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Introduccion

La catélisis ha sido y seguird siendo uno de los campos de investigacion mas
activos en Quimica en los ultimos afios dado que resulta una via mas racional,
econdmica, energéticamente menos costosa y medioambientalmente mas benigna de
obtener compuestos de interés. Ademas, desde un punto de vista teérico, el estudio de
estos sistemas cataliticos ofrece la capacidad de cambiar nuestra manera de entender y
racionalizar conceptos quimicos basicos que nos obligan a revisar las ‘reglas’ que
gobiernan el mundo quimico. La investigaciébn en esta area se mueve a una gran
velocidad, de manera que muchas de las reacciones cataliticas utilizadas hoy en dia por
los quimicos organicos sintéticos eran casi impensables solo quince afios atras.' De
acuerdo a un comunicado de la compafiia quimica alemana BASF, mas del 80% de los
productos quimicos elaborados en el mundo se obtienen a través de procesos cataliticos.
La importancia de los catalizadores heterogéneos u homogéneos se encuentra en
continua expansion. Como regla general, un catalizador practico debe dar lugar a
reacciones rapidas, altamente selectivas y susceptibles de ser escaladas. Asimismo,
debido a las leyes cada vez mas restrictivas con respecto al medioambiente, se tiene
cada vez mas en cuenta la fuente de dichos catalizadores asi como de los reactivos y

disolventes que forman parte del proceso quimico.

! A. Mitchinson, J. Finkelstein, Nature 2008, 455, 303.
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0.1. BIOCATALISIS

Dentro de los diferentes tipos de catalisis empleados cominmente en procesos a
gran escala, hay que destacar a la Biocatalisis, disciplina que hace referencia al uso de
enzimas aislados o a complejos multienzimaticos como son las células enteras aplicados
como catalizadores en reacciones quimicas. Los enzimas o biocatalizadores son
proteinas que catalizan reacciones quimicas aumentando su velocidad sin consumirse en
el proceso ni desplazar el equilibrio quimico del mismo. Puesto que los biocatalizadores
son capaces de operar en condiciones suaves de reaccion, los procesos en los que se ven
implicados son poco agresivos con el medioambiente y pueden encuadrarse dentro de la
denominada ‘Quimica verde’.”> Su modo de accién suele ser muy especifico, y asi
tradicionalmente se han clasificado en seis grandes grupos de acuerdo con el tipo de
reaccion que catalizan,’ si bien en los Gltimos afios se ha descubierto que algunos
enzimas muestran una inusual ‘promiscuidad catalitica’, que se define como la
capacidad de un biocatalizador para llevar a cabo procesos distintos a su funcion

4
natural.

0.1.1. Resena historica

La obtencion de etanol a partir de glucosa catalizado por microorganismos como
las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe o la bacteria
Zymomonas mobilis es conocido por la humanidad desde tiempos inmemoriales, siendo
ademas la fermentacion alcohoélica uno de los primeros procesos conocidos en el campo
de las biotransformaciones. En la antigua Mesopotamia hace 5000 afos, ya se
aprovechaba el uso de la a-amilasa en la sacarificacion del almidon que se utilizaba en
el proceso de la produccion de la cerveza. Otros procesos catalizados por enzimas
descritos en la antigiiedad son, por ejemplo, la produccion de queso a partir de leche que

se mantenia en el estdmago de oveja, o la obtencioén de vinagre (acido acético) a partir

? (a) P. Anastas, N. Eghbali, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 301-312; (b) J. M. Clark, Nature Chem. 2009, I,
12-13.

