoloro
Rendimiento: 59%

Férmula empirica: C;H,03

Peso Molecular: 144.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.23

IR (KBr): 3409, 3081, 2984, 1747, 1644, 1463, 1376 cm "

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): 8 1.29 (t, *Juy 7.2 Hz, 3H,), 2.38-2.48 (m,
1Hg), 2.52-2.61 (m, 1H), 2.81 (d, 1H,), 4.20-4.28 (m, 3H,}), 5.11-5.18 (m,
2H;), 5.73-5.87 (m, 1H,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 14.0 (CHs, Cp), 38.5 (CH,, Cy), 61.4 (CH,,
Cy), 69.8 (CH, Cy), 118.4 (CH,, Cy), 132.4 (CH, C,), 174.2 (C=0, C,)

EM (ESI, m/z): 167 [(M+Na)*, 67%]

(S)-2-Hidroxipenten-4-oato de etilo, (S)-32¢

Rendimiento: 65%

(S)-32¢: [0]p™= -4.2 (c 0.95, CHCI;), ee 99%.

283 Zhu, H.; Wickenden, J. G.; Campbell, N. E.; Leung, J. C. T.; Johnson, K. M. S.; Glenn, M.
Org. Lett. 2009, 11, 2019-2022.
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(x)-2-Hidroxi-3-fenilpropanoato de isopropilo, (+)-33c

Liquido incoloro
Rendimiento: 72%

Férmula empirica: Ci,H1605

Peso Molecular: 208.2 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.23
IR (KBr): 3359, 3088, 2982, 1731, 1496, 1375 cm™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.26 (d, *Juy 6.1 Hz, 3H,), 1.28 (d, *Jun
6.1 Hz, 3H;), 2.99 (dd, *Jun 13.8 Hz, *Jy 6.8 Hz, 2H.), 3.15 (dd, *Juy 13.8
Hz, Jun 4.8 Hz, 1H,), 4.43 (sa, 1Hy), 5.08 (m, 1H;), 7.20-7.36 (M, 5Hsgp)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 21.6 (2CHs, Cyj), 40.3 (CH,, Cg), 69.4
(CH, C), 71.1 (CH, Cy), 126.7 (CHa, Ct), 128.1 (2CH,, Cy), 129.4 (2CH,,
Cy), 136.3 (Car, Co), 173.6 (C=0, C,)

EM (ESI*, m/z): 231 [(M+Na)*, 100%)]

EMAR (ESIY): calculada para Cy,H;sNaO; (M+Na)™: 231.0992; encontrada:
231.0995

(S)-2-Hidroxi-3-fenilpropanoato de isopropilo, (S)-33c

Rendimiento: 85%

(S)-33c: [0]p>=-9.7 (c 0.78, CHCI;), ee 51%.
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Las BVMOs no solo catalizan la reaccion que lleva su nombre, sino también
la biooxidacion de heteroatomos como azufre, boro, nitrégeno o fosforo.”
Sin embargo, la habilidad de estos enzimas para llevar a cabo este tipo de
oxidaciones, y en especial las sulfoxidaciones asimétricas de las que nos
ocuparemos en el presente capitulo, es mucho menos conocida.

4.1. IMPORTANCIA DE LOS SULFOXIDOS

El grupo sulfoxido presenta una estructura piramidal, en la cual el &tomo de
azufre se encuentra tricoordinado con un atomo de oxigeno y dos carbonos,
poseyendo un par de electrones libres. Por lo tanto, si las dos cadenas con
carbonos son diferentes, los sulféxidos presentan quiralidad. La interaccion
azufre-oxigeno tiene un caracter electrostatico, que produce un significativo
dipolo, con la carga negativa centrada en el oxigeno. Los sulfoxidos son
compuestos con una notable estabilidad Optica ya que su indice de
racemizacion es bajo a temperatura ambiente. En la mayoria de los casos
solo a altas temperaturas (sobre 200°C) se produce racemizacion en estos
compuestos.”®

264 Raymer, D. R.; Gordon, A. J.; Mislow, K. J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 4854-4860.
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Los sulfoxidos orgénicos son moléculas interesantes ya que pueden
reaccionar de maneras diferentes, bien a través de su par de electrones
libres, a través del oxigeno, o bien a través de sus grupos alquilicos o
arilicos. Por ello, son compuestos de una gran versatilidad quimica, lo que
junto a su capacidad de induccién asimétrica y a su facilidad de eliminacion
en condiciones de reaccion suaves, les hace moléculas perfectas como
ligandos y auxiliares quirales en catalisis asimétrica.”®® Asimismo, estas
caracteristicas pueden ser incluso mejoradas cuando se introducen en la
molécula del sulféxido grupos heteroaromaticos con capacidad quelante, ya
que de esta forma se genera un punto reactivo mas.

La mayor utilidad sintética de los sulfoxidos se debe a la habilidad de su
atomo de azufre para estabilizar la carga negativa de un carbono
adyacente.”® Este poder de estabilizacion unido al incremento de acidez del
protobn en su posicion o, facilita los ataques nucledfilos de forma
estereoselectiva a aldehidos, cetonas e iminas. Este hecho favorece el
desarrollo de la quimica de formacion de enlaces C-C.**’ Si los sulfoxidos
presentan un doble enlace conjugado, su comportamiento es similar al de las
cetonas a-P-insaturadas, siendo susceptibles de experimentar ataques
nucleofilos sobre estos dobles enlaces activados. Estos compuestos pueden
ser utilizados como dienodfilos en reacciones de Diels-Alder, pudiendo
producirse tras la formacion del aducto, la eliminacidn pirolitica del grupo
sulfoxido.”®’

Ademas, el grupo sulfinilo presente en los sulféxidos quirales forma parte
de numerosos compuestos con actividad bioldgica, de los que se muestran
algunos ejemplos en la Figura 4.1.%®

5 (3) Carrefio, M. C. Chem. Rev. 1995, 95, 1717-1760; (b) Fernandez, I.; Khiar, N. Chem.
Rev. 2003, 103, 3651-3705; (c) Kobayashi, S.; Ogawa, C.; Konishi, H.; Sugiura, M. J. Am.
Chem. Soc. 2003, 125, 6610-6611; (d) Dalko, P. I.; Moisan, L. Angew. Chem. Int. Ed. 2004,
43, 5138-5175; (e) Pellissier, H. Tetrahedron 2006, 62, 5559-5601; (f) Fernandez, I.;
Valdivia, V.; Leal, M. P.; Khiar, N. Org. Lett. 2007, 9, 2215-2218; (g) Carrefio, M. C.;
Hernandez-Torres, G.; Ribagorda, M.; Urbano, A. Chem. Commun. 2009, 6129-6144.

268 Barlett, P. A. J. Am. Chem. Soc. 1976, 98, 3305-3312.

%7 golladié, G. Synthesis 1981, 185-195.

%8 (a) Bentley, R. Chem. Soc. Rev. 2005, 34, 609-624; (b) Wojaczyfska, E; Wojaczynski, J.
Chem. Rev. 2010, 110, 4303-4353.
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R= Me, Pr

Figura 4.1. Compuestos con actividad biol6gica que presentan un grupo sulfinilo en
su estructura.

Por ello, en los ultimos afios la industria farmacéutica ha mostrado un gran
interés en la sintesis de estos compuestos.”® Asi, el esomeprazol (el
enantiomero S del omeprazol), cuya funcion es curar y aliviar los sintomas
de reflujo gastroesofico, es uno de los medicamentos més vendidos en el
mundo.?®**?"® El armodafinil (el enantiémero R del modafinil) es un farmaco

%9 (3) Rouhi, A. M. Chem. Eng. News 2003, 81, 56-61; (b) Legros, L.; Dehli, J. R.; Bolm, C.
Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 19-31; (c) Federsel, H.-J. Acc. Chem. Res. 2009, 42, 671-680.

210 Cotton, H.; Elebring, T.; Larsson, M.; Li, L.; Sérensen, H.; von Unge, S. Tetrahedron:
Asymmetry 2000, 11, 3819-3825.
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estimulante para el tratamiento de desordenes en el suefio.””* El (S)-OPC-
2930 es un antiagregante plaquetario.””® El aprikalim funciona como un
activador del canal de potasio®” y el (S)-oxisurano, es un inmunosupresor.”™
Por otra parte, un derivado de la (R)-pirazolotriacina®”® actlia como farmaco
contra la hiperuricemia y las ustiloxinas son moléculas activas contra el
cancer de pecho y pulmén en humanos.?”

4.2. SINTESIS DE SULFOXIDOS QUIRALES

Existen diferentes estrategias para la sintesis de sulfoxidos quirales. Entre
éstas podemos destacar: resoluciones cinéticas de sulfoxidos racémicos,’”
oxidacion asimétrica de sulfuros proquirales mediante oxidantes quimicos
en cantidades estequiométricas,?”® o la adicién nucleéfila de ligandos a
sulfinatos quirales con reactivos de Grignard (método de Andersen).?” Sin
embargo, todos estos procesos tienen una serie de desventajas: limitacion en
el rendimiento, altos costes, necesidad de cantidades estequiométricas de
oxidantes o procesos tediosos con muchas limitaciones en la estructura del
sustrato.

Por todo ello, el procedimiento mas extendido, aceptado y utilizado en la
industria desde hace décadas, es la oxidacion catalitica enantioselectiva de

2™ (a) Osorio-Lozada, A.; Prisinzano, T.; Olivo, H. F. Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15,
3811-3815; (b) Rebiere, F.; Duret, G.; Prat, L.; Piacenza, G. U.S. Patent 7368591, 2005;
Chem. Abstr. 2005, 143, 366999r.

22 Matsugi, M.; Shimada, R.; Ohata, S.; Nojima, M.; Fukuda, N.; Minamikawa, J.; Kita, Y.
Chem. Pharm. Bull. 2002, 50, 1511-1513.

2™ Brown, T. J.; Chapman, R. F.; Cook, D. C.; Hart, T. W.; McLay, I. M.; Jordan, R.; Mason,
J. S.; Palfreyman, M. N.; Walsh, R. J. A.; Withnall, M. T.; Aloup, J.-C.; Cavero, |.; Farge,
D.; James, C.; Mondot, S. J. Med. Chem. 1992, 35, 3613-3624.

2™ Khiar, N.; Fernandez, I.; Alcudia, F. Phosphorus Sulfur Silicon Relat. Elem. 1993, 74,
405-406.

278 Naito, S.; Nishimura, M. Xenobiotica 2002, 32, 491-503.

2% Hytton, C. A.; White, J. M. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 1643-1646.

27 (a) Bortolini, O.; Fantin, G.; Fogagnolo, M.; Medici, A.; Pedrini, P. Chem. Commun.
2000, 365-366; (b) Noguchi, T.; Miyagawa, T.; Satoh, T. Tetrahedron: Asymmetry 2009,
20, 2073-2076.

278 (3) Davis, F. A.; Sheppard, A. C. Tetrahedron 1989, 45, 5703-5742; (b) Legros, J.; Bolm,
B. Chem. Eur. J. 2005, 11, 1086-1092; (c) Caron, S.; Dugger, R. W.; Ruggeri, S. G.; Ragan,
J. A.; Brown Ripin, D. H. Chem. Rev. 2006, 106, 2943-2989.

279 (a) Andersen, K. K. Tetrahedron Lett. 1962, 3, 93-95; (b) Andersen, K. K.; Gaffield, W.;
Papanikolau, N. N.; Foley, J. W.; Perkins, R. I. J. Am. Chem. Soc. 1964, 86, 5637-5646; (c)
Whitesell, J. K.; Wong, M.-S. J. Org. Chem. 1991, 56, 4552-4554.
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sulfuros proquirales. Estos procesos pueden estar catalizados bien por
complejos metalicos,?®® o bien por biocatalizadores.?®

En cuanto a los métodos para la preparacion de sulfoxidos quirales mediante
oxidacion asimétrica biocatalizada de sulfuros proquirales, hay dos grupos
mayoritarios de enzimas empleados, las peroxidasas,® 'y las
monooxigenasas.”” En el presente capitulo nos centraremos en las BVMOs,

pertenecientes a este ultimo grupo de enzimas.

4.3. SINTESIS DE SULFOXIDOS QUIRALES MEDIANTE
REACCIONES CATALIZADAS POR BVMOs

El primer grupo en investigar la accion de las Baeyer-Villiger
monooxigenasas en la oxidacion de heterodtomos presentes en xenobioticos,
fue el de Walsh en 1982.%% Describieron la oxidacion de 4-tolil etil sulfuro a
su correspondiente (S)-sulféoxido con un 73% de exceso enantiomérico,
mediante el enzima aislado CHMO de Acinetobacter sp. (Tabla 4.1, entrada
1). En 1992, Carrea y colaboradores estudiaron la biooxidacion de
numerosos alquil aril sulfuros y dialquil sulfuros con preparaciones de
CHMO.ineto parcialmente purificadas (algunos ejemplos se muestran en la
Tabla 4.1).** Se observé que la estereoselectividad enzimética de estas
oxidaciones dependia enormemente de la estructura del sulfuro de partida, y
por tanto se obtuvieron tanto (R)- como (S)-sulfoxidos. Un ejemplo de las
diferentes enantioselectividades encontradas radica en la oxidacion del fenil
metil sulfuro y etil 4-fluorofenil sulfuro, compuestos con estructuras muy
similares. En el primer caso se aisla de forma enantiopura el (R)-fenil metil
sulfoxido, mientras que en el segundo se obtiene el (S)-sulfoxido con un

280 (3) Kagan, H. B. en Catalytic Asymmetric Synthesis. Ed. Ojima, 1. Wiley-VCH, New-York
2000, 327-356; (b) Kagan, B.; Luukas, T. en Transition Metals for Organic Synthesis. Eds.
Beller, M.; Bolm, C. Wiley-VCH, Weinheim 2004, 479-495; (c) Bé&ckvall, J.-E. en Modern
Oxidation Methods. Ed. J.-E. Béckvall, VCH-Wiley, Weinheim 2004, 193-222.

281 (3) Faber, K. Chem. Eur. J. 2001, 7, 5004-5010; (b) Holland, H. L. Nat. Prod. Rep. 2001,
18, 171-181.

282 (a) Colonna, S.; Gaggero, N.; Casella, L.; Carrea, G.; Pasta, P. Tetrahedron: Asymmetry
1992, 3, 95-106; (b) Holland, H. L. Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 171-181; (c) Dembitsky, V.
M. Tetrahedron 2003, 59, 4701-4720; (c) Pezzotti, F.; Okrasa, K.; Therisod, M.
Tetrahedron: Asymmetry 2005, 16, 2681-2683; (d) Ryan, B. J.; Carolan, N.; O’Fagin, C.
Trends Biotechnol. 2006, 24, 355-363; (e) Pezzotti, F.; Therisod, M. Tetrahedron:
Asymmetry 2007, 18, 701-704.

28 | jght, D. R.; Waxman, D. J.; Walsh, C. Biochemistry 1982, 21, 2490-2498.

%8 Carrea, G.; Redigolo, B.; Riva, S.; Colonna, S.; Gaggero, N.; Battistel, E.; Bianchi, D.
Tetrahedron: Asymmetry 1992, 3, 1063-1068.
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93% de exceso enantiomérico (entradas 3 y 6, respectivamente). Ademas, se
obtuvieron resultados muy similares en la oxidacion de alquil aril sulfuros
sustituidos con grupos funcionales (entradas 7 y 8).* En la mayoria de los
casos los productos se aislaron con buenas conversiones (c>75%) y altos
excesos enantiomeéricos (ee>90%).

Tabla 4.1. Biooxidaciones de sulfuros catalizadas por la CHMO de
Acinetobacter.®

CHMO gt 9
R1/s\R2 _ CiMOacineto R1/§\R2
Entrada R, R, ee(%) c(%0)
1 p-Me-PhP Et 73(S) n.d
2 p-Me-Ph Et 89(S) 89
3 Ph Me 99(R) 88
4 p-Me-Ph Me 37(S) 94
5 Bn Me 54(R) 97
6 p-F-Ph Et 93(S) 93
7 Ph CH,CN 92(R) 90
8 Ph (CH,).CI 93(S) 75
9 Bn Me 54(R) 97
10 Bn Et 67(S) 80
11 Bn n-Pr 96(S) 90
12 Benciletil Me 40(R) 95
13 Bencilpropil Me 48(S) 79
14 Ciclopentil Me 98(R) 80
15 ‘Bu Me 99(R) 98
16 Oct Me 50(S) 50
n.d. no determinado.
=14 horas.

b Reaccidn realizada con el enzima aislado.

Afios mas tarde se amplio este estudio a distintos bencil alquil y bencilalquil
metil sufuros (entradas 9-13).%%® De nuevo las conversiones obtenidas en las
oxidaciones superaban siempre el 75%, lo que indica que la CHMO pgineto NO
es muy sensible a las diferencias estructurales de estos compuestos. Ademas

25 gecundo, F.; Carrea, G.; Dallavalle, S.; Franzosi, G. Tetrahedron: Asymmetry 1993, 4,
1981-1982.

%86 pasta, P.; Carrea, G.; Holland, H. L.; Dallavalle, S. Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 933-
936.
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apenas se generaron cantidades apreciables del producto de sobreoxidacion
(la sulfona), por lo que el paso de sulfoxidacion es el responsable del exceso
enantiomérico del sulfoxido. Cuando la cadena alquilica es mayor a un
grupo metilo, la configuracion predominante cambia de R a S, obteniéndose
como mayor valor un 96% de exceso enantiomérico para el bencil n-propil
sulfoxido (entrada 11). Esta misma inversion fue observada al aumentar la
cadena alquilica entre el grupo fenilo y el &tomo de azufre (entradas 12 y
13).

Las biotransformaciones llevadas a cabo sobre dialquil sulfuros generaron
los correspondientes dialquil sulféxidos con conversiones altas (mayores del
80%) y excesos enantioméricos excelentes para la oxidacion de los
derivados tert-butil metil y ciclopentil metil sulfuro (entradas 14 y 15). Sin
embargo, al aumentar la longitud de una de las cadenas alquilicas (metil
octil sulfuro), se observd una disminucion drastica de la conversion y
enantioselectividad (entrada 16).2%4%%

Con objeto de explicar la influencia de la estructura del sustrato en la
enantioselectividad enzimatica, se estudiaron las oxidaciones de bencil metil
sulfuros sustituidos en posicién para. Se observd que todos aquellos
sustratos con grupos electron-dadores generaban el (R)-sulfoxido mientras
que aquellos con grupos electron-atractores daban lugar al (S)-sulféxido.
Este hecho fue explicado mediante un modelo en el cual el centro activo de
la CHMOgcineto S€ €ncuentra dividido en dos cavidades, una grande rica en
electrones y otra pequefia y pobre. Dependiendo de su naturaleza, cada
sustituyente estard mas codmodo en uno u otro hueco, obteniéndose el
enantiomero R 0 S en cada caso.?®®

También se ha estudiado la oxidacion de algunos sulfuros con células
recombinantes de la CHMOpgineo SoObreexpresada en levadura de
panaderia.?®® Con este biocatalizador se obtuvo el (R)-fenil metil y el (R)-
tert-butil metil sulféxido enantipuros con rendimientos del 95% y 54%,
respectivamente. En la oxidacion del n-butil metil sulfuro se obtuvo el
correspondiente (R)-sulféxido con un 74% de exceso enantiomérico y un
55% de rendimiento.

%7 Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta, P. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1997, 5,
439-440.

28 Ottolina, G.; Pasta, P.; Varley, D.; Holland, H. L. Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 3427-
3430.

%8 Chen, G.; Kayser, M. M.; Mihovilovic, M. D.; Mrstik, M. E.; Martinez, C. A.; Stewart, J.
D. New J. Chem. 1999, 23, 827-832.
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Se han utilizado también en forma de ceélulas enteras naturales,
recombinantes o bien como extractos enzimaticos, otros organismos que
contienen genes de BVMOs para llevar a cabo sulfoxidaciones
enantioselectivas de alquil aril sulfuros. Algunos ejemplos son:
Pseudomonas putida NCIMB 10007,*° Pseudomonas sp. NCIMB 9872,
Xanthobacter autotrophicus DSM 431 (NCIMB 10811) y la levadura negra
NV2# En algunos casos se observd un  comportamiento
enantiocomplementario con los resultados obtenidos en estudios previos con
el enzima aislado CHMO ineto- Asi, cuando se utiliza como biocatalizador
células enteras que expresan una CPMO de Pseudomonas sp. NCIMB 9872
en la sulfoxidacion del tioanisol, se obtiene el enantiomero S, configuracion
opuesta a la obtenida cuando se utiliza la CHMO cineto. EN @ambos casos se
obtiene el fenil metil sulféxido con conversion total y enantiopuro, sin
embargo con otros sustratos como etil y metil p-tolil sulfuro, la CPMO
muestra una mayor selectividad. Cuando se utilizan células enteras de la
levadura negra NV2 y de X. autotrophicus en la oxidacion del tioanisol, se
obtiene el correspondiente (R)-sulfoxido enantiopuro con un conversion
cuantitativa y de un 75%, respectivamente.

Recientemente se ha descrito un procedimiento para la sintesis de una serie
de p-hidroxisulfoxidos empleando la CHMOpineo aislada (Figura 4.2).%?
Estos compuestos presentan un gran interés debido a su utilidad como
auxiliares quirales en sintesis asimétrica. Pueden actuar también como
ligandos®® o como precursores de una gran variedad de compuestos como
sulfuros ciclicos, leucotrienos, benzotiazepinas y alcoholes alilicos.® La
resolucion cinética del sulfuro ()-trans-2-(feniltio)ciclohexanol mediante la
oxidacion selectiva catalizada por esta BVMO ocurrié con una excelente
regio- y enantioselectividad (eegi.s=99:1, €e=98% del sulfuro, ee>99% de
(1S, 2S, Sy)-sulféxido para c=47%). Los resultados obtenidos para el (+)-
trans-2-(feniltio)ciclopentanol y el (x)-trans-2-(feniltio)cicloheptanol fueron
moderados, con excesos diastereoisoméricos del orden del 80%, mientras
que el exceso enantiomérico del producto mayoritario era préximo al 60%.

2% Beecher, J.; Richardson, P.; Willetts, A. Biotechnol. Lett. 1994, 16, 909-912.

21 Kelly, D. R.; Knowles, C. J.; Mahdi, J. G.; Taylor, I. N.; Wright, M. A. Tetrahedron:
Asymmetry 1996, 7, 365-368.

22 Colonna, S.; Pironti, VV.; Zambianchi, F.; Ottolina, G.; Gaggero, N.; Celentano, G. Eur. J.
Org. Chem. 2007, 363-368.

2% Broutin, P. E; Colobert, F. Org. Lett. 2003, 5, 3281-3284.

204 (a) Schwatz, A.; Madan, P. B.; Mohacsi, E.; O’Brien, J. P.; Todaro, L. J.; Coffen, D. L. J.
Org. Chem. 1992, 57, 851-856; (b) Kesavan, V.; Bonnet-Delpon, D.; Bégué, J. P.
Tetrahedron Lett. 2000, 41, 2895-2898.
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Los sustratos cuyo grupo hidroxilo se encontraba protegido no
experimentaron reaccion de oxidacion, al igual que el (x)-trans-2-((4-
nitrofenil)tio)ciclohexanol.

R4 Ry
¥ ! Diastereoisomeros :
+ \S*. mayoritarios
QS‘WO- Q Do S
nlll Ro n Re
1R, 2R, Rs 1S, 285, Ss

S
C[ O CHMO pgineto
R R

2 1 R R

(x)-trans
n=0,1,2 :‘[;'."t""'"'""":
R4=H, OMe, NO, " : Diastereoisomeros ;
. minoritarios :

R,= OH, OMe, acilo St NS [ S
Q ‘O- Q\ °
n “Re n Re

1R, 2R, Sg 18, 28, Rs

Figura 4.2. Oxidacion de (z)-trans-B-hidroxisulfuros catalizada por la CHMOgineto-

Otros ejemplos de sulfoxidaciones enantioselectivas catalizadas por las
BVMOs purificadas HAPMO, wtPAMO vy su mutante M446G, han sido
descritos tanto en la Introduccién como en los Antecedentes del Capitulo 1.