’ K. Faber, Biotransformations in Organic Chemistry, 6* Ed., Springer, Berlin, 2011,

*(a) U. T. Bornscheuer, R. J. Kazlauskas, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H.
Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 1695-1733; (b) M. S. Humble, P. Berglund,
Eur. J. Org. Chem. 2011, 3391-3401; (c) E. Busto, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, Chem. Soc. Rev. 2010,
39, 4504-4523; (d) K. Hult, P. Berglund, Trends Biotechnol. 2007, 25, 232-238; (e) R. J. Kazlauskas,
Curr. Opin. Chem. Biol. 2005, 9, 195-201; (f) U. T. Bornscheuer, R. J. Kazlauskas, Angew. Chem. Int.
Ed. 2004, 43, 6032-6040; (g) A. D. Copley, Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7, 265-272.
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de la oxidacion del etanol catalizada por Acetobacter aceti o Gluconobacter
suboxydans.” Pese a que este tipo de biotransformaciones han sido aprovechadas por el
hombre desde tiempos pretéritos, no es hasta entrado el siglo XIX cuando comienzan a

estudiarse desde un punto de vista mas riguroso.

En 1811, Kirchoff descubri6é que la maltosa se formaba a partir del almidon por
la accion del extracto de la cebada.’ En 1833, Payen y Pesoz aislaron un complejo
enzimatico de la malta y lo denominaron ‘diastasa’, el cual fue usado dos afios mas
tarde por Berzelius para llevar a cabo la hidrdlisis del almidon. Posteriormente, Louis
Pasteur llegd a la conclusion de que la fermentacion alcohodlica estaba catalizada por
‘los fermentos’ contenidos en las células de la levadura y, en un principio, se pens6 que
solo funcionaban con organismos vivos. En 1876, William Kiihne acufié el término

‘enzima’, que viene del griego ‘en levadura’.

En 1894, Emil Fischer postul6 el modelo tedrico ‘llave-cerradura’ para intentar
comprender de forma esquemadtica como se enlaza el sustrato en el centro activo del
enzima, de igual manera que una llave encaja dentro de una cerradura.® Pese a no ser del
todo exacto, esta representacion sentd la base para tratar de entender los mecanismos
enzimaticos. No fue hasta finales del siglo XX, en 1985, cuando Zaks y Klibanov
descubrieron que algunos enzimas eran capaces de llevar a cabo transformaciones en
medios no acuosos.” Este hallazgo supuso una auténtica revolucion desde un punto de
vista sintético, ya que hasta el momento solo se habia trabajado en medios acuosos.
Utilizar disolventes orgéanicos presenta grandes ventajas, ya que permite entre otras
cosas, una mejor solubilidad de los compuestos organicos hidrofobicos, una
recuperacion mas sencilla de los productos finales de reaccion, y el desarrollo de
procesos sintéticos de deshidratacion o esterificacion frente a otros indeseados de

hidrolisis o racemizacion.

El avance exponencial de diferentes disciplinas como la Quimica, la Biologia, la

Bioquimica o la Ingenieria Genética han hecho que las fronteras entre ellas sean cada

’ Revision: P. Raspor, D. Goranovic, Critical Rev. Biotechnol. 2008, 28, 101-124.

%G. S. C. Kirchoff, Acad. Imp. Sci., St. Petersburg, Memoires 1811, 4, 27.

"'W. Kiihne, Verhandl. Heidelb. Naturhistor. Vereins, Carl Winter Verlag, Universitidtsbuchhandlung
Heidelberg, Heidelberg, 1876.

¥ E. Fischer, Ber. Disch. Chem. Ges. 1894, 27, 2985-2993.

? A. Zaks, A. M. Klibanov, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 3192-3196.



Introduccion

vez mas difusas, siendo su estudio y desarrollo de forma multi- e interdisciplinar la linea
principal seguida durante los ultimos afios en el campo de la Biotecnologia. Asi, la
colaboracion entre diferentes materias ha propiciado grandes avances en la
Biocatalisis,'® gracias a la aplicacién de técnicas de ADN recombinante cuyo desarrollo
ha permitido modificar la cadena de aminodcidos de los enzimas, haciendo que los
procesos que catalizan sean mas eficientes y se puedan minimizar las limitaciones que
presentan en relacion a su estabilidad y selectividad.!' Esto ha dado lugar a un gran
incremento en el nimero de publicaciones cientificas de primer nivel que hacen

referencia a esta disciplina (Figura 0.1).