4.4. OXIDACIONES DE OTRO TIPO DE COMPUESTOS DE
AZUFRE CATALIZADAS POR BVMOs

Las BVMOs son capaces de oxidar otro tipo de compuestos con azufre,
como por ejemplo disulfuros. En la sulfoxidaciones de una serie de alquil
alquil y alquil aril disulfuros catalizada por la CHMOgineto (Figura 4.3) se
obtuvieron enantioselectividades bajas 0 moderadas (22-64%), excepto en la
biotransformacion del tert-butil disulfuro (90% de (R)-tert-butil-
butanotiosulfonato con un 97% de exceso enantiomérico).?®%%

2% Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta, P.; Alphand, V.; Furstoss, R. Chirality 2001,
13, 40-42.
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_S__Ry CHMO cineto Q
R{ 87 3 S...R
1 R1/ S s/ 2

R4= 'Bu, n-Pr, n-Bu, 'Pr
Ro= Bu, Me, n-Bu, 'Pr, p-Me-Ph

Figura 4.3. Sulfoxidaciones de disulfuros catalizadas por la CHMO p¢ineto-

Otros compuestos objeto de interés para las BVMOs fueron los 1,3-
ditioacetales, ya que sus correspondientes sulfoxidos resultan muy tiles
como grupos quirales sintéticamente equivalentes del anién acilo.”® Se
demostr6 que la CHMOggneto €n forma pura es capaz de oxidar 1,3-
ditioacetales, generando de forma enantiopura los (R)-monosulfoxidos con
buenos rendimientos, formandose pequefias cantidades de monosulfona.”®’
Este estudio fue extendido a la oxidacion de ditianos y ditiolanos sustituidos
en posicién 2 con objeto de probar si existe una preferencia diastereo-
enantiotopica por parte de la CHMOacinero (Figura 4.4).2%® En todos los casos
se produjo la formacién preferencial del trans-monosulféxido.

n n
S S CHMOAcineto s . S.
Pl <%0
Ri R R{ Ry
n=0,1
R4=H, Me, Ph, COPh, Et
R,=H, Me

Figura 4.4. Sulfoxidaciones de derivados de ditianos, ditiolanos y ditioacetales
catalizadas por la CHMOagineto-

Colonna y colaboradores estudiaron también la oxidacién de sulfitos
ciclicos a sulfatos mediante la CHMOaginew.”® Estos compuestos son
considerados equivalentes sintéticos de epdxidos, ya que son capaces de
reaccionar con una gran variedad de nucleo6filos. En muchos casos los
sulfatos ciclicos son incluso mas reactivos que los oxiranos.*® Se llevo a

2% Colonna, S.; Gaggero, N.; Pasta, P.; Ottolina, G. Chem. Commun. 1996, 20, 2303-2307.

%7 Colonna, S.; Gaggero, N.; Bertinotti, A.; Carrea, G.; Pasta, P.; Bernardi, A. J. Chem. Soc.,
Chem. Commun. 1995, 11, 1123-1124.

2% Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta, P. Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 565-570.

2 Colonna, S.; Gaggero, N.; Carrea, G.; Pasta, P. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1998, 3,
415-416.

%0 (@) Oi, R.; Sharpless, K. B. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 999-1002; (b) Lohray, B. B.
Synthesis 1992, 1035-1052; (c) Pilkington, M.; Wallis, J. D. J. Chem. Soc., Chem. Commun.
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cabo la resolucion cinética de cis- y trans-4-benciloximetil-1,2,3,-
dioxatiolano-2-0xido asi como de cis- y trans-metil-dioxatiolano-2-6xido.
En el caso de los derivados benciloxi, los cis presentan una mayor
reactividad y selectividad que los trans, asi por ejemplo para el derivado cis-
benciloximetil se obtuvo al 62% de conversion, un exceso enantiomérico del
94% para el sulfito remanente y se aislo el sulfato correspondiente con un
58% de pureza Optica (Figura 4.5). En el caso de los sulfitos metilados este
orden se invierte, siendo el derivado trans mas reactivo y selectivo que el
cis.

o O

% . ¥ . W
BnO O/S\g‘ __ CHMOusineto B0 O/S\; . O/S\’oo
n \l\/ n \x\/ Bno\)é\/
H H H
(2)-cis (2R, 4S) (4R)

Figura 4.5. Oxidacion enantioselectiva de sulfitos a sulfatos catalizada por la
CHMOAcineto~

1993, 1857-1858; (d) Kolb, H. C.; Van Nieuwenhze, M. S.; Sharpless, K. B. Chem. Rev.
1994, 94, 2483-2547.
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Debido al alto interés que presentan los sulfoxidos opticamente activos en
quimica organica, en este capitulo nos hemos planteado la preparacion de
sulfoxidos quirales con estructuras muy diversas (heteroaril alquil,
ciclohexil alquil, alquil alquil sulfoxidos y sulfoxidos ciclicos), empleando
como biocatalizadores las Baeyer-Villiger monooxigenasas HAPMO,
WtPAMO y su mutante M446G en medio acuoso. Se analizaran ademas
algunas de las variables que influyen para la obtencion de los sulfoxidos
con las mayores conversiones y excesos enantioméricos. Asimismo, se
llevara a cabo la oxidacion de diferentes sulfoxidos racémicos catalizada
por la HAPMO y se analizaran los parametros cinéticos en las
sulfoxidaciones de ciertos sulfuros proquirales catalizadas por este enzima.
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4.5. OXIDACION ENZIMATICA DE HETEROARIL ALQUIL
SULFUROS

4.5.1. OXIDACION ENZIMATICA DE
(ALQUILTIO)PIRIDINAS

Nuestros primeros estudios se centraron en la preparacion de
metilsulfinilpiridinas con el grupo metilsulfinilo situado en posiciones 2-, 3-
0 4- respecto al nitrogeno de la piridina (sustratos 35a, 36a y 37a,
respectivamente), empleando procesos de oxidacién catalizados por la
HAPMO, la wtPAMO y la PAMOyu46c. Las reacciones fueron llevadas a
cabo en disolucion tampén 50 mM Tris/HCI pH 9.0 con un sistema de
regeneracion G6P/G6PDH para NADPH, y de igual modo que en capitulos
anteriores, la temperatura inicial fue de 30°C para los dos biocatalizadores
PAMO y de 20°C para HAPMO. Como muestra la Tabla 4.2, la HAPMO
fue capaz de catalizar la sulfoxidacion enzimatica de los tres derivados con
conversiones de moderadas a altas y excelentes excesos enantioméricos
(entradas 1-3) después de 24 horas. EI mejor sustrato para este enzima fue la
2-(metiltio)piridina (35a), ya que fue posible alcanzar de forma enantiopura
el sulfoxido (S)-35b con conversion completa (entrada 1). Los derivados 3-
y 4- fueron oxidados con peores conversiones, observandose que cuanto mas
alejado el grupo sulfuro del nitrégeno, menor conversion. Asi, la (S)-3-
(metilsulfinil)piridina [(S)-36b] fue obtenida con un 95% de conversion
(entrada 2), mientras que la oxidacion de la 4-(metiltio)piridina (37a) genero
un 63% de (R)-37b (entrada 3). Hay que resaltar que este enzima muestra
una estereoselectividad opuesta a la obtenida en la oxidacion de 35-36a,
cuando cataliza la biotransformacion del sulfuro 37a.

En la reacciones catalizadas por la wtPAMO y la PAMOyu46c (entradas 4-9),
Unicamente se observé producto en la oxidacion de la 3-(metiltio)piridina
(36a) (entradas 5 y 8). Para este sustrato, la PAMO446c Mostré una mayor
actividad que la cepa nativa, generando un 54% de (R)-36b después de 24
horas con un exceso enantiomérico del 88% (entrada 5), mientras que con la
WtPAMO se obtuvo un 26% de (R)-36b con una moderada pureza Optica
(ee=39%) (entrada 8).
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Es importante tener en cuenta que dependiendo del enzima escogido (la
HAPMO o0 la PAMOwasc) Se pueden obtener con una alta selectividad
ambos enantiomeros del sulféxido 36b.

Tabla 4.2. Biooxidaciones de (metiltio)piridinas catalizadas por BVMOs.

X/ BYMO/Tris/HCI pH 9.0 N/
‘ /jS > /)_S\\
N NADPH/G6P/G6PDH N o
250 rpm/24h
35-37a (R) o0 (S)-35-37b
Entrada Sustrato Enzima ee(%)? c(%)°
1 35a HAPMO >99(S) >99
2 36a HAPMO >99(S)° 95
3 37a HAPMO >99(R) 63
4 35a M446G - <3
5 36a M446G 88(R)" 54
6 37a M446G - <3
7 35a WtPAMO - <3
8 36a WtPAMO 39(R)° 26
9 37a WtPAMO - <3

& Determinado por HPLC.
®Determinado por CG.

Debido a los excelentes resultados obtenidos en la oxidacion de la 2-
(metiltio)piridina (35a) con la HAPMO, nos propusimos extender este
estudio a otras 2-(alquiltio)piridinas (Figura 4.6). En los casos que la
HAPMO mostrd actividad con estos derivados (38-39a y 40a), lo hizo con
total enantioselectividad. Asi, tras 24 horas se pudo sintetizar de forma
enantiopura la 2-(etilsulfinil)piridina [(S)-38b] con conversion completa. A
medida que aumenta la cadena alquilica de los derivados disminuye
progresivamente la conversion de la biooxidacion. De esta forma se genero
tan solo un 11% del sulféxido enantiopuro (S)-(2-(propilsulfinil)piridina
[(S)-39b]. Esta misma tendencia se encuentra recogida en la bibliografia
para la oxidacion catalizada por la HAPMO de derivados del tioanisol.” En
la oxidacion de la 2-(aliltio)piridina (40a) se alcanza un 23% de conversion,
lo cual permite establecer que el doble enlace presenta un efecto positivo
sobre la actividad enzimética de la HAPMO. Finalmente, tras 24 horas no se
observé sulfoxidacion de la 2-(butiltio)piridina (41a), indicando que una
cadena alquilica de tres carbonos es limite para este biocatalizador.
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Figura 4.6. Biooxidacion de 2-(alquiltio)piridinas (38-41a) catalizada por la
HAPMO. Se representa la conversion (m) y el exceso enantiomérico de (S)-38-41b

().

Estos sustratos fueron también probados con la wtPAMO y su mutante
M446G. Sorprendentemente, la PAMOwqsc fue capaz de transformar el
sulfuro 38a en un 13% de (R)-2-(etilsulfinil)piridina [(R)-38b] con un
exceso enantiomérico del 76% después de 24 horas. De nuevo, podemos
obtener ambos enantiémeros del sulféxido 38b, ya que este biocatalizador
muestra una enantiopreferencia contraria con respecto a la HAPMO.

Para todas estas oxidaciones se observé una minima cantidad (menor del
8%) de la sulfona. Este hecho indica que la pureza Optica de los sulféxidos
finales se debe casi exclusivamente a la oxidacién asimétrica por parte del
biocatalizador.

4.5.2. OXIDACION ENZIMATICA DE OTROS SULFUROS
HETEROAROMATICOS

Posteriormente analizamos otros sulfuros heteroarométicos, comenzando el
estudio con un sulfuro heterociclico oxigenado, el 2-furfurilmetil metil
sulfuro (45a). Como se muestra en la Tabla 4.3, se obtuvo enantiopuro el
(R)-2-furfurilmetil metil sulfoxido [(R)-45b] en la oxidacion catalizada por
la HAPMO (entrada 1). En cambio, la utilizaciéon de la wtPAMO y su
mutante M446G gener6 (S)-45b con menores enantioselectividades
(entradas 2 y 3), especialmente en el caso del mutante. Las conversiones del
proceso van de moderadas a altas, siendo posible conseguir 45b con la
mayor conversion empleando la wtPAMO (entrada 2).
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Ademas se estudio la oxidacion de un sulfuro heterociclico con un 4&tomo de
azufre en el anillo aroméatico como es el 2-(metiltio)tiofeno (46a). Después
de 24 horas, la HAPMO fue capaz de transformar de forma enantiopura este
compuesto en su correspondiente (S)-sulfoxido con una buena conversion
(c=71%, entrada 4). La wtPAMO mostr6 una menor actividad y selectividad
en la sintesis del enantiomero opuesto (R)-46b (c=22% y ee=34%, entrada
5). Por dltimo, la PAMOwsec presentd una muy baja actividad con este
sustrato, alcanzandose tan solo un 7% de conversion tras 24 horas (entrada
6).

Tabla 4.3. Sulfoxidaciones de compuestos heterociclicos catalizadas por
BVMOs.

BVMO/Tris/HCI pH 9.0 Q
/S > -
Ha” NADPH/G6P/G6PDH Ha ™+ >
250 rpm/24h
45-46a (R) 0 (S)-45-46b
0 S
Har= l/)_/ @7
45a 46a
Entrada Sustrato Enzima ee(%)? c(%)°
1 45a HAPMO >99(R) 69
2 45a WtPAMO 81(S) 92
3 45a M446G 25(S) 64
4 46a HAPMO >99(S) 71
5 46a wWtPAMO 34(R) 22
6 46a M446G - 7

& Determinado por HPLC.
®Determinada por CG.

En la Figura 4.7 se muestra la sulfoxidacion biocatalizada de otros sulfuros
heteroaromaticos conteniendo nitrégeno como el 2-(metiltio)-1H-imidazol
(42a), 2-(metiltio)pirimidina (43a) y 2-(metiltio)-1H-benzo[b]imidazol
(44a). Se probaron distintas condiciones de reaccion modificando el pH, la
temperatura y la presencia de cosolventes, pero no se observo oxidacion
alguna con ninguno de los biocatalizadores tras largos tiempos. También se
analizaron otros sustratos benzofusionados como el 2-(metiltio)benzoxazol
(47a) o el 2-(metiltio)benzo[d]tiazol (48a), pero tampoco ninguno de las
BVMOs mostr6 actividad, lo cual corrobora el resultado negativo obtenido
también para el sulfuro nitrogenado analogo 44a.
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BVMOs
S Tris/HCI-Disolyente organico
HAr/ ~
NADPH/G6P/G6PDH

42-448, 250rpm

47-48a
H H
N NN N O S

w = (L Clyp— Cp-Crp-

N N N N N
42a 43a 44a 47a 48a

Figura 4.7. Sulfoxidaciones de compuestos heterociclicos que presentan nitrégeno
en el anillo aromatico catalizadas por BVMOs.

4.6. OXIDACION ENZIMATICA DE CICLOHEXIL ALQUIL
SULFUROS

Como ya se ha comentado a lo largo de la presente Memoria, tanto la
HAPMO como la wtPAMO han sido principalmente descritas como
BVMOs que oxidan compuestos aromaticos. Para ampliar el rango de
sustratos que pueden ser oxidados por estos biocatalizadores, nos
planteamos el estudio sobre compuestos no aromaéticos, analizando
inicialmente una serie de ciclohexil alquil sulfuros. Como se puede observar
en la Tabla 4.4, la HAPMO fue capaz de catalizar la sulfoxidacion del
ciclohexil metil sulfuro (49a) y ciclohexil etil sulfuro (50a) a sus
correspondientes (S)-sulféxidos con conversién total y excelentes excesos
enantioméricos (entradas 1y 2) después de 24 horas. La wtPAMO gener6 un
96% del (S)-ciclohexil metil sulféxido [(S)-49b] con una actividad éptica
moderada (ee=35%, entrada 4). Sin embargo, este enzima se mostrd casi
inactivo con el sulfuro 50a (entrada 5). En las reacciones catalizadas por la
PAMOu4c Se Obtienen conversiones y excesos enantioméricos moderados
(entradas 7 y 8). Asi, este enzima cataliz6 la oxidacion del ciclohexil metil
sulfuro (49a) con un 67% de conversion y una pureza optica del 49%
(entrada 7). Los resultados obtenidos para el derivado etilo fueron peores, ya
que la conversion no superé el 19% y el exceso enantiomérico obtenido fue
de un 31% (entrada 8). Como se puede observar, la PAMOyy46c €S capaz de
oxidar el sulfuro 50a mientras que su cepa natural no.

Finalmente, se ha estudiado la oxidacion enzimética del ciclohexil propil
sulfuro (51a) catalizada por las tres BVMOs (entradas 3, 6 y 9), no siendo
observada reaccién alguna después de 24 horas. Esto indica que el grupo
propilo es limitante en la actividad enzimética de estos biocatalizadores para
la oxidacion de ciclohexil alquil sulfuros.
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Tabla 4.4. Oxidacion biocatalizada de ciclohexil alquil sulfuros (49-51a)
catalizada por BVMOs.

SR, _ BVMO/Tris/HCI pH 9.0 _ 2R
NADPH/G6P/G6PDH
250 rpm/24h
49-51a (S)-49-51b

R4= Me, Et, n-Pr

Entrada Sustrato Enzima ee(%0)? c(%)°
1 49a HAPMO >99(S) >99
2 50a HAPMO 96(S) >99
3 5la HAPMO - <3
4 49a wtPAMO 35(S) 96
5 50a wtPAMO - 5
6 5la wtPAMO - <3
7 49a M446G 49(S) 67
8 50a M446G 31(S) 19
9 5la M446G - <3

& Determinado por HPLC.
®Determinada por CG.

4.6.1. EFECTO DEL pH EN LA OXIDACION ENZIMATICA
DEL CICLOHEXIL METIL SULFURO CATALIZADA POR
BVMOs

Con el objeto de optimizar los resultados en la oxidacién enzimatica de 49a
en los dos biocatalizadores de tipo PAMO y conocer mejor el
comportamiento de las tres BVMOs, analizamos el efecto del pH en este
proceso. Como refleja la Figura 4.8, la HAPMO fue capaz de catalizar esta
oxidacion con conversion completa y alto exceso enantiomérico
independientemente del valor del pH estudiado. Este dato no estd en
concordancia con lo estudiado para las cetonas benzofusionadas, donde a
pH 10.5 se observa un decrecimiento acusado en la actividad enzimética
(Ver Seccion 1, Capitulo 1). Sin embargo hay que tener en cuenta, que tanto
la naturaleza del sustrato como el tipo de reaccion son totalmente diferentes,
por lo que este resultado es factible. Para los enzimas wtPAMO vy
PAMOwu46c, €l intervalo de pH optimo es de 9.0 a 10.0, alcanzando como
valores maximos de conversion, 96% y 78% respectivamente. En cuanto a la
selectividad enzimética, pH 10.5 es el optimo para la WtPAMO (ee=43%).
Para su mutante, el pH mas adecuado fue el pH 9.0, alcanzdndose una
pureza Optica del 49%. Valores de pH mas altos llevan a una pérdida
gradual de la enantioselectividad, con excesos enantioméricos cercanos al
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10% para pH 10.5. Al igual que para la HAPMO, existe una discordancia
entre el pH optimo en la oxidacion de la 1-indanona por PAMOwusec
(Capitulo 1) y lo observado en la oxidacidon del ciclohexil metil sulfuro, 49a.
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——c WtPAMO (%) —8—ce WtPAMO (%) —a—c M446G (%)
ee M446G (%) —8—cy ee HAPMO (%)

Figura 4.8. Efecto del pH en la oxidacion del ciclohexil metil sulfuro (49a)
catalizada por las tres BVMOs.

4.7. OXIDACION ENZIMATICA DE SULFUROS
ALIFATICOS CICLICOS Y LINEALES

Otros sustratos de origen no aromatico analizados fueron los sulfuros
ciclicos tetrahidrotiofeno (52a) y tetrahidro-2H-tiopirano (53a). Ninguno de
estos sustratos fue aceptado por la wtPAMO o su mutante M446G. Sin
embargo, como se muestra en la Tabla 4.5, la HAPMO oxid6 ambos
sustratos con conversion total (entradas 1 y 2). Se obtuvo una cantidad de
sulfona moderada, cercana al 20%. Por lo tanto, la HAPMO fue capaz de
catalizar la primera oxidacion (de sulfuro a sulfoxido), asi como la segunda
de sulféxido a sulfona, ya que tanto 52b como 53b fueron parcialmente
oxidados.

También se ha realizado el estudio de sulfuros alifaticos lineales como
sustratos de las tres BVMOs. Como se muestra en la Tabla 4.5, de nuevo los
mejores resultados se dieron con la HAPMO. Tras 24 horas, se consigui6 de
forma enantiopura el (S)-n-butil metil sulfoxido [(S)-54b] y el (S)-n-butil etil
sulfoxido [(S)-55b] con conversion completa (entradas 3 y 4). Debido al
buen resultado con estos sustratos, decidimos probar un sulfuro con mayor
cadena alquilica, eligiendo el metil octil sulfuro (55a). En este caso la
conversién no fue total, se obtuvo un 75% del (S)-56b enantiopuro y un
12% de su sulfona 56¢ (entrada 5).
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Tanto la wtPAMO como su mutante M446G no oxidaron este sustrato. Sin
embargo ambos enzimas catalizaron la oxidacion de los sulfuros 54a y 55a
con moderadas conversiones (34-45%) y excesos enantioméricos (36-65%)
(entradas 6-7 y 9-10). En ninguno de los casos se observé sobreoxidacion de
los correspondientes sulfoxidos, sino que se recuper6 el sulfuro de partida
remanente.

Tabla 4.5. Biooxidacion de sulfuros alifaticos ciclicos y lineales (52-56a)
catalizada por BVMOs.

o o)
1 N\a s
@) BVMO/Tris/HCI pH 9.0 LS}) U)
> +
n NADPH/G6P/G6PDH n n
52-53a 250 rpm/24h 52.53b 52-53¢
n=1, 2
S BVMO/Tris/HCI pH 9.0 Q O\\S,,O
~ > N + N
R R, NADPH/G6P/G6PDH R« "Ry R Ry
250 rpm/24h
54-56a (S)-54-56b 54-56¢
Ry= Me, Et
R,= n-Bu, Oc

Entrada Sustrato Enzima  eey,(%)? a(%)*  b(%)*  c(%)?

1 522 HAPMO - - 76 24
2 532  HAPMO - - 80 20
3 54a  HAPMO  >99(S) - >99 -
4 552 HAPMO  >99(S) - >99 -
5 56a  HAPMO  >99(S) 13 75 12
6 54a  WHPAMO  65(S) 60 40 -
7 558  WPAMO  50(S) 66 34 -
8 56a  WtPAMO - >99 - -
9 S4a  MA446G 53(S) 55 45 -
10 55 M446G 36(S) 61 39 -
11 56a  M446G - >99 - -

& Determinado por CG.
a= porcentaje del sulfuro, b= porcentaje del sulfoxido, c= porcentaje de la sulfona.
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4.8. OXIDACION ENZIMATICA DE SULFOXIDOS
RACEMICOS CATALIZADA POR LA HAPMO

Como hemos visto en los apartados previos del presente capitulo, las
sulfoxidaciones catalizadas por la HAPMO fueron las que permitieron
conseguir los mejores excesos enantioméricos y conversiones. Ademas, es
conocido que este biocatalizador es capaz de catalizar la oxidacion de
ciertos sulféxidos racémicos generandose la correspondiente sulfona con
moderadas conversiones.” Por ello nos hemos planteado la oxidacion de
una serie de sulfoxidos racémicos de diferente naturaleza empleando este
biocatalizador. Como se refleja en la Tabla 4.6, este proceso es en general
muy rapido, ya que se requiere de tiempos muy cortos de reaccion para
alcanzar altas conversiones. Asi, la oxidacion de (£)-2-(metilsulfinil)piridina
[(x)-35b] alcanz6 un 60% de conversion en tan sélo 30 minutos. El
correspondiente sulfoxido remanente (S)-(35b) se obtuvo con un buen
exceso enantiomérico (ee=71%, entrada 1). Cuando el grupo metilsulfinilo
estd mas alejado del nitrogeno, como es el caso de los sulfoxidos (+)-36b y
(£)-37b, las reacciones de oxidacién son también rapidas, sin embargo los
correspondientes sulféxidos remanentes, (S)-36b y (R)-37b, se alcanzaron
con bajos excesos enantioméricos (cercanos al 20%, entradas 2 y 3).

Ademas, se analizaron sulfoxidos no heteroarométicos, como el (%)-
ciclohexil metil sulfoxido [(£)-49b] y el (£)-metil octil sulféxido [(+)-56b]
(entradadas 4 y 5). La HAPMO mostrd ser menos activa con estos sustratos,
ya que fueron necesarios tiempos cercanos a 5 horas para conseguir
conversiones altas. Sin embargo, estos procesos fueron muy selectivos,
pudiéndose alcanzar (S)-49b con una pureza Optica del 82% (entrada 4) y
(S)-56b, de forma enantiopura (entrada 5).

Tabla 4.6. Biooxidacion de sulfoxidos racémicos (+)-36-37b, (+)-49b y (%)-
56b catalizada por la HAPMO.

(6] . (0] OO0
n HAPMO/Tris/HCI pH 9.0/20°C__ I . Y
RS NADPH/G6P/GGPDH R+ > RS
250 rpm
(+)-35-37b, s (.5237?@ 35.37¢,
49b, 56b ( ‘)‘gb Lo 49¢, 56¢

(£)-35b  (£)-36b (+)-37b  (+)-49b (+)-56b
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Entrada Sustrato t (h) eey(%6)? c(%)°
1 (+)-35b 05 71(S) 60
2 (+)-36b 0.6 21(S)° 67
3 ()-37b 05 24(R) 55
4 (+)-49b 5.0 82(5) 60
5 (+)-56b 45 >99(S) 55

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG.