2500

2000
w
g
8 1500
[*]
(-]
2
-]
2
2 1000
c
500 -
0 ,

Figura 0.1. Numero de publicaciones obtenidas en la base de datos Scifinder

(https://scifinder.cas.org/) al introducir en la busqueda el término ‘Biocatalisis’

Una de las técnicas mas empleadas para modificar un biocatalizador es la
., e 12 . .
evolucion dirigida (Esquema 0.1), “ la cual consiste en generar de forma aleatoria un

conjunto extenso (libreria) de enzimas modificados en uno o varios residuos de

"U. T. Bornscheuer, G. W. Huisman, R. J. Kazlauskas, S. Lutz, J. C. Moore, K. Robins, Nature 2012,
485, 185-194.

1 Algunas revisiones recientes: (a) T. Davids, M. Schmidt, D. Béttcher, U. T. Bornscheuer, Curr. Opin.
Chem. Biol. 2013, 17, 215-220; (b) U. T. Bornscheuer, Synlett 2013, 24, 150-156; (¢) M. B. Quin, C.
Schmidt-Dannert, ACS Catal. 2011, 1, 1017-1021; (d) G. A. Behrens, A. Hummel, S. K. Padhi, S.
Schitzle, U. T. Bornscheuer, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2191-2215; (e) S. Lutz, Curr. Opin.
Biotechnol. 2010, 21, 734-743; (f) C. Jackl, D. Hilvert, Curr. Opin. Biotechnol. 2010, 21, 753-759.

12 (a) M. T. Reetz, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Groger, O. May, 3* Ed.,
Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 119-190; (b) M. J. Dougherty, F. H. Arnold, Curr. Opin. Biotechnol.
2009, 20, 486-491.
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aminoacidos (mutantes) a partir de la proteina natural. Estos mutantes se clonan y
expresan en una determinada célula huésped utilizando técnicas estandar de Biologia
Molecular, realizando a continuacion el test enzimatico sobre un sustrato modelo. Aquel
biocatalizador que haya mostrado mejores propiedades, vuelve a ser empleado para
realizar un nuevo ciclo de mutagénesis, expresion y ensayo, el cual se repite las veces
que sean necesarias hasta obtener un biocatalizador con las actividades/selectividades
requeridas para el proceso en cuestion. A partir de esta técnica se han generado otras
variantes mas selectivas, como la mutagénesis por saturacion iterativa (“iterative
saturation mutagenesis”, ISM), la cual se centra en realizar mutaciones tan s6lo en los
aminodcidos que se encuentran mas cercanos al centro activo del enzima o que se creen

. . . 13
que son los esenciales para modificar la propiedad deseada.

expresion
insercion en eleccion de . test de
5 js ——> : - 2| —>
mutagénesis 5 el huésped colonia actividad
libreria de crecimiento produccion de eleccion de las
mutaciones en de colonias en enzimas con mutaciones
tubo de ensayo plato de agar mutaciones positivas
repetir

Esquema 0.1. Descripcion del procedimiento de mutagénesis a través de la evolucion dirigida

Ademas de la evolucion dirigida, existen otras técnicas de disefio mas racional.
Estas requieren de un conocimiento mas profundo tanto de la estructura tridimensional
del enzima como del mecanismo de la transformacion, por lo que generalmente van
acompafiados de estudios informaticos de modelizacion molecular. No obstante, pese a
su complejidad, se ha llegado incluso a cambiar la estereopreferencia de un
biocatalizador con una simple mutacién en la secuencia de los aminoécidos.'* También
se ha desarrollado recientemente otra técnica en la cual se hacen varias mutaciones
simultaneas sobre diversos grupos de aminodcidos del centro activo del enzima que se

encuentran proximos entre si espacialmente para optimizar alguna propiedad, el llamado

M. T. Reetz, Tetrahedron 2012, 68, 7530-7548.
'* (a) M. Svedendahl, C. Branneby, L. Lindberg, P. Berglund, ChemCatChem 2010, 2, 976-980; (b) K.
Engstrom, J. Nyhlén, A. G. Sandstrém, J.-E. Béckvall, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 7038-7042.
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test de saturacion en el centro activo (“combinatorial active-site saturation test’,

CAST).”