4.9. PARAMETROS CINETICOS DE LA HAPMO PARA LA
OXIDACION DE SULFUROS PROQUIRALES

Con objeto de tener un mayor conocimiento de la HAPMO como
biocatalizador oxidativo de sulfuros proquirales, se estudiaron los
pardmetros cinéticos en la sulfoxidacion de diversos sulfuros (Tabla 4.7).
Los andlisis cinéticos revelaron que los heteroaril alquil y alquil alquil
sulfuros 35-36a, 45a, 49a y 54a poseen valores de Ky buenos (0.1-1.7 mM).
Los valores de ke Son similares para todos los compuestos, con actividades
que van desde 0.3-2.9 s, obteniéndose el mayor valor para la oxidacion del
ciclohexil metil sulfuro (49a). Estas actividades cataliticas son del orden de
6 a 12 veces menores que las obtenidas en la oxidacion de los sustratos
favoritos de este enzima (acetofenonas con grupos electron-dadores en el
anillo aromatico).*” Podemos concluir que la mejor eficiencia catalitica
encontrada fue para el ciclohexil metil sulfuro (49a), del orden de 10 6 20
veces mayor que los sulfuros heteroaromaticos estudiados.

Tabla 4.7. Parametros cinéticos para la sulfoxidacion de sulfuros
proquirales catalizada por la HAPMO.

Entrada  Sustrato Ky (MM) Keat(s™) Keat/ Kiy(mM ™ s
1 35a 1.7+£0.02 2.48+0.26 15
2 36a 0.29+0.01 0.32+0.03 11
3 45a 0.15+0.02 0.35+0.03 2.3
4 49a 0.13+0.01 2.87+0.21 22.1
5 54a 0.40+0.03 2.02+0.16 5.0
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Conclusiones

Se ha llevado a cabo la sintesis de una serie de heteroaril alquil, ciclohexil
alquil 'y alquil alquil sulfoxidos quirales mediante sulfoxidaciones
enantioselectivas catalizadas por la HAPMO, WtPAMO y PAMOy466.

La HAPMO fue capaz de catalizar la oxidacién enziméatica de
(metiltio)piridinas con conversiones de moderadas a altas y excesos
enantioméricos excelentes, mientras que la wtPAMO y su mutante s6lo
catalizaron la sintesis de la 3-(metilsulfinil)piridina. La HAPMO es un
biocatalizador apropiado para la oxidacion de otras 2-(alquiltio)piridinas,
generando los sulfoxidos correspondientes con alta enantioselectividad. Las
conversiones de estos procesos van de excelentes a bajas segin va
aumentando la cadena alquilica.

Compuestos heterociclicos como el 2-furfurilmetil metil sulfuro o el 2-
(metiltio)tiofeno  demostraron  ser  buenos sustratos para  estos
biocatalizadores, consiguiendo de nuevo los mejores resultados con la
HAPMO. Otros sulfuros heterociclicos como pirimidina, imidazol y
benzoimidazol, no fueron oxidados por ninguno de los tres enzimas.

Tanto la HAPMO como la PAMOwsec permitieron la obtencion de
ciclohexil metil y ciclohexil etil sulféxidos con conversiones y purezas
Opticas de moderadas a altas. Se observé que el pH del medio de reaccion
no afecta a la actividad de la HAPMO en la oxidacién enzimatica del
ciclohexil metil sulfuro, sin embargo la wtPAMO y la PAMOpssec S€ Ven
influenciadas por este parametro.

La HAPMO demostro ser un biocatalizador adecuado para la oxidacion de
sulfuros alifaticos ciclicos y lineales, mientras que la WtPAMO y la
PAMOy 456 mostraron peor actividad y selectividad con este tipo de
sustratos.

Finalmente, la resolucion cinética de sulfoxidos catalizada por la HAPMO
es mucho mas rapida que los procesos de sulfoxidacion. Este biocatalizador
mostré una menor actividad y una mayor enantioselectividad con sulféxidos
alifaticos lineales o ciclicos que con compuestos heterociclicos.
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Las técnicas instrumentales empleadas para la sintesis y caracterizacion de
los compuestos mencionados en este capitulo, ya se han descrito en la Parte
Experimental del Capitulo 1. Unicamente se incluiran en esta seccion los
apartados referentes a reactivos utilizados, asi como los procedimientos
sintéticos, experimentales y analiticos que se han desarrollado a lo largo del
presente capitulo, incluyendo la caracterizacion de todos los compuestos
relacionados con éste. Los sulfuros empleados pueden consultarse en la
Figura 4.9.
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Figura 4.9. Sulfuros utilizados en el presente capitulo.

4.10. REACTIVOS GENERALES

Las proteinas recombinantes WtPAMO,* PAMOyuec” Y HAPMO* han
sido sobreexpresadas y purificadas de acuerdo con los métodos descritos.
Las reacciones de oxidacion se han llevado a cabo con el enzima aislado en
disolucién, empleando el sistema G6P/G6PDH para regenerar el cofactor
NADPH. Se ha definido una unidad enzimatica de BVMO como la cantidad
de enzima necesaria para oxidar 1.0 umol de tioanisol a fenil metil sulféxido
por minuto, a pH 9.0 y 25°C, en presencia de NADPH. La glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides es comercializada por Fluka-
Biochemica. La D-Glucosa-6-fosfato y el NADPH fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich. El extracto libre de células que contiene HAPMO se prepar6
siguiendo el mismo protocolo que para el extracto que contiene PAMOussc,
descrito en el Capitulo 1, Seccién 2.
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Los sulfuros 45-46a son productos de Alfa Aesar. EI compuesto 49a es
comercializado por Sigma-Aldrich-Fluka. Los sustratos 48a, 52-55a fueron
adquiridos a Acros Organics, mientras que 56a fue suministrado por TClI
Europa. El resto de reactivos y disolventes fueron suministrados por Sigma-
Aldrich-Fluka y presentan el mayor grado de pureza posible.

4.11. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis quimica de los sulfuros 35a, 37a y 42-44a.%%

Se agita una disolucién del correspondiente tiol (500 mg, 3.04-4.38 mmol) y
K,COs (3.0 eq.) en CH,Cl, (15 mL) a 0°C durante 5 minutos. Posteriormente
se adiciona por orden ioduro de metilo (1.0 eq.) y EtzN (1.0 eqg.). La
reaccién se sigue por TLC (50% hexano/AcOEt). Una vez observada la
desaparicion del producto de partida, se afiade a la mezcla 15 mL de agua y
se efectlia una extraccion con CH,CI, (3x10 mL). La fase organica es lavada
con H,O (10 mL) y una disolucion saturada de NaCl (10 mL). Finalmente se
seca con Na,SQy, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Los
rendimientos obtenidos fueron desde 15-99%. Se obtuvieron 557.4 mg de
35a (99%), 133.4 mg de 37a (24%), 86.9 mg de 42a (15%), 278.2 mg de
43a (49%) y 208.0 mg de 44a (38%).

Sintesis quimica de la 3-(metiltio)piridina (36a).3%

A una disolucién de 3-bromopiridina (1.58 g, 10.0 mmol) en THF seco (10
mL) a temperatura ambiente y bajo atmosfera de N, se le afiade 5 mL de
una disolucién 2 M de 'PrMgCI en THF seco (5.0 mL, 1.0 eq.). Tras una
hora agitando, se la afiade disulfuro de dimetilo (898 L, 1.0 eqg.) y se deja
reaccionar durante 18 horas. La reaccion se sigue por TLC (95%
CH,CI,/Et,0). Una vez observada la desaparicién del producto de partida, se
afiade a la mezcla 50 mL de una disolucion de NaCl saturada y se extrae con
CH,Cl, (3x20 mL). La fase organica es lavada con H,O (20 mL).
Finalmente se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia de columna
empleando una mezcla de 95% CH,CI,/Et,0 como eluyente para obtener
1.04 g de 36a (83%).

301 porto, A. L. M.; Cassiola, F.; Dias, S. L. P.; Joekes, I.; Gushikem, Y.; Rodrigues, J. A. R.;
Moran, P. J. S.; Manfio, G. P.; Marsaioli, A. J. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2002, 19-20, 327-
334.

%2 Doudouh, A.; Woltermann, C.; Gros, P. C. J. Org. Chem. 2007, 72, 4978-4980.
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Sintesis quimica de los sulfuros 38-41a y 50-51a.%

A una disolucién del correspondiente tiol (250 mg, 2.15-2.27 mmol) en
MeOH seco (6.0 mL) y a 0°C, se le afiade sodio (1.1 eq.) bajo atmosfera de
N,. Se deja agitar la mezcla durante una hora. Posteriormente, se le afiade el
correspondiente bromuro o ioduro de alquilo (1.1 eq.) y se deja agitando a
temperatura ambiente. Una vez observada la desaparicion del producto de
partida mediante TLC, se evapora el MeOH y se afiade al crudo 6 mL de
agua. A continuacion se extrae con CH,Cl, (3x10 mL). La fase organica es
lavada con H,O (10 mL). Finalmente se seca con Na,SQ,, se filtra y se
evapora el disolvente a presion reducida. Los crudos obtenidos no
requirieron de una mayor purificacion. Se aislaron 149.5 mg de 38a (48%),
203.3 mg de 39a (59%), 190.0 mg de 40a (56%), 304.5 mg de 41a (82%),
223.4 mg de 50a (72%) y 136.2 mg de 51a (40%).

Sintesis quimica de 2-(metiltio)benzoxazol (47a).

A una disolucién de 2-tiobenzoxazol (500 mg, 3.30 mmol) en DMF (10 mL)
a temperatura ambiente, se le afiade K,CO; (6.9 g, 1.0 eqg.) y se agita durante
15 minutos. Posteriormente se le afiade ioduro de metilo (226 pL, 1.2 eq.) y
se deja agitar durante una hora. Se afiaden 30 mL de agua y la mezcla se
extrae con AcOEt (3x10 mL). Las fases organicas se combinan, se lavan con
5 mL de agua, se secan con Na,SO,, se filtran y se evapora el disolvente a
presion reducida. Se aislaron 476.5 mg de 47a (87%).

Sintesis quimica de los sulféxidos (+)-35-40b, (+)-45-46b, (+)-49-
50b, 52b, 53b, (+)-54-56b.

Se disuelve el correspondiente sulfuro de partida (100 mg, 0.62-1.14 mmol)
en una mezcla de H,O, (2 mL) y MeOH (3 mL). La reacciéon se deja
agitando y se sigue por TLC. Una vez se observa la desaparicion del sustrato
se afiade una pequefa cantidad de Pd/C y se deja reaccionar durante 4 horas.
Al cabo de ese tiempo, se elimina el paladio filtrando sobre celita y se lava
con MeOH. Se evapora el disolvente a presion reducida. Se adiciona H,0,
se extrae con CH,Cl, (4x10 mL) y se seca sobre Na,SO,. La fase organica se
filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Los rendimientos
obtenidos fueron de 10-98%, como se muestra en la Tabla 4.8.

303

303 Bethge, L.; Venkatrao Jarikote, D.; Seitz, O. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 114-125.
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Tabla 4.8. Rendimientos y cantidad obtenida en la sintesis de sulféxidos
descritos en el presente capitulo.

Sulféxido Cantidad(mg) Rdto(%0)
(+)-35b 81.2 72
(+)-36b 39.4 35
()-37b 22.6 20
(+)-38b 11.2 10
()-39b 69.6 63
(+)-40b 67.2 61
(+)-45b 84.3 75
(+)-46b 89.8 80
(+)-49b 110.1 08
(+)-50b 108.9 08

52b 61.5 52
53b 72.8 63
(+)-54b 87.5 76
(+)-55b 72.6 64
(+)-56b 375 34

& Columna 95% CH,CI,/MeOH

Oxidacion asimétrica de los sulfuros 36-38a, 40a y 50a empleando
el método de Kagan.*

A una mezcla de tetraisopropéxido de titanio Ti(O-i-Pr), (2.97 mL, 2.0 eq.)
y (+)-L-tartrato de dietilo (1.71 mL, 2.0 eq.) en 50 mL de CH,CI, seco, se le
afiade gota a gota agua destilada (90 pL, 1.0 eq.) bajo atmésfera de N, y a
0°C. Se agita hasta que se forma una disolucion amarilla homogénea y
entonces se afiade el correspondiente sulfuro 36-38a, 40a y 50a (5.0 mmol).
La mezcla resultante se enfria hasta -20 °C y en ese momento se afiade una
disolucién 5.5 M de tert-butil hidroperoxido (TBHP) en decano (1 mL, 1.1
eq.). Después de cuatro horas de agitacion, se afiade gota a gota, agua
destilada (900 pL, 10.0 eq.). Se deja agitando una hora a esta temperatura y
posteriormente otra hora mas a temperatura ambiente. EI gel obtenido se
filtra'y se lava con CH,Cl, (10 mL). El filtrado se mezcla con una disolucion
de NaOH 5% (p/v) en una disolucién saturada de cloruro de sodio (30 mL) y
se mantiene durante una 1 hora. Después se extrae con CH,Cl, (3x20 mL).
La fase organica se seca sobre Na,SO, y se evapora el disolvente a presion

39 pitchen, P.; Dufiach, E.; Deshmukh, M. N.; Kagan, H. B. J. Am. Chem. Soc. 1984, 106,
8188-8193.

287




Capitulo 4

reducida. Se obtuvieron unos crudos que fueron purificados por
cromatografia de columna usando como eluyente mezclas CH,Cl,/MeOH en
diferentes proporciones (98/2 para 36b y 37b; 99/1 para 38b, 40b y 50b). Se
aislaron 345.4 mg de (R)-36b (49%), 211.5 mg de (R)-37b (30%), 155.0 mg
de (R)-38b (20%), 392.4 mg de (R)-40b (47%) y 304.0 mg de (R)-50b
(38%).

Los compuestos previamente descritos, 35-38a, 42-44a, 47a, (+)-45-46b,
(x)-50b, 52-53b, (%)-54b y (%)-56b exhiben propiedades fisicas y
espectrales de acuerdo con los datos publicados. Los compuestos 39-41a,
50-51a, (#)-35-40b, (¥)-49b 'y (£)-55b fueron debidamente
caracterizados.*®

4.12. ASIGNACION DE CONFIGURACIONES
ABSOLUTAS

Las configuraciones absolutas de los sulfoxidos 35b,°® 45b,*° 46b,*"
49b*® y 56b°® se han obtenido mediante comparacion de los
cromatogramas obtenidos mediante HPLC con patrones ya descritos
previamente en la bibliografia.**

Las configuraciones absolutas de los sulfoxidos 36-38b, 40b y 50b fueron
establecidas por comparacion de los cromatogramas obtenidos mediante
HPLC con patrones obtenidos a traves de la oxidacion asimétrica de los
correspondientes sulfuros proquirales empleando el método de Kagan con
(+)-L-tartrato de dietilo, tetraisopropdxido de titanio Ti(O-i-Pr), y tert-butil
hidroperéxido (TBHP).*

La configuracién absoluta de 39b se asigné por analogia con los compuestos
35b y 38b, respectivamente.

La configuracién absoluta del n-butil metil sulfoxido 54b fue determinada
mediante comparacion con el valor de su rotacion especifica previamente

%95 | as referencias de los compuestos ya descritos, asi como la caracterizacion completa de los
no descritos pueden consultarse en el Apartado 4.15.

3%6 pjronti, V.; Nicolis, S.; Monzani, E.; Colonna, S.; Casella, L. Tetrahedron 2004, 60, 8153-
8160.

%7 van Deurzen, M. P. J.; Remkes, 1. J.; van Rantwijk, F.; Sheldon, R. A. J. Mol. Catal. A:
Chem. 1997, 117, 329-337.

%% Egami, H.; Katsuki, T. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 8940-8941.

%99 | os datos cromatograficos se encuentran recogidos en el Apartado 4.14.
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publicado.**° Finalmente, la configuracion del n-butil etil sulfoxido 55b fue
establecido por analogia con este ultimo.

4.13. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
4.13.1. CINETICA ENZIMATICA

Para la determinacion de los pardmetros cinéticos de la HAPMO con los
sulfuros 35-36a se determind la actividad enzimatica monitorizando el
consumo de NADPH a 370 nm (enappyaro= 2.7 MM™ cm™), mientras que
para los sulfuros 45a, 49a y 54a se utiliz6 como longitud de onda 340 nm
(enAD(P)H,340= 6.22 mM™ cm™). Los estudios cinéticos se realizaron en un
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda Bio10 UV/Vis. Todas las medidas
se han realizado a temperatura ambiente.

Las disoluciones stock de los sulfuros (1.0 M) se prepararon en
dimetilsulfoxido (DMSO). La presencia del DMSO apenas modifica la
actividad enzimatica, mientras que permite incrementar la solubilidad de los
sustratos. En un experimento modelo (1.0 mL), la mezcla de reaccion
contiene una disolucién reguladora de Tris/HCI (50 mM) pH 9.0, NADPH
(100 uM), 1% DMSO (v/v) y BVMO (0.2-0.8 uM).

Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuacién de Michaelis-Menten
mediante regresion no lineal empleando el programa SigmaPlot version 10.0
para Windows. El célculo de la constante catalitica (kes) Y la constante de
Michaellis (Ky) permite conocer la eficiencia catalitica del enzima con un
determinado sustrato (Kea/Kw).

4.13.2. PROCEDIMIENTOS PARA LAS REACCIONES
ENZIMATICAS CATALIZADAS POR BVMOs

Oxidacion de sulfuros 35-56a y sulfoxidos (z)-35-37b, (+)-49b y
(x)-56b, catalizada por BVMOs.

Los correspondientes sulfuros o sulfoxidos (10 mM) se disuelven en 0.5 mL
del medio de reaccion disolucion tampén Tris/HCI (50 mM, pH 8.0 a 10.5)
conteniendo 1% (v/v) DMSO, junto con D-glucosa-6-fosfato (2.0 eq.),
G6PDH (5.0 U), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de la correspondiente
BVMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a diferentes
temperaturas durante el tiempo establecido. Se detiene la reaccion

319 Drabowicz, J.; Bujnicki, B.; Mikolajczyk, M. J. Org. Chem. 1981, 46, 2788-2790.

289




Capitulo 4

extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG
y/o HPLC, con el fin de determinar la conversion y la selectividad de los
procesos de oxidacion.

Preparacion enzimatica de sulfoxidos quirales (S)-35-36b, (R)-37b,
(S)-38-40Db, (S)-49b y (S)-54-55b a escala multimiligramo mediante
el extracto libre de células que contiene HAPMO.

Los correspondientes sulfuros 35-40a, 49a y 54-55a (250 mg, 1.63-2.40
mmol) se disuelven en una disolucion tampon Tris/HCI (50 mM, pH 9.0,
40mL), conteniendo 1% (v/v) DMSO, junto con D-glucosa-6-fosfato (2.0
eq.), G6PDH (1250 U), NADPH (0.2 mM) y el extracto libre de células que
contiene HAPMO (46 mL). La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador
orbital a 20°C y la reaccion se sigue mediante CG. Después de 24 horas, se
detiene la reaccion extrayendo con AcOEt (5x30 mL), la fase organica se
seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Los
crudos fueron purificados por cromatografia de columna usando diferentes
concentraciones de CH,CI,/MeOH como eluyente (98/2 para (S)-35b, (S)-
39b y (S)-40b, 95/5 para (S)-36b, (R)-37b y (S)-38b, 90/10 para (S)-49b y
(S)-54b-55b. Los rendimientos fueron desde el 6% hasta el 95% (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Rendimientos y cantidad obtenida en la sintesis de sulféxidos
quirales anteriormente descrita.

Sulféxido Cantidad(mg) Rdto(%0)
(S)-35b 267.9 95
(S)-36b 253.8 90
(R)-37b 141.0 50
(S)-38b 279.0 85
(S)-39b 16.6 6
(S)-40b 52.8 19
(S)-49b 255.5 91
(S)-54b 249.0 88
(S)-55b 252.7 89
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4.14. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES Y
EXCESOS ENANTIOMERICOS

La determinacién de los valores de los excesos enantioméricos de los
compuestos 35b, 37b, 38-40b, 45-46b, 49-50b y 56b se ha llevado a cabo
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia empleando wun
cromatografo Hewlett Packard 1100 LC equipado con una columna
Chiralcel OB-H (Daicel, 0.46 cm x 25 cm) excepto para el compuesto 45b,
que fue usada una Chiralcel OD (Daicel, 0.46 cm x 25 cm) (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Determinacion de excesos enantioméricos mediante HPLC.

Compuesto Condiciones® tr(min) R,
(+)-35b H/IPA 90:10, 1.0, 25°C 16.6 (S); 29.8 (R) 18.9
(+)-37b H/IPA 90:10, 1.0, 25°C 317 (S): 36.3 (R) 5.6
(+)-38b H/IPA 95:5, 1.0, 25°C 8.6 (5); 13.5 (R) 12.9
(+)-39b H/IPA 90:10, 1.0, 25°C 10.8 (S); 20.2 (R) 14.9
(+)-40b H/IPA 90:10, 1.0, 25°C 10.6 (S); 15.1 (R) 9.6
(+)-45b H/IPA 90:10, 0.5, 20°C 18.1 (R); 22.2 (S) 3.6
(+)-46b H/IPA 92:8, 0.5, 25°C 21.4 (S); 265 (R) 4.2
(+)-49b H/IPA 80:20, 0.7, 25°C 7.8(5): 9.2 (R) 5.1
(+)-50b H/IPA 80:20, 0.7, 25°C 7.3(S): 11.1 (R) 7.4
(+)-56b H/IPA 98:2, 0.7, 30°C 25.0 (S): 27.8 (R) 3.2

2 Condiciones: H/IPA= Hexano/2-propanol, proporcién de eluyente, flujo (mL min™), T(°C).
tr: tiempo de retencion.

La determinacion de los valores de conversion y/o excesos enantioméricos
de algunos sulfoxidos se ha llevado a cabo mediante cromatografia de gases
(Tabla 4.11). Para ello se ha empleado un cromatografo Hewlett Packard
6890 Series Il equipado con la columna A: Restek Rtp-DEXse (30 m x 0.25
mm X 0.25 pm, 1 bar N,) y B: Hewlett-Packard HP1 (metil siloxano
entrecruzado, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, 1 bar, N,). En todos los casos la
temperatura del inyector fue de 225°C y la del detector, de tipo FID, de
250°C.

291




Capitulo 4

Tabla 4.11. Determinacion de conversiones y/o excesos enantioméricos

mediante CG.
Compuesto Programa® Columna tr(min) R, ¥

3ba 70/5/3/130/0 B 6.6 --
(+)-35b 70/5/3/130/0 B 14.4 --
35c 70/5/3/130/0 B 18.0 --

70/15/3/120/0/1/140/0/
36a 3/180/0 A 32.5 --

70/15/3/120/0/1/140/0/
()-36b 3/180/0 A 58.2 (S), 58.6 (R) 1.9

70/15/3/120/0/1/140/0/
36¢ 3/180/0 A 62.0 --
37a 70/5/3/130/0 B 9.2 --
(+)-37b 70/5/3/130/0 B 15.6 -
37¢c 70/5/3/130/0 B 18.5 --
38a 70/5/3/130/0 B 7.8 --
(+)-38b 70/5/3/130/0 B 16.5 --
39a 70/5/3/130/0 B 12.0 --
(+)-39b 70/5/3/130/0 B 214 --
40a 70/5/3/130/0 B 11.3 --
(+)-40b 70/5/3/130/0 B 19.3 --
45a 70/0/10/190/0 B 2.4 --
(+)-45b 70/0/10/190/0 B 5.2 -
46a 70/5/3/130/0 B 8.7 --
(+)-46b 70/5/3/130/0 B 16.6 --
49a 70/5/3/130/0 B 5.0 --
(+)-49b 70/5/3/130/0 B 17.7 -
49c 70/5/3/130/0 B 21.7 --
50a 70/5/3/130/0 B 7.6 --
()-50b 70/5/3/130/0 B 21.0 -
52a 70/5/3/130/0 A 8.8 --
52b 70/5/3/130/0 A 30.3 --
52c 70/5/3/130/0 A 35.5 --
53a 70/5/3/130/0 A 12.6 --
53b 70/5/3/130/0 A 34.1 --
53c 70/5/3/130/0 A 38.7 --
54a 50/5/3/200/0 A 12.2 --
(+)-54b 50/5/3/200/0 A 31.4(S),31L.8(R) 26
55a 50/5/3/200/0 A 14.2 --
()-55b 50/5/3/200/0 A 33.1(S), 35.4 (R) 18
56a 70/5/3/200/0 A 22.3 --
(+)-56b 70/5/3/200/0 A 40.4 -
56¢ 70/5/3/200/0 A 445 --

2 Programa: Tiniciar (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ Tsa (°C)/ tiempo (min).

tr: tiempo de retencion.
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4.15. DATOS EXPERIMENTALES

En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el presente capitulo que no han sido adquiridos
comercialmente. Los criterios de caracterizacion son los mismos que los
utilizados en el Capitulo 1.
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Capitulo 4

2-(Metiltio)piridina, 352>

Aceite amarillo
Rendimiento: 99%

Formula empirica: CsH;NS

Peso Molecular: 125.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.71

IR (KBr): 3052, 2928, 1645, 1570, 1450 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.56 (s, 3Hy), 6.94-6.98 (m, 1Hy), 7.18 (d,
33un 8.9 Hz, 1H,), 7.44-7.49 (M, 1H,), 8.41-8.42 (m, 1H,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 13.1 (CHa, Cy), 119.0 (CHa, Cy), 121.4
(CHar, Cy), 135.7 (CHar, Co), 149.3 (CHay, Ce), 159.9 (Car, Ca)

EM (EI', m/z): 125 (M7, 100%), 112 (39), 78 (69), 51 (25)
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Parte experimental

3-(Metiltio)piridina, 36a*”

Aceite amarillo
Rendimiento: 83%

Férmula empirica: CgH;NS

Peso Molecular: 125.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.51

IR (KBr): 3046, 2940, 1640, 1580, 1432 cm™

'H-RMN (CDCl,, 300.13 MHz): & 2.48 (s, 3Hy), 7.16-7.20 (m, 1Hy), 7.52-
7.56 (M, 1He), 8.35-8.36 (d, 3Juw 4.6 Hz, 1He), 8.49 (s, 1H,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 15.6 (CHs, Cy), 123.4 (CHay, Cu), 134.2
(CHar, Co), 135.4 (Ca, Cy), 146.0 (CHar, Co), 147.7 (CHar, Ca)

EM (EI', m/z): 125 (M*, 100%), 110 (26), 83 (26), 39 (21)
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Capitulo 4

4-(Metiltio)piridina, 37a*"

S6lido amarillo
Rendimiento: 24%

Férmula empirica: CgH;NS

Peso Molecular: 125.2 g/mol
Rs (95% CH,Cl,/MeOH): 0.35

P;: 39.1-40.4°C
IR (KBr): 3052, 2931, 1660, 1550, 1433 cm’™

'H-RMN (CD50D, 300.13 MHz): & 2.71 (s, 3Hy), 7.44 (d, %3, 4.8 Hz,
2Hy.0), 8.47 (d, *Jyn 4.8 Hz, 2H,,)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 13.9 (CHs, C), 121.7 (2CH,,, Cpg), 149.6
(2CH,,, Cae), 154.1 (Ca, Co)

EM (ESI', m/2): 125 (M, 100%), 92 (38), 79 (21), 51 (28)

311 Kamiyama, T.; Enomoto, S.; Inoue, M. Chem. Pharm. Bull. 1985, 33, 5184-5189.
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Parte experimental

2-(Etiltio)piridina, 38a>"

C
dr P
|/af
e N S/\g

Liquido amarillo
Rendimiento: 48%

Férmula empirica: C;HgNS

Peso Molecular: 139.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.71
IR (KBr): 3057, 2910, 1587, 1445 cm™

'H-RMN (CDs0D, 300.13 MHz): § 1.53 (t, *Ju 7.2 Hz, 3Hy), 3.31 (¢, *Jun
7.2 Hz, 2Hy), 7.23-7.28 (m, 1Hy), 7.43 (d, *Jun 6.1 Hz, 1H,), 7.76-7.82 (m,
1H,), 8.53-8.56 (m, 1H,)

BC-RMN (CD;OD, 75.5 MHz): & 15.2 (CHs, Cg), 25.6 (CH,, Cy), 120.0
(CHar, Ca), 123.4 (CHa, Cy), 138.7 (CHar, Co), 150.5 (CHa, Co), 161.4 (Ca,
Ca)

EM (EI', m/z): 139 (M", 53%), 124 (41), 114 (28), 106 (100), 79 (59), 67
(47)

312 Fyrukawa, N.; Takahashi, F.; Kawai, T.; Kishimoto, K.; Ogawa, S.; Oae, S. Phosphorus
Sulfur Silicon Relat. Elem. 1983, 16, 167-180.
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Capitulo 4

2-(Propiltio)piridina, 39a

Liquido marrdn claro
Rendimiento: 59%

Férmula empirica: CgH13NS

Peso Molecular: 153.2 g/mol
R; (95% CH,Cl,/MeOH): 0.83
IR (KBr): 3050, 2929, 1579, 1454 cm™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.21 (t, *Ju4 7.4 Hz, 3H,), 1.85-1.92 (m,
2H,), 3.27 (t, *Jun 7.2 Hz, 2Hy), 7.19-7.20 (m, 1Hg), 7.40 (d, *Juy 8.1 Hz,
1Hp), 7.72-7.75 (m, 1H,), 8.52 (d, *Ju 4.2 Hz, 1H,)

BC-RMN (CD;OD, 75.5 MHz): & 14.0 (CHs, C), 24.1 (CH,, C,), 33.4.
(CH,, Cy), 120.9 (CHar, Ca), 123.4 (CHar, Cb), 138.0 (CHar, Co), 150.5 (CHay,
Ce), 161.4 (Cay, C.)

EM (ESI', m/z): 176 [(M+Na)", 100%]

EMAR (ESIY): calculada para CgH1;AgNS (M+Ag)™: 259.9658; encontrada:
259.9654

298



Parte experimental

2-(Aliltio)piridina, 40a

Liquido marrén claro
Rendimiento: 56%

Férmula empirica: CgHyNS

Peso Molecular: 151.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.90

IR (KBr): 3050, 2923, 1636, 1579, 1454 cm’™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 3.83 (d, *Juy 6.8 Hz, 2Hy), 5.10 (dd, 2J4
0.9 Hz, *Juy 10.1 Hz, 1Hy), 5.32 (dd, 23y 0.9 Hz, 33,4 15.0 Hz, 1H,), 5.89-
6.03 (m, 1H,), 6.95-6.99 (M, 1Hg), 7.17 (d, *Ju 8.1 Hz, 1Hy), 7.46 (t, *Jun
8.0 Hz, 1H,), 8.42 (d, *Ju 4.0 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 32.9 (CH,, Cy), 117.5 (CH,, Cy), 119.4.
(CH, Cy), 122.1 (CHay, Cy), 133.7 (CH,, Cp), 135.9 (CH,, C.), 149.3 (CH,,
Ce), 158.4 (C,, Cy)

EM (EI', m/z): 151 (M", 21%), 136 (100), 124 (15), 118 (36), 79 (35)

EMAR (ESI"): calculada para CgHsAgNS (M+Ag)*: 257.9507; encontrada:
257.9503
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Capitulo 4

2-(Butiltio)piridina, 41a

Liquido incoloro
Rendimiento: 82%

Férmula empirica: CoHi5NS

Peso Molecular: 167.3 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.90

IR (KBr): 3100, 2958, 1579, 1556 cm

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): § 1.13 (t, ®Ju 6.0 Hz, 3H;), 1.61-1.70 (m,
2Hp), 1.80-1.90 (M, 2Hy), 3.31 (t, *Jun 7.2 Hz, 2Hy), 7.21-7.26 (m, 1Hy), 7.43
(d, *Jyn 6.0 Hz, 1Hy), 7.77 (t, *Jyn 6.0 Hz, 1H,), 8.53-8.54 (m, 1H,)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 14.3 (CH3, C;), 23.3 (CH,, Cy), 31.1 (CH,
Cy), 32.9 (CH,, Cy), 120.9 (CHy, Cy), 123.5 (CH,, Cp), 138.0 (CH., Co),
150.5 (CHar, Ce), 168.5 (Car, Ca)

EM (EI', m/z): 167 (M, 28%), 138 (72), 125 (100), 111 (72), 78 (64)

EMAR (ESI): calculada para CoHi3AgNS (M+Ag)*: 273.9820; encontrada:
273.9823
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Parte experimental

2-(Metiltio)-1H-imidazol, 42a°"

Sélido marrén
Rendimiento: 15%

Férmula empirica: C4HgN-,S

Peso Molecular: 114.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.26

P 135.3-137.4°C
IR (KBr): 2925, 1551, 1415, 1330 cm™
'H-RMN (CD,0D, 300.13 MHz): & 2.71 (s, 3He), 7.23 (5, 2Hc,q)

BC.RMN (CD;0D, 75.5 MHz): § 17.2 (CHs, Ce), 124.8 (2CHa, Cc), 142.0
(Can Ca)

EM (ET', m/z): 114 (M, 80%), 99 (16), 81 (100), 72 (80), 45 (27)

313 Kister, J.; Assef, G.; Miller, G.; Metzger, J. Can. J. Chem. 1979, 57, 813-821.
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Capitulo 4

2-(Metiltio)pirimidina, 43a>*

Aceite marron
Rendimiento: 49%

Férmula empirica: CsHgN,S

Peso Molecular: 126.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.70

IR (KBr): 2900, 1570, 1455, 1330 cm

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.54 (s, 3H,), 6.92-6.95 (m, 1H), 8.49
(d,*Jun 4.9 Hz, 2H, )

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 13.9 (CHs, C), 116.1 (CHay, Co), 157.0
(2CHay, Co.), 172.9 (Car, Ca)

EM (ET', m/z): 126 (M, 100%), 80 (58), 73 (32), 53 (39)

314 Integrated Spectral Database System of Organic Compounds. (Los datos fueron obtenidos
del Instituto Nacional de Ciencia Industrial y Tecnologia Avanzada).
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Parte experimental

2-(Metiltio)-1H- benzo[d]imidazol, 44a*"

Hp

Sélido blanco
Rendimiento: 38%

Férmula empirica: CgHgN,S

Peso Molecular: 164.2 g/mol

R (95% CH,Cl,/MeCOH): 0.30

Py 202.3-203.5°C

IR (KBr): 2950, 1655, 1679, 1470 cm™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): 5 2.89 (s, 3H;), 7.32-7.36 (M, 2Hy), 7.62-
7.64 (M, 2He)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): § 14.5 (CH3, Cj), 115.0 (2CH,, Cqy), 123.2
(2CHa, Cey), 140.8 (2C4;, Ce1), 153.8 (Car, Ca)

EM (EI', m/z): 164 (M', 100%), 140 (14), 131 (86), 122 (29), 91 (19)

315 Witanowski, M.; Stefaniak, L. Bull. Pol. Acad. Sci. Chem. 1987, 35, 305-320.
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Capitulo 4

2-(Metiltio)benzoxazol, 472>

Aceite marron
Rendimiento: 87%

Férmula empirica: CgH;NOS

Peso Molecular: 165.2 g/mol

R (90% Hexano/AcOEt): 0.62
IR (KBr): 2980, 1689, 1500, 1025 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.78 (s, 3Hy), 7.25 (t, *Juy 7.2 Hz, Ho),
7.30 (t, *Jun 7.1 Hz, Hy), 7.46 (d, 3344 7.8 Hz, Hy), 7.63 (d, %344 7.6 Hz, H.)

BC-RMN (CDCls;, 75.5 MHz): & 14.5 (CHj5, Cp), 109.8 (CHa, Cy), 118.3
(CHar, Co), 123.7 (CHay, Ce), 124.2 (CHa, Cq), 141.9 (Ca, Cy), 151.9 (Cay,
Cg), 165.7 (C4, Ca)

EM (ESI*, m/z): 165 [(M+Na)*, 100%)]
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Parte experimental

Ciclohexil etil sulfuro, 50a

b
cO/Sv h
a g
d f

e

Liquido amarillo claro
Rendimiento: 72%

Férmula empirica: CgHyS

Peso Molecular: 144.2 g/mol
R (100% Hexano): 0.18

IR (KBr): 3010, 2928, 2852, 1448, 1262 cm’™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.21-1.29 (m, 8Hhcqe), 1.59-1.62 (m,
1H,), 1.74-1.76 (M, 2Hy), 1.94-1.98 (M, 2Hyy), 2.15-2.65 (M, 3H, )

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 15.0 (CHs, C), 23.9 (CH,, C.), 25.8
(2CH,, Cyy), 26.1 (2CH,, C.), 33.6 (CHy, Cy), 43.0 (CH, C,)

EM (EI', m/z): 144 (M, 5%), 82 (7), 67 (7), 40 (100)

EMAR (ESIY): calculada para CgH;gNaS (M+Na)*: 167.0865; encontrada:
167.0869
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Capitulo 4

Ciclohexil propil sulfuro, 51a

Liquido amarillo claro
Rendimiento: 40%

Férmula empirica: CqH;sS

Peso Molecular: 158.3 g/mol
R (100% Hexano): 0.10

IR (KBr): 3010, 2929, 2853, 1448, 1261 cm’™

'H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 0.94 (t, *Juy 4.1 Hz, 3H;), 1.21-1.36 (m,
6Hceqn), 1.53-1.65 (M, 2Hce), 1.74-1.77 (m, 2Hy), 1.93-2.03 (M, 2Hyy), 2.51
(t,%3un 7.2 Hz, 2Hy), 2.58-2.63 (m, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 13.6 (CHs, C;), 23.3 (CH,, Cp), 25.8 (CH,
Cy), 26.1 (2CH,, C.¢), 32.1 (2CH,, Cpy), 33.7 (CH,, Cy), 43.4 (CH, Cy)

EM (EI*, m/z): 158 (M", 30%), 115 (19), 82 (75), 67 (77), 55 (58), 40 (100)

EMAR (ESI"): calculada para CoH;gNaS (M+Na)": 181.1027; encontrada:
181.1022
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Parte experimental

(£)-2-(Metilsulfinil)piridina, (£)-35b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 72%

Férmula empirica: CsH;NOS

Peso Molecular: 141.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.50

IR (KBr): 2924, 1644, 1579, 1426, 1032 cm’™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 2.86 (s, 3Hy), 7.35-7.40 (m, 1H), 7.91-8.01
(M, 2Hy,0), 8.61 (d, *Ju 4.7 Hz, 1H,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 41.2 (CHs, Cy), 119.2 (CHa, Cy), 1245
(CHar, Cy), 138.0 (CHar, Co), 149.5 (CH,y, Ce), 169.5 (Car, Ca)

EM (EI', m/z): 141 (M7, 15%), 124 (7), 93 (32), 78 (100), 51 (46)

EMAR (ESI"): calculada para CgH,NNaOS (M+Na)": 164.0141;
encontrada: 164.0135

(S)-2-(Metilsulfinil)piridina, (S)-35b

Rendimiento: 95%
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Capitulo 4

(£)-3-(Metilsulfinil)piridina, ()-36b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 35%

Férmula empirica: CgH;NOS

Peso Molecular: 141.2 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.28

IR (KBr): 2921, 1651, 1580, 1416, 1020 cm’

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 3.09 (s, 3Hy), 7.82-7.87 (m, 1H,), 8.37-
8.41 (m, 1H,), 8.92 (d, *Jun 3.5 Hz, 1H,), 9.04 (s, 1H,)

BC-RMN (CD;0OD, 75.5 MHz): & 43.7 (CHj, Cj), 126.3 (CH,,, Cg), 134.1
(CHar, Co), 143.7 (C4r, Cp), 146.6 (CHar, Ce), 153.3 (CH,, C,)

EM (EI', m/z): 141 (M, 100%), 126 (65), 78 (81), 51 (84)

EMAR (ESI"): calculada para CgH,NNaOS (M+Na)": 164.0141;
encontrada: 164.0140

(S)-3-(Metilsulfinil)piridina, (S)-36b

Rendimiento: 90% (S)-36b: [0]p”°= -34.3 (c 1.21, acetona), ee 99%.

(R)-3-(Metilsulfinil)piridina, (R)-36b°"

(R)-36b: [a]p>= +15.6 (c 0.84, acetona), ee 70%.

316 Método de Kagan.

308



Parte experimental

(+)-4-(Metilsulfinil)piridina, ()-37b

Aceite amarillo
Rendimiento: 20%

Férmula empirica: CsH;NOS

Peso Molecular: 141.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.38

IR (KBr): 2921, 1620, 1579, 1408, 1021 cm’™

'H-RMN (CDsOD, 300.13 MHz): & 2.91 (s, 3Hy), 7.78 (d, *Jum 6.2 Hz,
2Hp,q), 8.80 (d, *Jr 3.9 Hz, 2H, )

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 43.4 (CH3, Cy), 120.0 (2CH,,, Cp), 151.5
(2CHa;, Cay), 158.1 (Car, Co)

EM (EI', m/z): 141 (M, 4%), 125 (100), 92 (30), 79 (20), 51 (29)

EMAR (ESI"): calculada para C¢H,NOS (M+H)": 142.0321; encontrada:
142.0338

(R)-4-(Metilsulfinil)piridina, (R)-37b

Rendimiento: 50% (R)-37b: [o]p” = +41.1 (¢ 0.95, acetona), ee 99%.

(R)-4-(Metilsulfinil)piridina, (R)-370b°"

(R)-37b: [0]p”=+13.8 (c 0.50, acetona), ee 55%.
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Capitulo 4

(+)-2-(Etilsulfinil)piridina, ()-38b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 10%

Férmula empirica: C;HyNOS

Peso Molecular: 155.2 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.28

IR (KBr): 2963, 1650, 1580, 1449, 1024 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.19 (t, *Jun 7.5 Hz, 3H,), 2.86-2.93 (m,
1Hy), 3.12-3.23 (m, 1Hy), 7.34-7.39 (m, 1H), 7.89-7.99 (m, 2H,.), 8.62 (d,
3Jhn 4.6 Hz, 1H,)

“C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 5.3 (CH3, C,), 47.3 (CHy, C¢), 120.3 (CHa,
Cq), 124.4 (CH,,, Cp), 137.7 (CH., C.), 149.5 (CH,,, C.), 164.0 (C., C.)

EM (ESI', m/z): 178 [(M+Na)", 100%]

EMAR (ESI"): calculada para C;HsNNaOS (M+Na)": 178.0297;
encontrada: 178.0310

(S)-2-(Etilsulfinil)piridina, (S)-38b

Rendimiento: 85% (S)-38b: [0]p”°= -56.2 (c 1.05, acetona), ee 99%.

(R)-2-(Etilsulfinil)piridina, (R)-380>"°

(R)-38b: [a]p>= +29.1 (c 0.69, acetona), ee 28%.
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Parte experimental

(£)-2-(Propilsulfinil)piridina, (+)-39b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 63%

Férmula empirica: CgH;;NOS

Peso Molecular: 169.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.40

IR (KBr): 2966, 1650, 1577, 1453, 1030 cm’™

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): § 1.25 (t, *Juy 7.3 Hz, 3Hy), 1.73-1.99 (m,
1H,), 2.02-2.09 (m, 1H,), 3.07-3.17 (m, 1H,), 3.26-3.35 (M, 1Hy), 7.70-7.74
(m, 1Hg), 8.08-8.14 (m, 1H,), 8.22-8.31 (M, 1H,), 8.85 (d, *Juy 4.8 Hz, 1H,)

BC-RMN (CD;OD, 75.5 MHz): & 13.6 (CHs, Cy), 16.8 (CH,, C,), 57.2
(CH,, Cy), 121.4 (CH., Cq), 126.7 (CH., Cp), 140.1 (CHay, C.), 151.4 (CH,,
Ce), 164.8 (C., C.)

EM (ESI', m/z): 192 [(M+Na)", 100%]

EMAR (ESI'): calculada para CgH;;NNaOS (M+Na)™: 192.0454;
encontrada: 192.0455

(S)-2-(Propilsulfinil)piridina, (S)-39b

Rendimiento: 6%
(S)-39b: [a]p>= -23.8 (c 0.85, acetona), ee 99%.
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Capitulo 4

(+)-2-(Alilsulfinil)piridina, (+)-40b

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 61%

Férmula empirica: CsHyNOS

Peso Molecular: 167.2 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.43

IR (KBr): 2928, 1637, 1578, 1425, 1029 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 3.58 (dd, 2Ju 13.1 Hz, *Juy 7.4 Hz, 1H)),
3.83 (dd, 2y 13.1 Hz, *Juy 7.2 Hz, 1Hy), 5.15 (d, *Jun 17.7 Hz, 1Hy), 5.26
(d, *Ju 9.0 Hz, 1H,), 5.57-5.69 (M, 1H,), 7.35 (t, *Jun 4.3 Hz, 1Hy), 7.89-
7.90 (M, 2Hy,(), 8.60 (d, *Ju 4.6 Hz, 1H,)

“C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 57.5 (CH,, Cy), 120.5 (CH, Cy), 123.7
(CHy, Cp), 124.4 (CHqy, Cg), 125.0 (CH,,, Cy), 137.7 (CHa, Co), 149.4 (CH,,
Ce), 163.5 (C4;, Ca)

EM (ESI', m/z): 190 [(M+Na)", 100%]

EMAR (ESI'): calculada para CgHoNNaOS (M+Na): 190.0303;
encontrada: 190.0306

(S)-2-(Alilsulfinil)piridina, (S)-40b

Rendimiento: 19% (S)-40b: [0]p”°= -39.8 (c 0.75, acetona), ee 99%.