0.1.2. El rol de los procesos enzimaticos. Ventajas e inconvenientes

El gran interés en obtener moléculas organicas enantiopuras ha generado el
desarrollo de nuevas tecnologias y procedimientos sintéticos que persiguen este
objetivo. De entre ellas, los procesos enzimaticos han sido ampliamente desarrollados
en los ultimos afios, mejordndose la metodologia desde un punto de vista tanto
conceptual como practico. Esta es una de las razones principales por las cuales el uso de
enzimas se encuentra en auge en el mundo académico y en la industria. Como ya se ha
resaltado, los recientes avances en los campos de la Biologia Molecular y la Bioquimica
han aumentado las aplicaciones reales de las biotransformaciones incluso a gran escala,
adquiriendo cada vez un papel mas importante en sectores como el farmacéutico,
agroalimentario o cosmético, entre otros.'® En este sentido, los enzimas presentan

ventajas fundamentales sobre otro tipo de catalizadores.

Las unidades estructurales que forman las proteinas (los aminoacidos), se
enlazan generando polipéptidos con una estructura terciaria y cuaternaria definida,
creando una disposicion tridimensional en su interior denominada centro activo en el
cual se encuentran los aminoéacidos clave que se veran involucrados en la reaccion y
selectividad enzimatica. En la naturaleza, dichas unidades (excepto la glicina)
pertenecen exclusivamente a la serie L (configuracion S). De hecho, siempre se ha
destacado este motivo como una de las principales desventajas que presenta la
utilizacion de los enzimas. Sin embargo, aunque los biocatalizadores constituidos por
unidades de D-aminoacidos no existen en la naturaleza, se ha demostrado lo
sorprendentemente comiin que es encontrar enzimas que sean enantiocomplementarios.
Estas proteinas poseen sitios activos que son funcionalmente imagenes especulares entre

si, catalizando asi la misma reaccion pero dando lugar al otro posible enantiomero, lo

"> M. T. Reetz, M. Bocola, J. D. Carballeira, D. Zha, A. Vogel, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 4192-
4196.

16 (a) B. M. Nestl, B. A. Nebel, B. Hauer, Curr. Opin. Chem. Biol. 2011, 15, 187-193; (b) S. Sanchez, A.
L. Demain, Org. Process Res. Dev. 2011, 15,224-230; (c) R. Wohlgemuth, Curr. Opin. Biotechnol.
2010, 21, 713-724; (d) S. Panke, M. Held, M. Wubbolts, Curr. Opin. Biotechnol. 2004, 15,272-279; (e)
A. Zaks, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 130-136.
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que en la mayoria de los casos ha permitido soslayar la limitacion mencionada.'’
Ademas de ser unos catalizadores capaces de trabajar en condiciones suaves de reaccion
(medios acuosos, bajas temperaturas y pHs entorno al neutro), llevan a cabo las
transformaciones con un alto grado de eficiencia, siendo su gran selectividad®'® una de
las principales razones que les hace ser, sino un sustituto, un gran complemento a los
catalizadores mas tradicionales. Los enzimas pueden mostrar tres tipos de selectividad:

* Quimioselectividad: Discriminacion selectiva entre dos grupos funcionales
de similar reactividad en una molécula frente a un sustrato dado, evitandose
asi el uso de grupos protectores.