(R)-2-(Alilsulfinil)piridina, (R)-400>"

(R)-40b: [a]p>= +1.3 (c 0.95, acetona), ee 5%.
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Parte experimental

(2)-2-Furfurilmetil metil sulféxido, (+)-45b*°

Aceite marron
Rendimiento: 75%

Férmula empirica: CgHgO,S

Peso Molecular: 144.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.48

IR (KBr): 3072, 2923, 1645, 1500, 1020 cm’™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.51 (s, 3Hy), 4.00 (d, 2Jun 12.3 Hz, 1H,),
4.09 (d, 2Jun 12.3 Hz, 1H,), 6.38 (sa, 2H.,), 7.41 (sa, 1Hy)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 37.9 (CHs, Cy), 52.5 (CH,, C.), 111.1
(CHap, Co), 111.2 (CH,y, Cy), 143.5 (CH,,, Cy), 143.8 (C4r, Ca)

EM (ESI', m/z): 167 [(M+Na)', 100%]
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Capitulo 4

(2)-2-(Metilsulfinil)tiofeno, (+)-46b>"

d -S /e
Cms\b

b

Aceite amarillo
Rendimiento: 80%

Férmula empirica: CsHgOS,

Peso Molecular: 146.2 g/mol

Ry (95% CH,Cl,/MeOH): 0.45
IR (KBr): 3050, 2942, 1652, 1525, 1030 cm’

'H-RMN (CDCls;, 300.13 MHz): & 2.91 (s, 3H,), 7.18 (dd, %J. 4.9 Hz, 334
3.8 Hz, 1H,), 7.52 (dd, *Jun 3.7 Hz, “Jun 1.5 Hz, 1Hy), 7.69 (dd, *Juy 5.0 Hz,
*Jun 1.6 Hz, 1Hy)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): 22.9 (CHs, C.), 126.5 (CHa, Co), 128.9
(CHar, Cb), 130.5 (CHar, Ca), 142.1 (Car, Ca)

EM (EI', m/z): 146 (M, 51%), 131 (100)

317 Boyd, D. R.; Sharma, N. D.; Gunaratne, N.; Haughey, S. A.; Kennedy, M. A.; Malone, J.
F.; Allen, C. C. R.; Dalton, H. Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 984-994.
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Parte experimental

(x)-Ciclohexil metil sulfoxido, (+)-49b

Liquido amarillo claro
Rendimiento: 98%

Férmula empirica: C,H;,0S

Peso Molecular: 146.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.25

IR (KBr): 2931, 1451, 1033 cm’™

'H-RMN (CD5OD, 300.13 MHz): § 1.58-1.66 (M, 5Hcq.), 1.91-1.94 (m,
1H,), 2.08-2.13 (M, 3Hyy), 2.28-2.31 (M, 1H,), 2.84 (s, 3Hy), 2.85-2.88 (m,
1H,)

BC.RMN (CD;OD, 75.5 MHz): & 25.7 (CH,, Cq), 26,5 (CH,, C), 26.7
(CH,, Co), 26.9 (CHy, Cy), 27.6 (CHy, Cy), 35.1 (CH3, Cy), 61.6 (CH, Cy)

EM (ESI', m/z): 146 (M, 7%), 83 (51), 67 (71), 55 (92), 40 (100)

EMAR (ESI): calculada para C;H;4,NaOS (M+Na)": 169.0658; encontrada:
169.0649

(S)-Ciclohexil metil sulfoxido, (S)-49b

Rendimiento: 91%

315
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(2)-Ciclohexil etil sulfoxido, (+)-50b>"

b
a g
d f

e

Liquido transparente
Rendimiento: 98%

Férmula empirica: CgH150S

Peso Molecular: 160.2 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.20

IR (KBr): 2958, 2872, 1420, 1230, 1025 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.20-1.49 (M, 7Hceqy), 1.66-1.69 (m,
1H), 1.80-1.89 (M, 3Hy1c), 1.90-2.19 (M, 2Hy), 2.47-2.62 (M, 3H,)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 15.0 (CHs, Cp), 23.9 (CH,, Cg), 25.8
(2CH,, C.), 26.1 (2CH,, Cyy), 33.6 (CH,, Cy), 43.0 (CH, Cy)

EM (EI', m/z): 160 (M, 35%), 83 (100), 61 (12)

(R)-Ciclohexil etil sulfoxido, (R)-500>"°

(R)-50b: [a]p>=+0.7 (¢ 1.05, acetona), ee 29%.
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Parte experimental

Tetrahidrotiofeno-1-6xido, 52b®'®

Aceite amarillo
Rendimiento: 52%

Férmula empirica: C,HsOS

Peso Molecular: 104.1 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.20

IR (KBr): 2950, 1651, 1411, 1303, 1022 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.99-2.04 (m, 2Hy), 2.40-2.44 (m, 2Hy),
2.82-2.88 (M, 4H,)

BC.RMN (CDCly, 75.5 MHz): & 25.2 (2CH,, Ca), 54.2 (2CH,, Cy)
EM (ET', m/z): 104 (M, 53%), 63 (33), 100 (55), 41 (21)

318 Ali, M. H.; Hartman, M.; Lamp, K.; Schmitz, C.; Wencewicz, T. Synth. Commun. 2006,
36, 1779-1786.
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Tetrahidro-2H-tiopiran-1-6xido, 53b*"°

O

S
a a
@

(o

Liquido incoloro
Rendimiento: 63%

Férmula empirica: CsH1,0S

Peso Molecular: 118.2 g/mol
R (95% CH,Cl,/MeOH): 0.25

IR (KBr): 2932, 1650, 1415, 1282, 1022 cm’

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): § 1.41-1.60 (m, 3Hy,), 1.93-2.25 (m, 3Hy),
2.69-3.00 (M, 4H,)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 18.8 (CH,, C.), 23.9 (2CH,, C.), 48.5
(2CH2! Ca)

EM (EI', m/z): 118 (M, 60%), 101 (18), 69 (84), 63 (67), 41 (100)

319 Ward, D. E; Rasheed, A.; Gillis, H. M.; Beye, G. E.; Jheengut, V.; Achonduh, G. T.
Synthesis 2007, 10, 1584-1586.
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Parte experimental

(2)-n-Butil metil sulfoxido, (+)-54b>*°

Aceite amarillo
Rendimiento: 76%

Férmula empirica: CsH;,0S

Peso Molecular: 120.2 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.25

IR (KBr): 2960, 2937, 1652, 1038 cm*

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 1.18 (t, *Jun 6.6 Hz, 3H,), 1.63-1.77 (m,
2Hy), 1.87-1.98 (M, 2H,), 2.82 (s, 3H,), 2.90-3.13 (M, 2Hy)

BC-RMN (CD;OD, 75.5 MHz): & 14.3 (CHs, C.), 23.2 (CH,, Cg), 26.0
(CH,, C,), 38.4 (CH3, C,), 54.9 (CH,, Cp)

EM (EI', m/z): 120 (M, 9%), 64 (100), 41 (88)

(S)-n-Butil metil sulfoxido, (S)-54b

Rendimiento: 88%

(8)-54b: +32.5 (¢ 0.5, EtOH), ee 99%.

3201 j, X-B.; Liu, J. T. Chin. J. Chem. 2007, 25, 1309-1311.
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(£)-n-Butil etil sulfoxido, (+)-55b

Aceite amarillo
Rendimiento: 64%

Férmula empirica: CgH140S

Peso Molecular: 134.2 g/mol
Rs (95% CH,Cl,/MeOH): 0.28

IR (KBr): 2962, 2935, 1648, 1040 cm"*

'"H-RMN (CD30D, 300.13 MHz): & 1.18 (t, ®J. 7.4 Hz, 3Hy), 1.51 (t, *Jun
7.6 Hz, 3H,), 1.63-1.77 (m, 2H,), 1.88-1.98 (m, 2H,), 2.86-3.11 (M, 4H,,()

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 7.6 (CHs, Cy), 14.5 (CH3, C,), 23.5 (CH,
Ce), 26.3 (CH,, Cy), 46.7 (CH,, Cp), 52.4 (CH,, C)

EM (EI', m/z): 134 (M, 6%), 118 (26), 78 (100), 41 (81)

EMAR (ESIY): calculada para C¢H14,NaOS (M+Na)*: 157.0658; encontrada:
157.0668

(S)-n-Butil etil sulfoxido, (S)-55b

Rendimiento: 89%

(S)-55b: +16.4 (c 0.78, EtOH), ee 99%.
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Parte experimental

(2)-Metil octil sulfoxido, (+)-56b>"®

Sélido blanco
Rendimiento: 34%

Férmula empirica: CqH,,0S

Peso Molecular: 176.3 g/mol
R¢ (95% CH,Cl,/MeOH): 0.25

Py 36.1-38.2°C
IR (KBr): 2927, 2855, 1288, 1041 cm*

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 0.82 (t, 3Ju 6.4 Hz, 3H;), 1.21-1.42 (m,
10Hgegr), 1.67-1.74 (M, 2H,), 2.51 (3H,), 2.55-2.92 (M, 2Hy)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): 8 14.0 (CHj, C)), 22.4 (CH,, Cy), 22.5 (CH,,
Cy), 28.7 (CHy, Cy), 28.8 (CHy, C.), 28.9 (CH,, Cy), 31.6 (CH,, C.), 38.4
(CH,, Cy), 54.5 (CH5, CH,)

EM (ESI', m/z): 199 [(M+Na)", 100%]
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CAPITULO B

Evaluacion del potencial
biocatalitico de Ia flavin-
monooxigenasa de
Methylophaga sp. SK1
(mFMO)






Antecedentes

Los xenobidticos, como por ejemplo medicamentos, pesticidas u otros
agentes quimicos, han de ser biotransformados una vez introducidos en el
organismo. Las células poseen sistemas enzimaticos que actlian sobre estos
compuestos, introduciendo en ellos una o mas funcionalidades que
aumentan su reactividad y facilitan su excrecion. Existe una gran familia de
enzimas que han evolucionado en eucariotas y procariotas con este fin, la de
las citocromo P450 (EC 1.14.14.1).% Estas hemoproteinas son capaces de
catalizar ademas de hidroxilaciones, epoxidaciones, desalquilaciones y
oxidaciones de heterodtomos, reacciones de  deshalogenacion,
deshidrogenaciones y reacciones de deshidratacion de forma selectiva.®*

21 (3) Fukami, T.; Katoh, M.; Yamazaki, H.; Yokoi, T.; Nakajima, M. Chem. Res. Toxicol.
2008, 21, 720-725; (b) Niwa, T.; Murayama, N.; Yamazaki, H. Curr. Drug. Metab. 2008, 9,
453-462.

%22 (3) Sono, M.; Roach, M. P.; Coulter, E. D.; Dawson, J. H. Chem. Rev. 1996, 96, 2841-
2888; (b) Urlacher, V. B.; Bell, S. G.; Wong, L.-L. en Modern Bioxidation. Eds. Schmid, R.
D.; Urlacher, V. B. Wiley-VCH, Weinheim 2007, 99-122; (c) Jusling, M. K.; Cornelissen,
S.; Buehler, B.; Schmid, A. Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 177-186.
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Capitulo 5

Sin embargo, existe otra familia de monooxigenasas, mucho menos extensa
y conocida, que también juega un papel fundamental en la eliminacion de
toxinas, las flavin-monooxigenasas (FMOs) (EC 1.14.13.8).%*% Aunque el
papel bioldgico de ambos tipos de enzimas es similar, poseen importantes
diferencias respecto a la aceptacion de sustratos, mecanismo de reaccion y
propiedades cinéticas.***

5.1. FLAVIN-MONOOXIGENASAS

Las flavin-monooxigenasas (FMOs) pertenecen a la clase B de las
flavoprotein-monooxigenasas.?” Dentro de las principales caracteristicas de
estos enzimas podemos destacar que estan codificados por un unico gen,
emplean NADPH como cofactor (permaneciendo el NADP* unido durante el
ciclo catalitico) y poseen dos dominios de union, uno para el NADPH y otro
para el FAD.

5.1.1. HISTORIA DE LAS FLAVIN-MONOOXIGENASAS

El primer trabajo sobre estas monooxigenasas data de 1960.* En él se
describi6 que existian unos enzimas en los microsomas de higado porcino
que catalizaban la oxidacion dependiente de NADPH de azocompuestos y
aminoderivados en la mantequilla amarilla y en algunos tintes. Afios mas
tarde, Ziegler y colaboradores mostraron interés en la naturaleza de estos
enzimas, llamados por entonces “amina oxidasas de funcion mixta”.
Estudiaron la oxidacion de la N,N-dimetilanilina catalizada por microsomas
de higado porcino, utilizando un ensayo colorimétrico para detectar el
correspondiente  N-0xido.’® Este estudio fue extendido a una amplia
variedad de vertebrados, siendo detectada la mayor actividad enzimatica
para los enzimas provenientes del higado de cerdo.**’ Gracias a la enorme
cantidad disponible de este tejido, afios mas tarde fue posible el aislamiento
y purificacion de este enzima.*®®

%22 Cashman, J. R. Curr. Opin. Drug. Discov. Devel. 2003, 6, 486-493.

%24 Cashman, J. R. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 338, 599-604.

%25 Miller, J. A.; Kramer, J. W.; Miller, E. C. Cancer Res. 1960, 20, 950-962.

%26 pettit, F. H.; Orme-Johnson, W.; Ziegler, D. M. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1964,
16, 444-448.

%27 Machinist, J. M.; Dehner, E.W.; Ziegler, D. M. Arch. Biochem. Biophys. 1968, 125, 858-
864.

%28 Ziegler, D. M.; Mitchell, C. H. Arch. Biochem. Biophys. 1972, 150, 116-125.
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Desde entonces, este tipo de enzimas se han caracterizado en numerosos
organismos (conejos, ratas, perros, chimpancés y humanos) y en diferentes
tejidos (pulmén, higado, rifion, etc.).®*

5.1.2. TIPOS, ORIGEN Y FUNCION BIOLOGICA DE LAS
FLAVIN-MONOOXIGENASAS

Las flavin-monooxigenas son capaces de oxidar un amplio nimero de
heterodtomos como azufre, selenio, nitrégeno, boro e iodo.*®
Fundamentalmente se conocen ejemplos de oxidaciones de compuestos de
nitrogeno, siendo las aminas terciarias sustratos excelentes para estos
enzimas que se convierten en derivados N-0xido. Las aminas secundarias se
metabolizan a hidroxilaminas y nitronas, mientras que las aminas primarias
se oxidan a hidroxilaminas y oximas y las hidracinas a hidrazonas. Entre los
sustratos tipicos de las FMO se encuentran la trimetilamina, la (S)-nicotina y
numerosos farmacos como los antipsicoticos triciclicos, la cimetidina, la
ranitidina y el verapamilo.®**

Las FMOs son sintetizadas por mamiferos, levaduras, plantas y bacterias. En
humanos y otros mamiferos se expresan hasta cinco isoformas (FMO1,
FMO2, FMO3, FMO4 y FMO5).%*? La expresion de las diferentes isoformas
de la FMO es especifica del tejido y de la especie. Las isoformas del mismo
tejido entre diferentes especies tienen una similitud mayor del 80%,
mientras que las isoformas de diferentes tejidos dentro de la misma especie
tienen una semejanza mayor del 60%. En general podemos decir que las
FMO1, 3 y 5 se encuentran en el higado y los rifiones, mientras que la
FMO2 en los pulmones. La forma que predomina en el higado humano
adulto es la FMO3, responsable del metabolismo hepéatico de una gran
cantidad de farmacos.>*®

329 Cascales, M. en Mecanismos de hepatotoxicidad. Ed. Real Academia de Doctores, Madrid
2001, 73-98.

330 (a) Ziegler, D. M. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1993, 33, 179-199; (b) Cashman, J. R.
Chem. Res. Toxicol. 1995, 8, 166-181; (c) Ganther, H. E.; Lawrence, J. R. Tetrahedron
1997, 53, 12299-12310.

31 Rettie, A. E; Fisher, M. B. en Handbook of drug metabolism. Ed. Woolf, T. F. Marcel
Dekker Inc, Nueva York 1999, 132-151.

332 Algunos ejemplos recientes: (a) Phillips, I. R.; Shephard, E. A. Trends Pharm. Sci. 2008,
29, 294-301; (b) Sadeghi, S. J.; Meirinhos, R.; Catucci, G.; Dodhia, V. R.; Di Nardo, G.;
Gilardi, G. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 458-459.

333 (a) Furnes, B.; Feng, J.; Sommer, S. S.; Schlenk, D. Drug. Metab. Dispos. 2003, 31, 187-
193; (b) Hernandez, D.; Janmohamed, A.; Chandan, P.; Phillips, I. R.; Shephard, E. A.
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Ciertas mutaciones del gen FMO3 humano se han relacionado con
anormalidades en la degradacion de farmacos y agentes quimicos, asi como
con ciertas enfermedades metabdlicas. Un ejemplo bien conocido es la
trimetilaminuria por la N-oxigenacion anormal de la trimetilamina.** En
condiciones normales la colina y el 6xido de trimetilamina se ingieren en la
dieta y se degradan por las bacterias del intestino produciendo
trimetilamina, la cual se absorbe y transporta al higado donde se oxida por la
FMO3 a N-oxido de trimetilamina, que se excreta por via urinaria. En el
caso de la trimetilaminuria, existe una deficiente actividad de la FMO3, lo
que ocasiona una menor oxidacion de la trimetilamina. Esta se acumula y
tiene que ser eliminada como tal por orina, sudor y aliento, originando el
sindrome de olor corporal a pescado.

La mayoria de las flavin-monooxigenasas en eucariotas son proteinas que se
encuentran asociadas a la membrana celular, lo cual dificulta en gran
medida su aislamiento. Este hecho hace que apenas hayan sido utilizadas en
procesos biocataliticos.*®* Un ejemplo recogido en la bibliografia es la
oxidacién de un antihelmintico (Figura 5.1), el albendazol, catalizado por
una FMO aislada que se encuentra en el higado de ratas. La sulfoxidacion de
este farmaco es la principal ruta metabdlica y el primer paso en su
metabolismo. El correspondiente (+)-sulfoxido fue obtenido con un exceso
enantiomérico de 37% a 59%.%%

Ho @ H
~S N FMO  ~_S N
Lo L s

Albendazol (+)

Figura 5.1. Sulfoxidacion del albendazol catalizada por una FMO aislada de higado
de ratas.

Pharmacogenetics 2004, 14, 117-130; (c) Cashman, J. R.; Zhang, J. Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 2006, 46, 65-100.

%4 Cashman, J. R.; Camp, K.; Fakharzadeh, S. S.; Fennessey, P. V.; Hines, R. N.; Mamer, O.
A.; Mitchell, S. C.; Preti, G.; Schlenk, D.; Smith, R. L.; Tjoa, S. S.; Williams, D. E.;
Yannicelli, S. Curr. Drug. Metabol. 2003, 4, 151-170.

%5 (a) Rettie, A. E.; Bogucki, B. D.; Lim, I.; Meier, G. P. Mol. Pharmacol. 1990, 27, 643-
651; (b) Rettie, A. E.; Lawton, M. P.; Sadeque, A. J. M.; Meier, G. P.; Philpot, R. M. Arch.
Biochem. Biophys. 1994, 311, 369-377; (c) Nnane, I. P.; Damani, L. A. Xenobiotica 2003,
33, 83-91.

33 Moroni, P.; Buronfosse, T.; Longin-Sauvageon, C.; Delatour, P.; Benoit, E. Drug. Metab.
Dispos. 1995, 23, 160-165.
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Al contrario de las FMOs de origen animal, las FMOs en levaduras no
oxidan compuestos nitrogenados,*’ siendo activas con tioles. Se cree que su
papel fisioldgico es el de modulador de los tioles celulares, es decir, se
requieren para generar un plegamiento adecuado en las proteinas que poseen
puentes de disulfuro mediante el aporte de un ambiente oxidante en el
reticulo endoplasmatico.**®

En plantas, las flavin-monooxigenasas participan en la biosintesis de auxina,
una hormona crucial en el desarrollo de éstas.** Se ha descrito que la flavin-
monooxigenasa YUCCA cataliza un paso clave en la biosintesis de auxina
en las plantas herbaceas de género Arabidopsis (Figura 5.2). Esta
biotransformacion consiste en la N-oxidacion de la triptamina, sustrato
proveniente de la descarboxilacion del triptéfano. Este es el paso limitante
de la velocidad de reaccion en la sintesis de auxina de muchas plantas.

NH, NH; HN-OH i OH

OH YUCCA E o

\y O AN - = AN :

Arabidopsis N : .

N N : N :

H H H ' H H
Triptéfano ‘ Auxina

Figura 5.2. Biooxidacion de triptamina a su correspondiente hidroxilamina
catalizada por la FMO YUCCA. Paso clave en la biosintesis de auxina.

Existen varios ejemplos de FMOs bacterianas. Uno de ellos es la FMO
aislada de la bacteria que participa en la simbiosis con escarabajos de
Paederus Fuscipes, que es capaz de catalizar una reaccion de Baeyer-
Villiger para formar el policétido pederina (un importante agente
antitumoral).**® Ademas, recientemente se ha clonado el primer gen de una
FMO de origen bacteriano (Methylophaga sp. SK1).>** La sobreexpresion y

%7 (a) Suh, J-K.; Poulsen, L. L.; Ziegler, D. M.; Robertus, J. D. Arch. Biochem. Biophys.
1996, 336, 268-274; (b) Wood, V.; Gwilliam, R.; Rajandream, M. A.; Lyne, M.; Lyne, R,;
Stewart, A.; Sgouros, J.; Peat, N.; Hayles, J.; Baker, S.; et al. Nature 2002, 415, 871-880.

3% (a) Suh, J-K.; Poulsen, L. L.; Ziegler, D. M.; Robertus, J. D. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
1999, 96, 2687-2691; (b) Suh, J-K.; Poulsen, L. L.; Ziegler, D. M.; Robertus, J. D. Arch.
Biochem. Biophys. 2000, 15, 317-322.

39 () Zhao, Y.; Christensen, S. K.; Fankhauser, C.; Cashman, J. R.; Cohen, J. D.; Weigel,
D.; Chory, J. Science 2001, 291, 306-309; (b) Schlaich, N. L. Trends Plants Sci. 2007, 12,
412-418.

%0 piel, J. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99, 14002-14007.

31 Choi, H. S.; Kim, J. K.; Cho, E. H.; Kim, Y. C.; Kim, J. I.; Kim, S. W. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 2003, 306, 930-936.
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caracterizacion del enzima revel6 que era capaz de oxidar un gran nimero
de aminas, asi como de producir indigo.

5.1.3. FLAVIN-MONOOXIGENASA DE METHILOPHAGA
sp. SK1 (mFMO)

La bacteria Methilophaga sp. SK1 fue aislada del mar en Mokpo, Corea.
Crece en medios con metanol, aminas metiladas y dimetilsulfuros pero no en
metano. Utiliza como fuente de energia trimetilamina. Un gen de esta
bacteria fue aislado y expresado en E. coli, generandose en el medio de
cultivo azul de indigo. La secuencia de aminoacidos de este gen mostr6 una
similitud del 30% con flavin-monooxigenasas procedentes de mamiferos,
por lo que se establecid que éste era un ejemplo de una FMO en procariotas.

La secuencia de la mFMO consta de 1371 bases que codifican 356
aminoacidos. Es un homodimero de peso molecular 105 kDa. Posee como
cofactor FAD (una molécula por monémero), unido no covalentemente al
enzima. Contiene las tres secuencias de residuos caracteristicas de las
FMOs: dominio del FAD (GXGXXG), dominio de NADPH (GXSXXA) y
secuencia tipica de FMO (FXGXXXHXXXF). Ademas, las actividades
cataliticas con una serie de sustratos como trimetilamina, tiourea,
cisteamina, L-glutationa, (S)-nicotina y el espectro de absorcion (maximos
de absorcidn proximos a 365 y 440 nm) coinciden con las de otras flavin-
monooxigenasas eucariotas. La mFMO posee una ventaja frente a éstas, ya
gue es un enzima soluble y no asociado a la membrana celular, por lo que su
sobreexpresion es mas facil.

La E. coli que expresa mFMO fue capaz de producir hasta 160 mg de indigo
por litro en un medio de tript6fano tras 12 horas de cultivo. Afios mas tarde
este resultado fue optimizado, llegando a producirse 920 mg de indigo por
litro tras 24 horas.** El mecanismo que se postula para este proceso, es que
la triptofanasa de E. coli cataliza la conversion de triptéfano en indol, el
cual es oxidado por la mFMO. Este 6xido de indol es convertido en indoxil
en el medio de reaccibn y dos moléculas de éste dimerizan
espontaneamente, generandose indigo.

El mecanismo catalitico de la mFMO ha sido estudiado y es muy similar al
de otras flavoprotein-monooxigenasas (Figura 14, pagina 11). La adicion de
NADPH rapidamente conlleva la reduccion de la flavina, que a su vez
reacciona con el oxigeno molecular generando la C4a-hidroperoxiflavina.

2 Han, G. H.; Shin, H-J. Kim, S. W. Enzyme Microb. Technol. 2008, 42, 617-623.
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Este intermedio es estabilizado por los aminoacidos del centro activo del
enzima y por la union con el NADP®, manteniéndose asi hasta que se
incorpora el sustrato susceptible de ser oxidado. En caso de que no hubiera
sustrato, la C4a-hidroperoxiflavina se descompone para dar H,O,. Como
resultado final, un atomo de oxigeno es introducido en el sustrato, mientras
el segundo es eliminado en forma de H,O a la vez que se recupera la flavina
oxidada. El paso limitante de velocidad en este proceso es para muchas
FMOs la eliminacién de agua. Por ejemplo, en la FMOL de higado de cerdo,
este paso es diez veces més lento que el resto.**

Recientemente ha sido elucidada la estructura cristalina de la mFMO unida
a NADPH, aunque no fue posible la obtencion de cristales con un sustrato
unido al enzima.**® Esta estructura es muy similar a la de otra FMO de una
levadura cuya estructura ha sido previamente elucidada, la de
Schizosaccharomyces pombe.*® Como se puede observar en la Figura. 5.3,
la estructura de la mFMO esta constituida fundamentalmente por dos
dominios. Uno mas grande que corresponde al sitio de union con el FAD
(residuos de 1-169 y 281-461) y otro de union al NADPH (residuos 170-
280). Ambos estan conectados a través de un linker.

El centro activo del enzima muestra un hueco o hendidura para el
acoplamiento del NADP®. De esta forma, esta molécula puede posicionarse
de modo que orienta su C4 reactivo fuera del N5 de la flavina, para que su
grupo amida sea capaz de establecer dos enlaces de hidrégeno con la flavina
(N5 y O4). Existe un residuo importante, la Tyr212, cuya cadena lateral
junto con la ribosa del NADP™ generan una barrera que protege la cavidad
del centro activo del disolvente. Este hecho favorece la estabilidad del
intermedio C4a-hidroperoxiflavina durante el ciclo catalitico.

Los estudios de modelizacion sobre este biocatalizador determinaron que el
NADP" es capaz de estabilizar la C4a-hidroperoxiflavina mediante otros
enlaces distintos a los anteriormente descritos. Esta molécula se posiciona
de tal forma que es capaz de establecer enlaces de hidrégeno a través del
grupo 2-hidroxilo de su ribosa con los dos oxigenos del carbono C4a del
intermedio C4a-hidroperoxiflavina. La disposicion del NADP* permite al
intermedio estabilizarse mediante interacciones polares con el residuo
Asn78.

Ambas consideraciones (estructura cristalina y modelizacion molecular)
concuerdan en que existe una estabilizacion de la C4a-hidroperoxiflavina

33 Alfieri, A.; Malito, E.; Orru, R.; Fraaije, M. W.; Mattevi, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
2008, 105, 6572-6577.
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gracias al NADP®. Esta molécula protege al centro activo y mediante un
ambiente lleno de enlaces de hidrogeno aumenta el tiempo de vida media del
intermedio. Por tanto la finalidad del NADPH es doble, reduccion del FAD
y estabilizacion de la Cd4a-hidroperoxiflavina. Estos resultados fueron
corroborados posteriormente mediante técnicas de mutagénesis dirigida y
utilizando analogos de NADPH.**

Figura 5.3. Estructura de la flavin-monooxigenasa de Methilophaga sp. SK1
(mFMO) obtenida por rayos X.

5.2. MONOOXIGENASAS AUTOSUFICIENTES

Recientemente se ha clonado un nuevo biocatalizador capaz de catalizar
reacciones de Baeyer-Villiger de forma autosuficiente.'® Se trata de una
proteina bifuncional, denominada CRE-BVMO (CRE del inglés Coenzyme
Regenerating Enzyme), en la que se combina la actividad catalitica de una
BVMO con la capacidad de reciclar el cofactor de una fosfito
deshidrogenasa (PTDH), enzima que cataliza la oxidacién de fosfito a
fosfato (Figura 5.4).

Se escogiod este enzima para la regeneracion de cofactor debido a su alta
selectividad y facil accesibilidad a su sustrato, fosfito.** Ademas, el

344 Orru, R.; Torres Pazmifio, D. E.; Fraaije, M. W.; Mattevi, A. J. Biol. Chem. 2010, 285,
35021-35028.

35 (3) Metcalf, W. W.; Wolfe, R. S. J. Bacteriol. 1998, 180, 5547-5558; (b) Garcia Costas, A.
M.; White, A. K.; Metcalf, W. W. J. Biol. Chem. 2001, 276, 17429-17436; (c) Vrtis, J. M.;
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equilibrio termodindmico de la oxidacion de fosfito estd favorecido, lo que
hace a la reaccion préacticamente irreversible.**®

..........................................................

(0] (0]
( ) R
R; PS R, BVMO R1)J\o’ 2
NADPH+ O, + H* s NADP* + H,0

Fosfato PTDH ——  Fosfito

Figura 5.4. Regeneracion de cofactor mediante enzimas fusionadas CRE-BVMOs.

Para llevar a cabo la preparacion de este enzima bifuncional, se ha
fusionado el gen de una BVMO y el de un mutante de la fosfito
deshidrogenasa de Pseudomonas stutzeri (PTDH E175A/A176R), y se han
expresado en E. coli. En un primer estudio las BVMOs escogidas como
modelos fueron PAMO, CHMOggneto Y CPMO. El vector pCRE-BVMO
expresa la correspondiente BVMO unida covalentemente por una pequefia
cadena de aminoacidos (Ser-Arg-Ser-Ala-Ala-Gly) a la PTDH. Se
observaron muy buenos niveles de expresion de todas ellas, por lo que
posteriormente fueron aisladas. Se obtuvieron de 10-50 mg de enzima
soluble pura por litro de cultivo, excepto para la CRE-CPMO, para la que no
ha sido posible la purificacion de la proteina.®*’

La actividad catalitica de estas nuevas BVMOs recombinantes se analiz6
como enzimas aislados, en células enteras y en el extracto libre de células.
La ventaja de este nuevo sistema es que no requiere la adicion de un
segundo enzima para regenerar el cofactor, Unicamente se ha de afadir el
cosustrato, en este caso fosfito sédico. La subunidad fosfito deshidrogenasa
se encarga de oxidar el fosfito a fosfato, reduciendo el NADP* a NADPH,
que sera empleado por la BVMO. Se observé que las CRE-BVMOs
mantenian el mismo perfil de sustrato que las correspondientes BVMOs no
fusionadas, conservando su estabilidad, actividad y selectividad.

White, A. K.; Metcalf, W.W.; van der Donk, W. A. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 3257-
3259.

38 Woodyer, R. D.; van der Donk, W. A.; Zhao, H. Biochemistry 2003, 42, 11604-11614.

%7 |waki, H.; Hasegawa, Y.; Wang, S.; Kayser, M. M.; Lau, P. C. K. Appl. Environ.
Microbiol. 2002, 68, 5671-5684.
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Este estudio fue mejorado y ampliado posteriormente, sintetizandose una
nueva generacion de enzimas bifuncionales CRE2-BVMOs (PTDH-
BVMOs).**® Se fusiond el gen de un nuevo mutante de PTDH més
termoestable, optimizandose el codén de éste con objeto de mejorar la
expresion del enzima en la E. coli. Ademéas se introdujo una cadena de
histidinas en el extremo N-terminal de la PTDH para facilitar su purificacion
(Figura 5.5). Se ampli6 el rango de BVMOs estudiadas, empleandose
también HAPMO, PAMOwues Y EtaA. Las CRE2-BVMOs purificadas
mostraron una misma actividad y estereoselectividad que las BVMOs no
fusionadas incluso a altas temperaturas.

18xptdh

6aa linker

1000
pCRE2-BVMO
__5000

6763 bps 2000__

HindIn

Figura 5.5. Vector de expresién pCRE2-BVMO.

Con el objeto de incrementar el nimero de biocatalizadores fusionados, se
aplicé esta metodologia de fusién a otras monooxigenasas. Asi, el mismo
grupo de investigacion llevo a cabo la fusion de la citocromo P450BM3 y la
mMFMO con la PTDH de Pseudomonas stutzeri, generando los catalizadores
bifuncionales PTDH-P450BM3 (CRE2-P450BM3) y PTDH-mFMO (CRE2-
mFMO). Este ultimo biocatalizador serd estudiado exhaustivamente en el
presente capitulo.

Debido a los pocos ejemplos descritos en la bibliografia en los que se
utilizan FMOs en procesos biocataliticos, y para demostrar la aplicabilidad
de los biocatalizadores fusionados, nos hemos planteado estudiar el

%8 Torres Pazmifio, D. E.; Riebel, A.; de Lange, J.; Rudroff, F.; Mihovilovic, M. D.; Fraaije,
M. W. ChemBioChem 2009, 10, 2595-2598.
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potencial biocatalitico del enzima autosuficiente PTDH-mFMO en
reacciones de oxidacion, fundamentalmente en N-oxidaciones sobre indoles
y en procesos de sulfoxidacion asimétrica. Asimismo, se analizara la
influencia de parametros como el pH y la temperatura en las propiedades
biocataliticas de este enzima. Ademas, se estudiard el efecto de la
concentracion de sustrato y la presencia de medios de reaccién no
convencionales disoluciéon tampoén-cosolvente organico, con el objeto de
optimizar los procesos biocatalizados por la PTDH-mFMO.
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5.3. ESTUDIO CINETICO DE LAS PROPIEDADES
BIOCATALITICAS DE LA PTDH-mFMO

En primer lugar, se llevaron a cabo una serie de estudios cinéticos sobre la
PTDH-mFMO con el fin de poseer un mayor conocimiento acerca de este
enzima bifuncional. Asi, se analizé el efecto de la temperatura sobre la
actividad catalitica del biocatalizador en la oxidacion de su sustrato favorito,
la trimetilamina. Se utilizd6 como medio de reaccion una disolucion de
Tris/HCI pH 8.5. Como se puede observar en la Figura 5.6, al aumentar la
temperatura de reaccién se observa una mayor actividad catalitica del
enzima hasta un maximo a 55°C.

Kobs (s™)

o = N W & O O N 0 O
PR T T S SR T SR

10 20 30 40 50 60
T(2C)

o

Figura 5.6. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de la PTDH-
mFMO en la oxidacion de la trimetilamina.

A raiz de estos resultados se analizé la termoestabilidad del enzima. A
temperaturas cercanas a 50°C o 60°C la inactivacion del enzima es casi
inmediata, perdiendo toda su actividad a los pocos minutos. Se observé que
la incubacién de la PTDH-mFMO a 42°C durante 1 hora provocaba la
pérdida total de su actividad como mFMO, pero no como PTDH, que seguia
siendo activa. La desactivacion fue mas lenta al incubar el biocatalizador a
35°C. El tiempo de vida media de ésta era de 5 horas. Finalmente un Gltimo
estudio a 25°C demostré que el enzima era estable durante, al menos, un dia,
por lo que fue la temperatura escogida para el resto de experimentos.
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A continuacién estudiamos el efecto del pH en la actividad de la PTDH-
mFMO en la oxidacion de la trimetilamina a 25°C, empleando una
disolucién Tris/HCI. Como se puede observar en la Figura 5.7, se produce
un maximo en la actividad del enzima cuando se trabaja a pHs alrededor de
8.0 (kops=3.9 s) ¥ 8.5 (kons=4.1 s). A pH 6.0 la actividad es muy baja
(keps=0.7 ™), mientras que si trabajamos a pH mayores de 9.0, se observa un
decrecimiento muy pronunciado de la actividad enzimética, alcanzandose
una kes=0.2 s™* para pH 10.0.

pH

Figura 5.7. Efecto del pH en la oxidacion de la trimetilamina catalizada por la
PTDH-mFMO.

5.4. OXIDACION ENZIMATICA DE DERIVADOS DE
INDOL CATALIZADA POR LA PTDH-mFMO

En estudios precedentes ha sido comentada la capacidad de la mFMO de
generar indigo a partir de indol.****** Este hecho fue también visible en el
crecimiento de las células de E. coli que expresan la PTDH-mFMO, ya que
el cultivo se volvia de un color azul oscuro. Para corroborar si es posible
utilizar este enzima para la sintesis de otros derivados de indigo, se incub6
la PTDH-mFMO con una serie de indoles sustituidos a 25°C y en una
disolucién tampon 50 mM Tris/HCI pH 8.5. Este ensayo colorimétrico
demostr6 que todos los sustratos fueron aceptados por el enzima, ya que
hubo un cambio de color en todos los pocillos tras 18 horas de incubacion,
como se muestra en la Figura 5.8.

PTDH-mFMO H X
m Tris/HCI pH 8.5 | AN //l
A N Fosfito/NADPH L~N X
H

X
25°C/18h X
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(| ac |scl |scl | 7cl |58
H
5-NO;

5-OH | 5-Me | 2-Me | 5-OMe

o0 o
e @

Figura 5.8. Oxidacion del indol y sus derivados catalizada por la PTDH-mFMO.

Se analizo6 la actividad catalitica de la PTDH-mFMO con estos derivados de
indol (Tabla 5.1). Los sustratos estudiados poseen valores de K.s muy
similares, desde 0.04 hasta 0.09 s™. Estas actividades cataliticas son muy
bajas por lo que estos compuestos distan mucho de ser los sustratos
preferidos para este enzima. Como se muestra en la Tabla 5.1, el indol fue el
sustrato biotransformado con mayor eficacia, observandose valores cercanos
en la oxidacion del 2-metilindol y del 6-cloroindol.

Tabla 5.1. Constantes cataliticas para la oxidacion del indol y sus derivados
catalizada por la PTDH-mFMO.

Entrada Sustrato Kobs(s™)?
1 Indol 0.09
2 4-Cloroindol 0.06
3 5-Cloroindol 0.07
4 6-Cloroindol 0.08
5 7-Cloroindol 0.06
6 5-Bromoindol 0.07
7 5-Nitroindol 0.04
8 5-Hidroxindol 0.04
9 5-Metilindol 0.04
10 5-Metoxindol 0.04
11 2-Metilindol 0.08

® Para todos los compuestos, las desviaciones estandar fueron menores del £5%.
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5.5. OXIDACION ENZIMATICA DE SULFUROS
CATALIZADA POR LA PTDH-mFMO

En la literatura se ha descrito que la mFMO es capaz de oxidar
heteroatomos, por lo que nos planteamos la sulfoxidacion de una serie de
sulfuros proquirales de diversa naturaleza catalizada por la PTDH-mFMO.
Para comprobar si este enzima mostraba actividad frente a este tipo de
sustratos y con objeto de comparar esta actividad con la mostrada para la
trimetilamina, analizamos los pardmetros cinéticos de la PTDH-mFMO en la
sulfoxidacion de algunos sulfuros. Como se muestra en la Tabla 5.2, la
PTDH-mFMO presenta una elevada eficiencia catalitica hacia la
trimetilamina (entrada 1). Todos los sulfuros estudiados poseen valores de
Kwm bastante buenos (100-600 pM). Sin embargo, sus valores de ke Son
bajos (0.2-0.5 s™), obteniéndose el valor méas alto en la oxidacion del n-butil
etil sulfuro (55a). Estas bajas actividades hacen que la eficiencia catalitica
no supere el valor de 6.6 mM™ s™, una cifra del orden de 100 veces menor
que la obtenida en la oxidacion de la trimetilamina.

Tabla 5.2. Pardmetros cinéticos para la sulfoxidacion de sulfuros
proquirales catalizada por la PTDH-mFMO.

Entrada Sustrato Estructura  Kyu(uM) Keat6h)  Kead K(mM™ s

N~
1 \ 8+1 4.7+0.10 590
S\
2 w0a [T 350413 0.19+0.01 054
3 558  ~_S_~_ 943  0.62+0.02 6.6
S\
4 57a Y 17048 0.45+0.01 2.6
S\
5 59a 220415 0.23+0.01 10
AT
s\
7+ 250,02 2
6 6la (] 87+6  0.25:0.0 9
S\
7 590+10  0.290.01 0.49
65a NCO
9 6.a [ ° 47012 0.34%0.01 0.72

340



Resultados y discusion

5.5.1. OXIDACION ENZIMATICA DE DERIVADOS DE
TIOANISOL

Debido a que la PTDH-mFMO mostrd actividad con todos los sulfuros
probados, nos propusimos inicialmente estudiar la oxidacion asimétrica de
una serie de derivados de tioanisol. Las reacciones fueron llevadas a cabo en
disolucién tamp6n 50 mM Tris/HCI pH 9.0 y a 25°C. Como se observa en la
Tabla 5.3, en la mayoria de las oxidaciones se obtiene el sulféxido con
configuracion S. La sulfoxidacion del tioanisol (57a) fue la méas rapida
(entrada 1), obteniéndose un 95% de (S)-metil fenil sulféxido [(S)-57b] en 8
horas. El exceso enantiomérico obtenido fue moderado (ee=35%). Al
introducir sustituyentes en el anillo aromatico se produjo un descenso en la
actividad enzimatica, obteniendo en todos los casos (entradas 2-10) una
menor conversion en casi el doble del tiempo (15 horas).
Desafortunadamente no hemos podido establecer una correlacién entre la
naturaleza del sustituyente aromatico y la actividad enzimatica. Sin
embargo, se puede observar que aquellos derivados con un grupo dador
débil en posicidn para- o un atomo de cloro en cualquier posicion del anillo
(compuestos 59-63a, respectivamente), experimentan las mayores
conversiones (c=66-81%, entradas 3-7). Las enantioselectividades mas altas
(>90%) fueron encontradas en la oxidacion de metil p-tolil sulfuro (60a) y el
p-clorofenil metil sulfuro (61a) a sus (S)-sulféxidos (entradas 4 y 5). La
PTDH-mFMO fue también capaz de catalizar la sulfoxidacion de los
derivados p-hidroxi (58a), p-metoxi (59a) y o-cloro (63a) con buenas
enantioselectividades (ee=81%, 70% y 75%, respectivamente). Sin embargo,
la oxidacion de m-clorofenil metil sulfuro (62a) y de aquellos derivados con
grupos electrén-atractores en posicion para (64-66a), se produjo con baja o
moderada selectividad, como se muestra en las entradas 6 y 8-10.

Tabla 5.3. Sulfoxidacion de derivados de tioanisol 57-66a catalizada por la
PTDH-mFMO.

o
I
| N S PTDH-mFMO/Tris/HCI pH 9.0/25°C X AN S
Fosfito / NADPH
= A
X/ 250 rpm X
57-66a (R) o (S)-57-66b

341




Capitulo 5

Entrada Sustrato X t(h) ee(%)? c(%)°
1 57a H 8 35(5) 95
2 58a p-OH 15 81(5) 37
3 59a p-OMe 15 70(S) 78
4 60a p-Me 15 92(S) 66
5 6la p-Cl 15 95(5) 80
6 62a m-Cl 15 15(R) 69
7 63a o-Cl 15 75(R) 81
8 64a p-COMe 15 21(R) 8
9 65a p-CN 15 22(R) 50
10 66a p-NO, 15 37(5) 47

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG.

5.5.2. ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN
A LA CATALISIS CON LA PTDH-mFMO

Para profundizar en el conocimiento sobre este nuevo biocatalizador, hemos
decidido analizar el efecto del pH sobre la actividad y selectividad de la
PTDH-mFMO en la oxidacion del tioanisol. Como se muestra en la Figura
5.9 se produce un incremento en la conversion de la sulfoxidacion a medida
que aumenta el pH. El valor 6ptimo para este parametro es pH 9.0, donde se
alcanza una conversion de 95%. Al aumentar el pH hasta 10.0, se observa un
decrecimiento de la actividad (c=75%). En lo referente a la
enantioselectividad, el comportamiento del biocatalizador frente al pH es
muy similar. A pHs bajos como 6.0, el exceso enantiomérico del sulféxido
(S)-57b es muy bajo (ee=10%), sin embargo a medida que aumentamos el
pH este valor va aumentando, alcanzandose un 35% a pH 9.0. Al igual que
ocurre en la conversion, al incrementar el pH hasta 10.0, se produce un
ligero descenso en la pureza dptica (ee=30%). Por tanto, podemos establecer
que pH 9.0 es un valor 6ptimo en cuanto a actividad y selectividad, para
Ilevar a cabo la sulfoxidacion de los sulfuros estudiados.
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Figura 5.9. Efecto del pH en la oxidacién del tioanisol (57a) catalizada por la
PTDH-mFMO. Se representa la conversion (A) y el exceso enantiomérico de (S)-
57b (m).

Debido a los buenos resultados obtenidos con el sustrato p-clorofenil metil
sulfuro (c=80% y ee=95%) y con el objeto de demostrar que este enzima
bifuncional puede ser usado como un biocatalizador efectivo, nos
propusimos llevar a cabo un escalado de la reaccion. Para ello optimizamos
previamente la concentracion de sustrato en la oxidacién. Como muestra la
Figura 5.10, el exceso enantiomérico del sulfoxido (S)-61b no se ve afectado
por la concentracion de 61a. A concentraciones entre 20 mM y 40 mM se
observa un maximo en la velocidad de reaccion (expresada como mmol de
61la consumidos por litro de disolucién por hora), incrementandose ésta,
desde valores de 0.26 mmol L™ h™* con 5 mM hasta valores de 0.82 mmol L™
h* con 40 mM de 6la. A concentraciones mayores, esta velocidad de
reaccion disminuye hasta valores cercanos a 0.30 mmol L™ h™,

o
I

S PTDH-mFMO/Tris/HCI pH 9.0/25°C S
/©/ Fosfito / NADPH ) J©/
cl cl

250 rpm
61a (S)-61b
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Figura 5.10. Efecto de la concentracién de sustrato en la oxidacion de p-clorofenil
metil sulfuro (61a) catalizada por la PTDH-mFMO.

Una vez optimizada la concentracion de sustrato, se llevé a cabo la
oxidacion de 100 mg de p-clorofenil metil sulfuro catalizada por la PTDH-
mFMO. Después de 24 horas, se obtuvo (S)-61b con un 80% de conversion
y un 95% de exceso enantiomérico, pudiéndose aislar finalmente este
compuesto con un 77% de rendimiento.

5.5.3. OXIDACION ENZIMATICA DE OTROS SULFUROS

Nuestro siguiente objetivo fue la sulfoxidacion de otros sulfuros aromaticos.
Como muestra la Tabla 5.4, la oxidacion del fenil etil sulfuro (67a) y del
fenil propil sulfuro (68a) es un proceso bastante selectivo, ya que se
obtienen los correspondientes (S)-sulfoxidos 67b y 68b con una buena
pureza Optica (ee>70%, entradas 1-2). Sin embargo, las conversiones
alcanzadas son menores, incluso a tiempos de reaccion mas largos, que las
obtenidas para el tioanisol. Un comportamiento opuesto se observa en la
sulfoxidacion del bencil metil sulfuro (69a) y bencil etil sulfuro (70a). La
PTDH-mFMO mostr6 una alta actividad frente a estos compuestos,
generando un 91% de (S)-69b y un 75% de (S)-70b tras 8 horas, aunque la
selectividad de ambas oxidaciones fue muy baja (ee=17% y ee=15%,
entradas 3 y 4). Cuando el atomo de azufre se encuentra un carbono mas
alejado del anillo aromatico, como es el caso del fenilpropil metil sulfuro
(71a), se observd una buena actividad enziméatica y un moderado exceso
enantiomérico (entrada 5).

También se analiz6 la sulfoxidacion de sustratos aromaticos mas
voluminosos como el metil naftil sulfuro (72a) y el bencil fenil sulfuro
(73a), pero no se observd reaccion en ninguno de los casos.
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Tabla 5.4. Sulfoxidacion de sulfuros arométicos catalizada por la PTDH-

mFMO.
n R n
'R PTDH-mFMO/Tris/HCI pH 9.0/25°C SR
Fosfito / NADPH o)

250 rpm
67-71a (S)-67-71b
Entrada Sustrato n R t(h) ee(%)?®  c(%)°
1 67a 0 Et 15 79(S) 15
2 68a 0 n-Pr 24 71(S) 12
3 69a 1 Me 8 17(S) 91
4 70a 1 Et 8 15(S) 75
5 71la 2 Me 15 36(S) 80

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG

Nos planteamos analizar también la capacidad de la PTDH-mFMO de
catalizar la oxidacién de otros sulfuros, como por ejemplo, sustratos
heteroaromaticos, alifaticos ciclicos y lineales. Como refleja la Tabla 5.5, la
oxidacién de sustratos heterociclicos como la 2-(metiltio)piridina (35a), el
furfurilmetil metil sulfuro (45a) y el 2-(metiltio)tiofeno (46a) se produjo
con alta conversion (¢>70%, entradas 1-3). Los sulféxidos (S)-35b y (S)-46b
se obtuvieron con un exceso enantiomérico moderado (proximo al 50%,
entradas 1 y 3), mientras que la formacion del furfurilmetil metil sulféxido
[(R)-45b] tuvo lugar con una baja selectividad (ee=20%, entrada 2).

A continuacion se estudiaron dos sulfuros alifaticos ciclicos, el ciclohexil
metil sulfuro (49a) y el tetrahidro-2H-tiopirano (53a). El enzima mostré una
baja actividad y selectividad para el primero, obteniéndose un 14% del (S)-
sulfoxido con un exceso enantiomérico del 20% (entrada 4), mientras que
para el segundo, no se observé reaccion alguna (entrada 5).

También fueron analizados sulfuros alifaticos lineales. La PTDH-mFMO
fue capaz de oxidar el n-butil metil sulfuro (54a) y el n-butil etil sulfuro
(55a) con buenas conversiones. Los correspondientes sulfoxidos (R)-54b y
(R)-55b se obtuvieron con alta pureza éptica (ee=85% y 77%, entradas 6 y
7). Al aumentar la longitud de una de las cadenas alquilicas, se produce un
efecto negativo en la actividad enzimatica, no observando reaccion en la
oxidacion del metil octil sulfuro (56a).
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Tabla 5.5. Sintesis de sulfoxidos quirales catalizada por la PTDH-mFMO.

Entrada Sulféxido Estructura ee(%)? c(%)°
o
1 35b S 49(S) 83
_N
2 45b Qj‘s’; 20(R) 72
A
3 46b foo 50(S) 76
o‘ss"
4 49b U ~ 20(S) 14
o)
5 53b QS - <3
6 54b s 85(R) 52
7 55 TS 77(R) 71
Oc.
8 56b S - <3

& Determinado por HPLC.
® Determinada por CG

5.5.4. OXIDACION ENZIMATICA CATALIZADA POR LA
PTDH-mFMO EN DISOLVENTES ORGANICOS

Como se ha comentado a lo largo de esta Memoria, existen numerosos
ejemplos donde se analiza la influencia de los cosolventes organicos sobre
la actividad y selectividad de BVMOs, incluyendo los estudiados en los
capitulos precedentes.’?**® Por ello nos hemos planteado también analizar
el efecto de una serie de cosolventes organicos en la oxidacién de tioanisol
catalizada por la PTDH-mFMO.

Como se muestra en la Figura 5.11, la presencia de casi todos los
cosolventes utilizados en una concentracion del 5% (v/v) dio lugar a
menores conversiones y/o excesos enantioméricos que el uso exclusivo de
disolucién tampon. Hay que destacar que este estudio se llevd a cabo en
ausencia de 1% (v/v) DMSO (cosolvente que favorece la disolucién de los
sustratos), por ello el porcentaje obtenido de (S)-57b en disolucion tamp6n
es menor que el que figura en la entrada 1 de la Tabla 5.3. En el caso de
trabajar con un 5% de 2-octanol, se mantuvieron valores de actividad y
selectividad muy similares a los obtenidos en ausencia de cosolventes. Con
un 5% de metanol, el biocatalizador no afectd6 a la actividad de la
sulfoxidacion, pero si que se observd un descenso considerable en la
selectividad del proceso. Tan solo la adicién de un 5% hexano incremento la
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actividad y selectividad enzimatica, obteniéndose un 62% de (S)-57b con un
48% de exceso enantiomérico.

PTDH-mFMO 2
S.. _Cosolvente organico-Buffer/pH 9.0/25°C S
©/ Fosfito / NADPH/8h
250 rpm
57a (S)-57b
80 4
r 3
~ 60 1
S -2
@ ==1[57b] (%)
> o
g 18 mmmee (%)
g
Xe] -
2 5 log P
-1
0~ 2
f 0 & O R EC S
Q)§@ @fo o@‘ O +q§\ .Q‘O ooé \oé‘ .@(\0 X
EORE AR N R
8*° 8 g g °

Figura 5.11. Efecto del medio de reaccién en la biooxidacion del tioanisol (57a)
catalizada por la PTDH-mFMO.

En la entrada 3 de la Tabla 5.6 se muestra que ademas del 62% de (S)-57b
obtenido en la oxidacién del tioanisol con un 5% de hexano, se forma una
cantidad apreciable de sulfona 57¢ (28%). Este producto de sobreoxidacion
del sulfuro se obsevaba en muy bajas proporciones cuando la reaccion se
lleva a cabo en disolucion tampdn tanto en presencia como en ausencia de
un 1% (v/v) de DMSO (cosolvente utilizado para favorecer la solubilidad de
los sustratos), como se indica en las entradas 1 y 2. Para entender mejor
estos resultados, realizamos nuevas oxidaciones. Asi, la sulfoxidacion de
57a en presencia de un 1% de DMSO y un 5% de hexano genera un 24% de
(S)-57b con un 34% de exceso enantiomérico tras 8 horas (entrada 4).
Debido a que no se forma nada de sulfona y teniendo en cuenta los
resultados recogidos en las entradas 1, 2 y 3, parece que el hexano posee un
efecto activante en la oxidacion del sulféxido, efecto que es suprimido por
el DMSO. Por ello, no se obtuvieron cantidades apreciables de sulfona para
el resto de sulfuros analizados. Este hecho se corrobora con experimentos
sobre el fenil metil sulfoxido (+)-(57b) (entradas 6-8). Se puede observar
que la presencia de un 1% de DMSO provoca que la cantidad de sulfona no
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supere el 10% (entradas 6 y 8), mientras que si la oxidacion se lleva a cabo
en presencia de un 5% de hexano, se obtiene un 61% de sulfona, aislandose
el sulfoxido (S)-57b remanente con un 72% de exceso enantiomeérico
(entrada 7). Por lo tanto, se puede decir que el incremento en el exceso
enantiomérico observado cuando trabajamos con un 5% de hexano, se debe
a la desimetrizacion del sulfuro proquiral 57a combinado con la resolucion
cinética de su sulféxido (+)-57b. Ademas, se puede postular que el DMSO
actia como un inhibidor competitivo frente al resto de sulféxidos, debido
quizés a su tamarfio similar al de la trimetilamina, lo que hace que sea buen
sustrato para el enzima.

El hexano posee una estructura parecida a la 1-octilamina, compuesto
descrito como activante en las FMOs de origen humano.** Por ello nos
planteamos su adicion en la oxidacién del sulfuro 57a en una concentracion
3.0 mM (entrada 5), que es la empleada para este tipo de enzimas. Se
observé una mejoria en la conversion con respecto a la oxidacion en
condiciones normales (del 48% a 76%), pero la enantioselectividad apenas
se vio afectada.

Tabla 5.6. Efecto del hexano en la sulfoxidacion del tioanisol (57a) y su
sulfoxido ()-(57b) catalizada por la PTDH-mFMO.

Entrada Sustrato Cosolvente ee(%)? c(%)°
1 57a Ninguno 33(S) 48(2)
2 57a 1% DMSO 35(S) 95(5)
3 57a 5% Hexano 48(S) 90(28)
4 57a 5% Hexano/1% DMSO 34(S) 24
5 57a 3.0 mM OctNH, 27(S) 76(7)
6 (£)-57b 1% DMSO 5(S) (8)
7 (¥)-57b 5% Hexano 72(S) (61)
8 (£)-57b 5% Hexano/1% DMSO 5(S) 9)

# Determinado por HPLC.
® Determinada por CG. Cantidad de sulfona entre paréntesis.

%49 Ver por ejemplo: (a) Kashiyama, E.; Yokoi, T.; Itoh, K.; Itoh, S.; Odomi, M.; Kamataki, T.
Biochem. Pharmacol. 1994, 47, 1356-1363; (b) Tsutsumi, H.; Katagi, M.; Nishiwaka, M.;
Tsuchihashi, H.; Kashuya, K.; Igarashi, K. Biol. Pharm. Bull. 2004, 27, 1572-1575.
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El  Dbiocatalizador fusionado @ PTDH-mFMO posee una baja
termoestabilidad, con un tiempo de vida media a 35°C de 5 horas, siendo
estable a 25°C durante al menos 1 dia. La mayor actividad enzimatica se
obtiene a pHs entre 8.0y 9.0.

La PTDH-mFMO es capaz de oxidar indol y analogos a los
correspondientes derivados de indigo, pigmentos de elevado interés.

Se ha demostrado que este biocatalizador es capaz de catalizar la
sulfoxidacion de una gran variedad de sulfuros proquirales con diversos
resultados en funcidn de la estructura del sustrato. En la sulfoxidacion del
tioanisol y derivados sustituidos en el anillo aromético, las mejores
enantioselectividades se obtienen con el p-tolil metil sulfuro y el p-
clorofenil metil sulfuro. Con este sustrato, la mayor velocidad de reaccion
se observa a una concentracion 40 mM de sustrato, lo cual permite escalar
el proceso para obtener el (S)-sulféxido con 77% de rendimiento. Se ha
observado que pH 9.0 es 6ptimo para la sulfoxidacion de tioanisol.

En las sulfoxidaciones de alquil fenil sulfuros se obtienen altas
selectividades y bajas conversiones, al contrario que en la oxidacién de
alquil bencil sulfuros, que ocurre con una alta actividad y poca
selectividad. La oxidacion de sustratos heterociclicos se produce con alta
conversion y selectividad de baja a moderada, dependiendo la estructura
del sustrato. El biocatalizador muestra baja actividad y selectividad con
sustratos alifaticos ciclicos, mientras que con sulfuros lineales se generan
los correspondientes sulfoxidos con alta conversion y selectividad.

Respecto al efecto de cosolventes en la sulfoxidacion de tioanisol catalizada
por la PTDH-mFMO, los resultados revelan que la adicion de un 5% de
hexano activa en cierto modo al enzima, aumentando la pureza Optica del
sulfoxido al incrementar la velocidad de sobreoxidacion del suféxido
formado a la correspondiente sulfona. El resto de cosolventes estudiados
(excepto el 2-octanol) no mejoraron los resultados obtenidos en disolucion
tampon.
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Las técnicas instrumentales empleadas para la sintesis y caracterizacion de
los compuestos mencionados en este capitulo, ya se han descrito en la Parte
Experimental del Capitulo 1. Unicamente se incluiran en esta seccion los
apartados referentes a reactivos utilizados, asi como los procedimientos
sintéticos, experimentales y analiticos que se han desarrollado a lo largo del
presente capitulo, incluyendo la caracterizacion de todos los compuestos
relacionados con éste. Los sulfuros empleados pueden consultarse en la
Figura 5.12.
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Figura 5.12. Sulfuros utilizados en el presente capitulo.

5.6. REACTIVOS GENERALES

Las reacciones de oxidacién se han llevado a cabo con el enzima PTDH-
mMmFMO aislado en disolucion. Se ha definido una unidad enzimética de
PTDH-mFMO como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1.0 pmol
de tioanisol a fenil metil sulféxido por minuto, a pH 9.0 y 25°C, en
presencia de NADPH.
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Los sulfuros 57a, 62a, 63-64a y la trimetilamina son productos de Sigma-
Aldrich-Fluka. Los sustratos 58-61a, 65-67a, 72a y 73a fueron adquiridos a
Alfa Aesar, mientras que 69a fue suministrado por Acros Organics. Los
compuestos 45-46a, 49a y 53-56a son productos comerciales descritos en el
Apartado 4.10. Todos los indoles son comercializados por Sigma-Aldrich-
Fluka excepto el 4-cloroindol que fue adquirido de Acros Organics. El resto
de reactivos y disolventes fueron suministrados por Sigma-Aldrich-Fluka y
presentan el mayor grado de pureza posible.

5.7. PROCEDIMIENTOS SINTETICOS

Sintesis quimica de los sulfuros 68a y 70a.%

A una disolucion del correspondiente tiol (250 mg, 2.01-2.27 mmol) en
MeOH seco (6 mL) y a 0°C, se le afiade sodio (1.1 eq.) bajo atmdsfera de
N,. Se deja agitar durante una hora. Posteriormente, se le afiade el
correspondiente ioduro de alquilo (1.1 eq.) y se deja agitando. Una vez
observada la desaparicion del producto de partida mediante TLC, se evapora
el MeOH vy se afiade al crudo 6 mL de agua. A continuacién se extrae con
CH,CI, (3x10 mL). La fase organica es lavada con H,O (10 mL).
Finalmente se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion
reducida. Los crudos obtenidos no requirieron de una mayor purificacién. Se
aislaron 259.1 mg de 68a (75%) y 168.5 mg de 70a (55%).

Sintesis quimica del feniletil metil sulfuro (71a).”

A una disolucion del correspondiente tiol (250 mg, 1.81 mmol) en MeOH
seco (6 mL) y a 0°C, se le afiade sodio (41.6 mg, 1.1 eq.) y ioduro de metilo
(134.9 yL, 1.1 eq.) bajo atmosfera de N,. La reaccién se deja agitando y se
sigue por TLC (90% hexano/CH,Cl,). Después de 12 horas de reaccion, se
evapora el MeOH y se afiade al crudo 6 mL de agua. A continuacion se
extrae con CH,Cl, (3x10 mL). La fase orgénica es lavada con H,O (10 mL).
Finalmente se seca con Na,SO,, se filtra y se evapora el disolvente a presion
reducida. El crudo obtenido se purifica mediante cromatografia de columna
usando como eluyente 90% hexano/CH,Cl,. Se aislaron 110.0 mg de 71a
(40%).

Sintesis quimica del acetato de 4-(metiltio)fenilo (58c).

El 4-(metiltio)fenol (58a) (1.0 g, 7.14 mmol) fue acetilado, bajo atmosfera
de N,, con anhidrido acético (1.35 mL, 2.0 eq.) y una cantidad catalitica de
4-DMAP en 12 mL de CH,CI, seco. La reaccion se agita a temperatura
ambiente y se sigue por TLC (80% hexano/AcOEt). Una vez concluida se
lava con una disolucion de HCI 1.5 N (4x10 mL).
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La fase orgénica se seca con Na,SO,, se filtra y se evaporan los disolventes
a presion reducida. No es necesaria una posterior etapa de purificacién. Se
aislaron 1.17 g de 58c¢ (90%).

Sintesis quimica de los sulfoxidos (£)-57-71b.

Se disuelve el correspondiente sulfuro de partida (100 mg, 0.59-0.81 mmol)
en una mezcla de H,O, (2 mL) y MeOH (3 mL). La reacciéon se deja
agitando y se sigue por TLC. Una vez se observa la desaparicion del
sustrato, se afiade una pequefia cantidad de Pd/C y se deja reaccionar
durante 4 horas. Al cabo de ese tiempo, se elimina el paladio filtrando sobre
celita y se lava con MeOH. Se evapora el disolvente a presion reducida. Se
adiciona H,0, se extrae con CH,CI, (4x10 mL) y se seca sobre Na,SO,. La
fase orgéanica se filtra y se evapora el disolvente a presion reducida. Los
rendimientos obtenidos fueron mayores del 56% (Tabla 5.7).

Tabla 5.7. Rendimientos y cantidad obtenida en la sintesis de sulféxidos
(x)-57b-71b.

Sulféxidos Cantidad(mg) Rdto(%0)
(£)-57b 85.8 76
(£)-58b 62.4 56
(£)-59b 66.2 60
(%)-60b 92.6 83
(£)-61b 82.5 75
(%)-62b 107.8 98
(1)-63b 66.0 60
(£)-64b 86.6 79
(£)-65b 64.2 58
(£)-66b 64.5 59
(£)-67b 111.0 >99
(%)-68b 101.7 92
(£)-69b 915 82
(£)-70b 88.4 80
(1)-71b 90.6 82

El rendimiento y la cantidad obtenida del resto de sulfoxidos ()-35b, (£)-
45-46b, (+)-49b, 53b, (+)-54-56b aparecen en el apartado de procedimientos
sintéticos del Capitulo 4.

Oxidacion asimétrica de la 1-(4-(metiltio)fenil)etanona (64a)
empleando el método de Kagan.**

A una mezcla de tetraisopropéxido de titanio Ti(O-i-Pr), (2.97 mL, 2.0 eq.)
y (R,R)-DET (+)-L-tartrato de dietilo (1.71 mL, 2.0 eqg.) en 50 mL de CH,Cl,
seco, se le afiade gota a gota agua destilada (90 uL, 1.0 eq.) bajo atmdsfera
de N, y a 0°C. Se agita hasta que se forma una disolucién amarilla
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homogénea y entonces se afiade el compuesto 64a (5 mmol). La mezcla
resultante se enfria hasta -20 °C y en ese momento se afiade una disolucién
5.5 M de tert-butil hidroperdxido en decano (1 mL, 1.1 eq.). Después de
cuatro horas de agitacion, se afiade gota a gota agua destilada (900 uL, 10.0
eq.). Se deja agitando una hora y posteriormente otra hora mas a
temperatura ambiente. El gel obtenido se filtra y se lava con CH,Cl, (10
mL). El filtrado se mezcla con una disolucién de NaOH (5%) en una
disolucién saturada de cloruro de sodio (30 mL) y se mantiene durante una 1
hora. Después se extrae con CH,Cl, (3x20 mL). La fase organica se seca
sobre Na,SO, y se evapora el disolvente a presion reducida. Se obtuvo un
crudo que fue purificado por cromatografia de columna usando como
eluyente 95% CH,Cl,/MeOH. Se aislaron 344.0 mg de (R)-64b (40%).

Oxidacion asimétrica del acetato de 4-(metiltio)fenilo (58c)
empleando el método de Kagan.®*

Este sustrato fue oxidado siguiendo la metodologia descrita previamente,
afiadiéndose un paso adicional de acidificacién con HCI 1.0 M antes de la
extraccion con CH,Cl,. Esta etapa se llevo a cabo debido a la hidrélisis del
acetato de (R)-4-(metilsulfinil)fenilo obtenido en la disolucién de NaOH. Se
obtuvo un crudo que fue purificado por cromatografia de columna usando
como eluyente 95% CH,CI,/MeOH. Se aislaron 124.8 mg de (R)-4-
(metilsulfinil)fenol (16%) con un exceso enantiomérico del 30%. Una
alicuota de este producto fue acetilada siguiendo el mismo procedimiento
que en la sintesis de 58c, con el objeto de determinar la configuracion
absoluta de 58b.

Los compuestos descritos previamente, 68a, 70-71a y (x)-57-71b exhiben
propiedades fisicas y espectrales de acuerdo con los datos publicados. El
compuesto 58c fue debidamente caracterizado.*°

5.8. ASIGNACION DE CONFIGURACIONES ABSOLUTAS

Las configuraciones absolutas de los sulfoxidos 57b, 59-63b y 65-71b se
han obtenido mediante comparacion de los cromatogramas obtenidos
mediante  HPLC con patrones ya descritos previamente en la
bibliografia.*>**

350 | as referencias de los compuestos ya descritos, asf como la caracterizacion completa de los
no descritos pueden consultarse en el Apartado 5.11.
%1 | os datos cromatograficos se encuentran recogidos en el Apartado 5.10.
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Las configuraciones absolutas de los sulfoxidos 58b y 64b fueron
establecidas por comparacion de los cromatogramas obtenidos mediante
HPLC con patrones obtenidos a traves de la oxidacion asimétrica de los
correspondientes sulfuros proquirales 58c y 64a empleando (+)-L-tartrato de
dietilo, tetraisopropoxido de titanio Ti(O-i-Pr), y tert-butil hidroperéxido
(TBHP).** Tanto el sulféxido 58b como el 4-(metilsulfinil)fenol (producto
obtenido en la sulfoxidacion asimétrica de 58c) fueron acetilados con
anhidrido acético y una cantidad catalitica de 4-DMAP en CH,CI, para su
posterior analisis mediante HPLC.

La configuracion absoluta de los compuestos 35b, 45-46b, 49b y 54-55b se
encuentra especificada en el apartado de asignacion de configuraciones
absolutas del Capitulo 4.

5.9. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
5.9.1. CINETICA ENZIMATICA

Determinacion de los parametros cinéticos.

Para la determinacién de los parametros cinéticos de la PTDH-mFMO con
los derivados de indol, trimetilamina y los distintos sulfuros 49a, 55a, 57a,
593, 61a, 65a y 69a, se determind la actividad enzimatica monitorizando el
consumo de NADPH a 340 nm (enappy340= 6.22 mM™ cm™). Los estudios
cinéticos se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda Bio10
UV/Vis. Todas las medidas se han realizado a 25°C, excepto las medidas
para el estudio de la actividad enzimética frente a la temperatura. Los
experimentos con el fin de determinar las constantes cataliticas del indol y
sus derivados, se llevaron a cabo por triplicado.

Las disoluciones stock de los sulfuros (250 mM) y de los indoles (1 M) se
prepararon en 1,4-dioxano. La presencia del dioxano apenas modifica la
actividad enzimatica, mientras que permite incrementar la solubilidad de los
sustratos. Esta vez no recurrimos al DMSO porque reacciona con la PTDH-
mFMO, interfiriendo en la medicién de los parametros cinéticos. Las
disoluciones stock 10 mM NADPH, NADP" y fosfito de sodio, asi como una
10 mM de trimetilamina, se prepararon en disolucion tampén Tris/HCI (50
mM, 35 mM NaCl, pH 8.5).

En un experimento modelo (1 mL), la mezcla de reaccién contiene una
disolucion reguladora de Tris/HCI 25 mM (pH 9.0 para los sulfuros y pH
8.5, para los indoles y la trimetilamina), NADPH (100 puM), 1% (v/v)
dioxano (para las medidas de sulfuros e indoles) y PTDH-mFMO (0.17-1.00

uM).
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Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuacidon de Michaelis-Menten
mediante regresion no lineal empleando el programa SigmaPlot version 10.0
para Windows. El célculo de la constante catalitica (kes) Y la constante de
Michaelis (Ky) permite conocer la eficiencia catalitica del enzima con un
determinado sustrato (Kea/Kw).

Estudio de la actividad enzimatica frente a la temperatura.

Para estudiar la actividad enziméatica de la PTDH-mFMO frente a la
temperatura, se midié este valor monitorizando el descenso de NADPH a
340 nm a diferentes temperaturas (10°C-55°C). La actividad se midié en
Tris/HCI (50 mM, 35 mM NaCl, pH 8.5, 1 mL) empleando trimetilamina
(100 uM) como sustrato, NADPH (100 uM) y la PTDH-mFMO (0.07 uM).

Estudio de la estabilidad térmica de la PTDH-mFMO.

Para estudiar la estabilidad térmica de la PTDH-mFMO (como mFMOQ), se
midio la actividad enziméatica monitorizando el descenso de NADPH a 340
nm. La actividad se midi6 en Tris/HCI (50 mM, 35 mM NaCl, pH 8.5)
empleando trimetilamina (100 uM) como sustrato. A continuacién se incub6
el enzima durante el tiempo establecido a diferentes temperaturas (60°C,
50°C, 42°C, 35°C y 25°C) y se procedi6 a medir la actividad de nuevo. De la
misma forma se midi6 la estabilidad térmica de este enzima como PTDH,
empleandose fosfito de sodio (5 mM) como sustrato y monitorizandose la
formacion de NADPH a partir de NADP".

5.9.2. PROCEDIMIENTOS PARA LAS REACCIONES
ENZIMATICAS CATALIZADAS POR LA PTDH-mFMO

Protocolo para la obtencion de la PTDH-mFMO aislada.

Se inicia el precultivo inoculando E. coli TOP 10 PTDH-mFMO" en 5 mL
de medio LB que contiene 50 pg mL™ de ampicilina. Se incuba a 37°C
durante toda la noche. Al dia siguiente el precultivo se diluye en 500 mL de
TB con 50 pug mL™ de ampicilina y 0.02 % (p/v) de I-arabinosa. Se incuba a
200 rpm y 24°C durante 36 horas hasta que haya una ODggo aproximada de
7. Las células se separan por centrifugacion (6000 rpm durante 15 minutos a
4°C, en una centrifuga Centrikon T-124), se lavan y se resuspenden en 30
mL de Tris/HCI (50 mM) de pH 7.5. Posteriormente se centrifugan otra vez
(4000 rpm durante 45 minutos, 4°C) y se elimina el sobrenadante. Se
resuspenden de nuevo en 30 mL de Tris/HCI 50 mM de pH 8.0 con 250 mM
de NaCl. A la suspension de células se le afiade FAD, de modo que
tengamos una concentracion final de 50 uM del cofactor, y se somete a
ultrasonidos en un sonicador Digital Branson 50% amplitud, 15 min, 2 seg
on/off, 4°C). Los agregados proteicos y restos celulares se eliminan por
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centrifugacion (15.000 rpm, durante 45 min, 4°C) en una centrifuga
Beckman coulter/Allegra 64R con rotor Co650, obteniendo un sobrenadante
libre de células, lo que denominamos PTDH-mFMO-CFE. Todos los pasos
posteriores de purificacion se llevaron a cabo también a 4°C. El PTDH-
mFMO-CFE se vierte dentro de una columna de afinidad con 2.5 mL de Ni-
sefarosa como relleno. Se deja agitando durante una 1 hora. A continuacion
se lava la columna con 7.5 mL de una disolucion 50 mM Tris/HCI (250 mM
NaCl, pH 8.0) y con disoluciones tampon Tris/HCI con cantidades
crecientes de imidazol hasta elucion de la proteina. El enzima obtenido se
vierte sobre una columna de exclusion, donde se separa de las sales de
imidazol mediante un lavado con 10 mL de disolucion 50 mM Tris/HCI
(250 mM NaCl, pH 8.0).

La concentracion de proteina se obtiene midiendo su absorbancia a 442 nm
(epoH-memoas2= 13.35 mM™ cm™) en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda Biol0 UV/Vis a 25°C. Se obtuvieron 102 mg de la PTDH-mFMO
pura por un litro de cultivo.

Oxidacion de sulfuros 35a, 45-46a, 49a, 53-73a catalizada por la
PTDH-mFMO.

Los correspondientes sulfuros (5 mM) se disuelven en 0.5 mL del medio de
reaccion disolucion tampén Tris/HCI (50 mM, pH 9.0), conteniendo 1%
(v/v) DMSO yl/o un 5% (v/v) de cosolvente organico, si asi se indica.
Posteriormente se afiade fosfito de sodio (10 mM), NADPH (0.2 mM) y 1.0
unidad de la PTDH-mFMO. La mezcla se agita a 250 rpm en un agitador
orbital a 25°C durante los tiempos establecidos. Se detiene la reaccion
extrayendo con AcOEt (2x0.5 mL), se seca con Na,SO, y se analiza por CG
y/o HPLC con el fin de determinar la conversion y la selectividad de los
procesos de oxidacion.

Preparacion enzimatica del (S)-1-cloro-4-(metilsulfinil)benceno
[(S)-61b] a escala multimiligramo catalizada por la PTDH-
mFMO.

El sulfuro 61a (100 mg, 0.63 mmol) fue disuelto en una disolucién tampon
Tris/HCI (50 mM, pH 9.0, 16 mL) conteniendo 1% (v/v) DMSO.
Posteriormente se afiade fosfito de sodio (80 mM), NADPH (0.2 mM) y la
PTDH-mFMO (64.0 U). La mezcla se agita a 25 °C y 250 rpm, en agitador
orbital, durante 24 horas. La fase acuosa se extrae con AcOEt (4x15 mL).
La fase organica se seca con Na,SO, y se evapora el disolvente a presion
reducida. Los crudos fueron purificados por cromatografia en columna (99%
CH,CIl,/MeOH), obteniéndose 84.8 mg de (S)-61b (77%) con un exceso
enantiomérico del 95%.

358



Parte experimental

Oxidacion del indol y sus derivados catalizada por la PTDH-
mFMO.

Se empled una placa con 24 pocillos. El indol y sus derivados (5 mM) se
disuelven en 0.5 mL del medio de reaccion disolucion tampén Tris/HCI (50
mM, 35 mM NaCl, pH 8.5), conteniendo 1% (v/v) de DMSO, fosfito de
sodio (10 mM), NADPH (0.2 mM) y 1.0 unidad de PTDH-mFMO. La
mezcla se agita a 250 rpm en un agitador orbital a 25°C durante 18 horas. La
deteccion de la formacion de los productos finales se hizo por via
colorimétrica.

5.10. DETERMINACION DE LAS CONVERSIONES Y
EXCESOS ENANTIOMERICOS

La determinacion de los valores de conversién se ha llevado a cabo
mediante cromatografia de gases (Tabla 5.8). Para ello se ha empleado un
cromatografo Hewlett Packard 6890 Series Il equipado con la columna
Hewlett-Packard HP1 (metil siloxano entrecruzado, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um, 1 bar, N).
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Capitulo 5

Tabla 5.8. Determinacion de conversiones mediante CG.

Compuesto Programa® tr(min)
57a 70/0/10/190/0 3.2
(x)-57b 70/0/10/190/0 5.9
57c 70/0/10/190/0 6.5
58a 100/5/3/200/0 8.6
(£)-58b 100/5/3/200/0 19.6
59a 70/0/10/190/0 6.1
(¥)-59b 70/0/10/190/0 9.3
60a 70/0/10/190/0 4.5
(+)-60b 70/0/10/190/0 7.4
6la 70/0/10/190/0 55
(¥)-61b 70/0/10/190/0 8.2
62a 70/0/10/190/0 55
(1)-62b 70/0/10/190/0 7.4
63a 70/0/10/190/0 55
(¥)-63b 70/0/10/190/0 74
64a 100/5/3/130/0 12.6
(+)-64b 100/5/3/130/5 19.4
65a 70/5/3/130/0 74
(x)-65b 70/0/10/190/0 94
66a 70/0/10/190/0 8.9
()-66b 70/0/10/190/0 10.6
67a 70/0/10/190/0 3.8
(x)-67b 70/0/10/190/0 7.1
68a 70/0/10/190/0 4.7
()-68b 70/0/10/190/0 8.2
69a 70/0/10/190/0 4.1
(¥)-69b 70/0/10/190/0 7.6
70a 70/0/10/190/0 4.4
(+)-70b 70/0/10/190/0 7.7
7la 70/5/3/150/0 12.7
(+)-71b 70/5/3/150/0 245

# Programa: Tiniciat (°C)/ tiempo (min)/ rampa (°C/ min)/ T (°C)/ tiempo (min)

tr: tiempo de retencion.

La determinacion de los valores de los excesos enantioméricos se ha llevado
a cabo mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (Tabla 5.9)
empleando un cromatdégrafo Hewlett Packard 1100 LC equipado con una
columna A: OB-H (Daicel, 0.46 cm x 25 cm), B: Chiralcel OD (Daicel, 0.46
cm x 25 cm), C: Chiralpak IA (Daicel, 0.46 cm x 25 cm), D: Chiralcel OD-
H (Daicel, 0.46 x 25 cm), E: Chiralcel OJ-H (Daicel, 0.45 cm x 25 cm).
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Parte experimental

Tabla 5.9. Determinacion de excesos enantioméricos mediante HPLC.

Compuesto  Columna Condiciones® tr(min) R,!%
©)57b B HIIPA 90:10, 0.8, 25°C 136 (R); 168 (S) 8.2
(+)-58b c H/EtOH 95:5,0.7, 20°C°  38.7 (R);39.9(S) 3.3
()-59b D H/IPA 90:10, 1.0, 25°C 152 (R); 17.1(S) 3.3
()-60b A H/IPA 90:10, 0.5, 20°C  20.6 (R); 22.9(S) 2.2
()-61b A H/IPA 80:20,0.8,30°C 185 (S); 283 (R)  16.8
()-62b A H/IPA 80:20, 0.5, 20°C  10.8 (R); 14.6 (S) 106
()-63b A HIIPA80:20,0.7,30°C  17.2(S); 29.6 (R) 8.6
()-64b E H/IPA 80:20, 1.0,30°C  21.9(S):235(R) 84
()-65b C H/IPA 80:20, 1.0, 25°C 207 (R); 23.0 (S) 4.1
(+)-66b A H/IPA 90:10, 0.5, 20°C  39.1(S);50.0 (R) 4.3
()-67b B H/IPA 80:20,0.5,20°C  18.1(R); 22.2(S) 2.8
()-68b A H/IPA 80:20, 1.0, 25°C  13.5(S); 16.7 (R)  11.3
()-69b B H/IPA 90:10,0.8,25°C  18.3 (R); 19.8(S) 2.4
()-70b B H/IPA 90:10,1.0,25°C  17.7(R);19.1(S) 3.1
()-71b A H/IPA 80:20, 0.5, 25°C 402 (S); 42.7(R) 1.6

& Condiciones: H/IPA= Hexano/2-propanol o H/EtOH= Hexano/Etanol, proporcion de
eluyente, flujo (mL min™), T(°C).

® E| compuesto 58b fue derivatizado al correspondiente acetato.

¢ El flujo de partida fue 95:5 Hexano/EtOH, incrementandose su polaridad hasta 9:1 en 15
minutos y posteriormente de 9:1 a 8:2 en 30 minutos.

tr: tiempo de retencion.

Los datos relacionados con los sulfuros 35a, 45a-46a, 49a, 53a y 54a-56a y
sus correspondientes productos de oxidacion (£)-35b, (+)-45a-46b, (+)-49b,
53b, (£)-54b-56b se encuentran recogidos en el apartado de determinacion
de conversiones y excesos enantioméricos del Capitulo 4.

5.11. DATOS EXPERIMENTALES
En este apartado se encuentra la caracterizacion de todos aquellos
compuestos utilizados en el presente capitulo que no han sido adquiridos

comercialmente. Los criterios de caracterizacion son los mismos que los
utilizados en el Capitulo 1.
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Capitulo 5

Fenil propil sulfuro, 68a®

e b

f©/s\/\
d c a

th

Aceite incoloro
Rendimiento: 75%

Férmula empirica: CqH;5S

Peso Molecular: 152.3 g/mol

Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.70
IR (KBr): 3025, 2958, 1660, 1520, 1470 cm’

'"H-RMN (CDCl3, 300.13 MHz): & 1.01 (t, *Juy 7.4 Hz, 3H,), 1.66 (tq, *Juy
7.4 Hz, *Jun 7.3 Hz, 2Hy), 2.89 (t, *Juy 7.3 Hz, 2H,), 7.10-7.19 (m, 1Hy),
7.22-7.34 (m, 4He'f1h'i)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 13.5 (CH3, C,), 22.6 (CH,, Cp), 35.7 (CH,,
C.), 125.6 (CHa, Cy), 128.7 (2CHa, Csy), 128.9 (2CH,, Ce;), 136.9 (Car, Co)

EM (APCI*, m/z): 152 [(M)*, 93%]
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Parte experimental

Bencil etil sulfuro, 70a*®

ed o] b
f S/\a
h

Aceite incoloro
Rendimiento: 55%

Férmula empirica: CqH;,S

Peso Molecular: 152.3 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.65

IR (KBr): 3047, 2930, 1640, 1525, 1464 cm’"

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.24 (t, *Jun 7.3 Hz, 3H,), 2.42 (c, *Jun
7.3 Hz, 2Hy), 3.75 (s, 2H.), 7.20-7.40 (M, 5Hegn.)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 14.4 (CHa, C,), 25.2 (CH,, Cy), 35.9 (CH,
Co), 126.9 (CHar, Cy), 1285 (2CHar, Cr), 128.8 (CHar, Ce.), 138.6 (Ca, Co)

EM (APCI*, m/z): 152 [(M)*, 100%]
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Capitulo 5

Feniletil metil sulfuro, 71a*?

e (o]
f d S\
b a
g |
h

Aceite incoloro
Rendimiento: 40%

Férmula empirica: CqH1,S

Peso Molecular: 152.3 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.72

IR (KBr): 3065, 2920, 1690, 1530, 1425 cm’

'H-RMN (CD;0D, 300.13 MHz): & 2.27 (s, 3H,), 2.88-2.93 (m, 2H), 3.03-
3.08 (M, 2H,), 7.36-7.44 (M, 5Hegn)

BC-RMN (CD;0OD, 75.5 MHz): & 15.8 (CHs, C,), 37.1 (CH,, Cp), 37.3
(CHy, Co), 127.5 (CHa, Cy), 129.7 (2CHay, Crp), 129.9 (2CH,, Ce), 142.4
(Cars Cd)

EM (EI', miz): 152 (M*, 70%), 104 (75), 91 (73), 61 (100)

%2 Cubrilo, J.; Hartenbach, I.; Lissner, F.; Schleid, T.; Niemeyer, M.; Winter, R. F. J.
Organomet. Chem. 2007, 692, 1496-1504.
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Parte experimental

Acetato de 4-(metiltio)fenilo, 58c

Sélido blanco
Rendimiento: 90%

Férmula empirica: CqH;100,S

Peso Molecular: 182.2 g/mol
R (80% Hexano/AcOEt): 0.37
Py: 43.2-44.3°C

IR (KBr): 3020, 2924, 1760, 1489, 1370, cm™

'H-RMN (CHCls, 300.13 MHz): & 2.21 (s, 3H:), 2.39 (s, 3H), 6.97 (d, *Jum
6.8 Hz, 2H¢g), 7.21 (d, I 6.8 Hz, 2Hc)

BC.RMN (CHCls, 75.5 MHz): & 15.6 (CHs, C.), 20.4 (CHs, C), 121.6
(2CH,, Cqf), 127.2 (2CHa, Ceg), 1352 (Car, Cb), 147.9 (Ca, Co), 169.4
(C=0, Cy)

EM (EI*, m/z): 182 (M*, 41%), 140 (100), 125 (44), 96 (13), 43 (33)

EMAR (ESI"): calculada para CgH;oNaO,S (M+Na)™: 205.0295;
encontrada; 205.0294
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Capitulo 5

(2)-Fenil metil sulfoxido, (+)-57b%

Aceite incoloro
Rendimiento: 76%

Férmula empirica: C;HgOS

Peso Molecular: 140.1 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.28
IR (KBr): 3035, 2970, 1605, 1503, 1413, 1020 cm™

IH-RMN (CDCls, 300.13 MHz):  2.50 (s, 3H,), 7.17-7.20 (m, 1H,), 7.30-
7.38 (m, 4Hcvd'fyg)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 15.7 (CHs, C.), 124.9 (CH., C.), 126.5
(2CHa;, Cey), 128.7 (2CH,, Cyy), 138.3 (Cay, Cp)

EM (APCI*, m/z): 140 [(M)*, 90%]
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Parte experimental

(+)-4-(metilsulfinilfenol, (+)-580°"

Sélido blanco
Rendimiento: 56%

Férmula empirica: C;HgO,S

Peso Molecular: 156.2 g/mol
R¢ (90% CH,Cl,/MeOH): 0.47
Py 90.0-92.3°C

IR (KBr): 3300, 3035, 2920, 1580, 1462, 1025 cm’

'H-RMN (CDs0OD, 300.13 MHz): & 2.94 (s, 3H,), 7.14 (d, *J 8.8 Hz,
2Hqy), 7.74 (d, *Ju 8.8 Hz, 2H,)

BC-RMN (CD;0D, 75.5 MHz): & 43.5 (CHs, C,), 117.7 (2CH,,, Cqy), 127.6
(2CHa,, Cey), 135.1 (Cqr, Cb), 162.6 (Car, Co)

EM (EI*, m/z): 156 (M*, 30%), 141 (100%), 125 (15%), 109 (17%)

%3 Zhao, H.; Kayser, M. M.; Wang, Y.; Palkovits, R.; Schueth, F. Microporous Mesoporous
Mater. 2008, 116, 196-203.
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Capitulo 5

(2)-1-metoxi-4-(metilsulfinil)benceno, (+)-59b%

Sélido amarillo
Rendimiento: 60%

Férmula empirica: CgH100,S

Peso Molecular: 170.2 g/mol
R (90% CH,Cl,/MeOH): 0.57
Py 42.1-44.2°C

IR (KBr): 3453, 2923, 1409, 1021 cm"*

'"H-RMN (CDCls;, 300.13 MHz): & 2.69 (s, 3H.), 3.84 (s, 3H,), 7.57 (d, *Juu
8.5 Hz, 2Hyy), 7.59 (d, *Jun 8.5 Hz, 2H,)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 43.7 (CHj, C.), 55.4 (CH,, Cyp), 114.8
(2CHa;, Cyy), 125.4 (2CHay, C.), 136.5 (Car, Cp), 161.9 (Car, Ce)

EM (APCI*, m/z): 170[(M)*, 90%)]

368



Parte experimental

(2)-1-metil-4-(metilsulfinil)benceno, (+)-60b®

Sélido blanco
Rendimiento: 83%

Férmula empirica: CgH;1,0S

Peso Molecular: 154.2 g/mol

R (90% CH,Cl,/MeCH): 0.55

Py: 41.6-43.5°C

IR (KBr): 3050, 2990, 1620, 1480, 1325, 1023 cm™

'H-RMN (CDCl,, 300.13 MHz): & 2.39 (s, 3H4), 2.65 (S, 3H,), 7.27 (d, *Jum
7.9 Hz, 2Hgy), 7.48 (d, *J 7.9 Hz, 2Hc,)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 21.1 (CHa, Ch), 43.8 (CHs, C,), 123.3
(2CHy, Cay), 129.8 (2CHLy, Cey), 141.3 (Car, Co), 142.3 (Cy, Cp)

EM (APCI*, m/2): 154 [(M)*, 85%]
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Capitulo 5

(2)-1-cloro-4-(metilsulfinil)benceno, (+)-61b®

S6lido blanco
Rendimiento: 75%

Férmula empirica: C;H,CIOS

Peso Molecular: 174.6 g/mol
R (90% CH,Cl,/MeOH): 0.54
Py: 47.2-49.4°C

IR (KBr): 3020, 2990, 1570, 1460, 1330, 1025 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.69 (s, 3H,), 7.47 (d, *Jun 6.6 Hz, 2H, ),
7.56 (d, *Jun 6.6 Hz, 2Hqy)

“C-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 43.9 (CHs, C;), 124.8 (2CH,, Cy), 129.5
(2CH,, Cay), 137.1 (Cyp, Cp), 144.1 (Car, Ce)

EM (APCI*, m/z): 174 [(M)*, 75%)]

(S)-1-cloro-4-(metilsulfinil)benceno, (S)-61b

Rendimiento: 77%
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Parte experimental

()-1-cloro-3-(metilsulfinil)benceno, (+)-62b®

Sélido blanco
Rendimiento: 98%

Férmula empirica: C;H,CIOS

Peso Molecular: 174.6 g/mol

R; (90% CH,Cl,/MeOH): 0.64

Py: 40.3-43.1°C

IR (KBr): 3025, 2970, 1680, 1510, 1021 cm™

'H-RMN (CDCl,, 300.13 MHz): § 2.70 (s, 3H,), 7.41-7.62 (M, 3H.q,), 7.63
(S! 1Hg)

BC.RMN (CDCly, 75.5 MHz): & 43.8 (CH3, C.), 121.4 (CHa, Co), 123.4
(CHar, C;), 130.4 (CHy, Cy), 130.9 (CHa, Ce), 1355 (Car, Cr), 147.6 (Car, Co)

EM (APCI*, m/z): 174 [(M)", 100%]
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Capitulo 5

(2)-1-cloro-2-(metilsulfinil)benceno, (+)-63b®

Aceite incoloro
Rendimiento: 60%

Férmula empirica: C;H,CIOS

Peso Molecular: 174.6 g/mol
R; (90% CH,Cl,/MeOH): 0.57
IR (KBr): 3025, 2990, 1564, 1500, 1020 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.82 (s, 3H,), 7.36-7.55 (M, 3Hg,y), 7.94
(d,*Jun 6.0 Hz, 1H,)

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 41.5 (CHs, Cs), 125.2 (CHa, C.), 128.1
(CHar, Ca), 129.7 (C, CHay, Cog), 131.9 (CH,y, Cy), 143.4 (Cy, Cp)

EM (APCI*, m/z): 174 [(M)", 100%]
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Parte experimental

(2)-1-(4-(metilsulfinil)fenil)etanona, (+)-64b>*

Sélido blanco
Rendimiento: 79%

Férmula empirica: CqH;40,S

Peso Molecular: 182.3 g/mol
R¢ (90% CH,Cl,/MeOH): 0.54
Py 104.6-106.6°C

IR (KBr): 3025, 2930, 1690, 1510, 1330, 1025 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.59 (s, 3H;), 2.71 (s, 3Ha), 7.68 (d, *Jum
8.3 Hz, 2H,), 8.03 (d, *Jun 8.3 Hz, 2Hgy)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): & 26.6 (CHs, C)), 43.6 (CHs, C,), 1235
(2CH., Ceg), 128.9 (2CHar, Cqy), 138.7 (Ca Co), 150.6 (Car, Cb), 196.9
(C=0, Cy)

EM (APCI*, m/z): 182 [(M)*, 73%)]

(R)-1-(4-(metilsulfinil)fenil)etano, (R)-64b®"°

(R)-64b: [0]p?= +90.2 (c 1.00, acetona), ee 87%.

%% Kinen, C. O.; Rossi, L. I.; Hoyos de Rossi, R. Green Chem. 2009, 11, 223-228.
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Capitulo 5

(+)-4-(metilsulfinil)benzonitrilo, (+)-65b*

S6lido blanco
Rendimiento: 58%

Férmula empirica: CsH;NOS

Peso Molecular: 165.2 g/mol
R (90% CH,Cl,/MeOH): 0.42
Py 85.2-87.2°C

IR (KBr): 3010, 2929, 2250, 1460, 1361, 1042 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): § 2.73 (s, 3H.), 7.73 (d, *Jun 8.3 Hz, 2H.),
7.79 (d, *Jun 8.3 Hz, 2Hyy)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 43.6 (CHs, C,), 114.6 (CN, Cy), 115.5 (Ca,
Ce), 124.1 (2CH,;, C.), 132.8 (2CH,;, Cyy), 151.7 (Car, Cp)

EM (APCI*, m/z): 165 [(M)*, 80%)]
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Parte experimental

()-1-(metilsulfinil)-4-nitrobenceno, ()-66b*

Sélido amarillo
Rendimiento: 59%

Férmula empirica: C;H;NO;S

Peso Molecular: 185.2 g/mol
R¢ (90% CH,Cl,/MeOH): 0.44
Py 173.1-174.1°C

IR (KBr): 3417, 2924, 1639, 1550, 1350, 1025 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): 2.79 (s, 3H.), 7.83 (d, *Ju 8.8 Hz, 2H,),
8.49 (d, *Ju 8.8 Hz, 2Hq5)

BC-RMN (CDCly, 75.5 MHz): & 44.7 (CHs, C,), 124.4 (2CH,,, C,), 124.6
(2CHar, Cay), 149.4 (Cyp, Ce), 153.1 (Car, Cy)

EM (APCI", m/z): 185 [(M)*, 100%]

375



Capitulo 5

(2)-Fenil etil sulféxido, (+)-67b*

Aceite incoloro
Rendimiento: >99%

Férmula empirica: CgH1,0S

Peso Molecular: 154.3 g/mol
R (90% CH,Cl,/MeOH): 0.46

IR (KBr): 3035, 2975, 1610, 1505, 1420, 1060 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.17 (t, 3Jun 9.0 Hz, 3H,), 2.76-2.83 (m,
1Hy), 2.85-2.95 (M, 1Hy), 7.47-7.58 (M, 3Heyy), 7.60-7.69 (M, 2Hgy)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 5.85 (CHs5, C.), 50.2 (CH,, Cy), 124.0
(2CHa;, Cyp), 129.0 (2CH,;, Ce), 143.7 (CHy, Cy), 146.6 (Cy, Co)

EM (APCI*, m/z): 154 [(M)*, 90%]
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Parte experimental

()-Fenil propil sulfoxido, (+)-68b*
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Sélido blanco
Rendimiento: 92%

Férmula empirica: CqH;,0S

Peso Molecular: 168.3 g/mol
R¢ (90% CH,Cl,/MeOH): 0.48
Py 57.4-58.3°C

IR (KBr): 3036, 2970, 1605, 1505, 1410, 1020 cm’™

'H-RMN (CDCl;, 300.13 MHz): & 1.05 (t, *Jun 7.4 Hz, 3H,), 1.64-1.71 (m,
1Hy), 1.77-1.84 (m, 1H,), 2.75 (ddd, 2Jun 13.0 Hz, 3, 6.6 Hz, Juy 6.4 Hz,
1H,), 2.81 (ddd, “Jy 13.0 Hz, *Juy 9.5 Hz, *Juy 5.5 Hz, 1H,) 7.48-7.54 (m,
3H:gp), 7.61-7.64 (M, 2H,))

BC-RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 13.2 (CHs, C,), 15.9 (CH,, Cy), 59.3 (CHs,
Co), 124.0 (2CHar, Ce.), 129.2 (2CHLy, Crp), 130.9 (CH,r, C;), 145.9 (Car, Co)

EM (EI', m/z): 168 [(M)*, 93%]
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Capitulo 5

(+)-Bencil metil sulféxido, (+)-69b®

S6lido blanco
Rendimiento: 82%

Férmula empirica: CgH1,0S

Peso Molecular: 154.1 g/mol
Ry (80% Hexano/AcOEt): 0.27
Py 53.0-55.0°C

IR (KBr): 3035, 2970, 1747, 1605, 1503, 1413, 1234, 1024 cm’

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 2.34 (s, 3H,), 3.81 (d, *Jun 12.8 Hz, 1Hy),
3.94 (d, ¥ 12.8 Hz, 1Hy), 7.16-7.20 (M, 2Hyy), 7.23-7.30 (M, 3He,)

BC-RMN (CDCl;, 75.5 MHz): & 37.2 (CHs, C.), 60.2 (CH,, Cy), 128.3
(CHar, Cy), 128.8 (2CH,;, Ce), 129.5 (2CHa;, Cyp), 129.9 (Car, Co)

EM (APCI*, m/z): 154 [(M)*, 12%], 91 [100]
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Parte experimental

(+)-Bencil etil sulfoxido, (+)-70b®

Sélido blanco
Rendimiento: 80%

Férmula empirica: CqH;,0S

Peso Molecular: 168.2 g/mol
R¢ ((90% CH,Cl,/MeOH): 0.50
Ps: 51.0-53.0°C

IR (KBr): 3030, 2972, 1603, 1504, 1415, 1021 cm™

'H-RMN (CDCls, 300.13 MHz): & 1.30 (t, *Jun 7.4 Hz, 3H,), 2.75 (¢, *Jun
7.3 Hz, 2Hy), 3.89 (s, 2H.), 7.30-7.45 (M, 5Hegn.)

BC.RMN (CDCls, 75.5 MHz): § 17.2 (CHs, Cs), 37.0 (CH,, Cy), 60.1 (CH,
Co), 127.9 (CHar, Cy), 129.5 (2CH,r, Crp), 129.9 (2CHar, Ce;), 139.2 (Car, Co)

EM (APCI", m/z): 168 [(M)*, 100%]
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Capitulo 5

()-Fenietil metil sulfoxido, (+)-71b®

o Q
c
f d S\
. b a
g |
h

Aceite amarillo claro
Rendimiento: 82%

Férmula empirica: CqH;,0S

Peso Molecular: 168.3 g/mol
R (90% CH,Cl,/MeOH): 0.43

IR (KBr): 3030, 2969, 1605, 1503, 1415, 1020 cm’

'H-RMN (CDsOD, 300.13 MH2):  2.84 (s, 3H,), 3.18-3.34 (m, 4H, ), 7.39-
7.53 (m, 5He'f’g'h’i)

BC-RMN (CD;0OD, 75.5 MHz): & 30.0 (CH,, C.), 38.6 (CH,, C.), 56.8
(CHa, Cy), 128.3 (CHa, Cy), 130.2 (2CH,;, Cej), 130.3 (2CH,, Ctp), 140.7
(Cars Cd)

EM (APCI*, m/z): 168 [(M)*, 100%]
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