* Regioselectividad: Distincioén entre dos 0 més grupos funcionales idénticos
y transformacion de uno de ellos en funcion de su posicion en una molécula.

* Estereoselectividad: Transformacion preferencial de un estereisomero frente
a otro(s). En el caso de que el enzima discierna un enantidmero de su
imagen especular en una mezcla racémica, se denomina enantioselectividad.
Si la distincién se produce entre varios diastereoisdmeros, se dice que el
proceso es diastereoselectivo. También se puede romper la simetria en un
compuesto proquiral generando tan solo uno de los enantiomeros del

producto final a través de un proceso de asimetrizacion.

La importancia de la quiralidad en la Quimica y en la industria farmacéutica no
puede pasarse por alto, ya que una pareja de enantiomeros, pese a poseer las mismas
propiedades fisico-quimicas (tan solo difieren en el signo del &ngulo de rotacion
especifica frente a la luz polarizada), cuando se introducen en un entorno quiral (como
son los organismos vivos), pueden desarrollar una respuesta bioldgica muy diferente
(Figura 0.2)." Como ejemplo, mientras que el enantiomero S de la asparagina posee un
sabor amargo, el de su imagen especular es dulce. La penicilamina es un farmaco con
actividad antiartritica en su forma S, mientras que el enantiomero R es toxico para el ser
humano (actia como inhibidor de la piridoxina). Otro ejemplo es la quetamina,

sintetizado por primera vez en 1962, siendo su enantidémero S cuatro veces mas potente

'7P. F. Mugford, U. Wagner, Y. Jiang, K. Faber, R. Kazlauskas, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8782-
8793.

'8 (a) Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH,
Weinheim, 2012; (b) Modern Biocatalysis: Stereoselective and Environmentally Friendly Reactions, Eds.
W.-D. Fessner, T. Anthonsen, Wiley-VCH, Weinheim, 2009; (¢) Asymmetric Organic Synthesis with
Enzymes, Eds. V. Gotor, 1. Alfonso, E. Garcia-Urdiales, Wiley-VCH, Weinheim, 2008.

" E. Thall, J. Chem. Educ. 1996, 73, 481-484.
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como anestésico que el de configuracion R. Ademas, los efectos secundarios (delirios y
alucinaciones) producidos por el enantiomero S son significativamente menores que los

ocasionados tanto por el racemato como por el enantiomero R.

Enantiéomero R Enantiomero S

O NH, @] NH,
HoN CO,H asparagina HyN - COxH
sabor dulce sabor amargo
NH; NH;

HS . CO,H penicilamina HS CO.H
toxico antiartritico

Q NHCH;,3

cl quetamina :
NHCH3

Cl

4 veces mas potente

efectos secundarios ..
como anestésico

Figura 0.2. Diferente respuesta biologica entre dos enantiomeros en una mezcla racémica

A pesar del gran desarrollo efectuado en el campo de la Biocatalisis durante
los ultimos afos, aln existen algunos inconvenientes que caben mencionar. La
especificidad de sustrato es en muchas ocasiones un problema ya que no todos los
enzimas son capaces de aceptar un gran nimero de compuestos. Otro aspecto negativo
es la necesidad de utilizar un cosustrato o cofactor (por ejemplo, con las
oxidorreductasas), lo que aumenta el coste del proceso. La baja estabilidad del enzima
en condiciones mas drasticas como puedan ser temperaturas elevadas, pHs extremos o
presencia de disolventes orgédnicos, asi como problemas de inhibicion por
concentraciones altas tanto de sustrato como de producto son otros factores que han de
tenerse en consideracion. Asimismo, en algunos casos los biocatalizadores son caros y
puede haber problemas de accesibilidad comercial. Sin embargo, estos problemas
pueden soslayarse gracias a técnicas como la inmovilizaciébn enzimadtica, sistemas

eficientes de regeneracion del cofactor y el desarrollo de nuevos enzimas mas estables
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gracias a la ingenieria genética y a la busqueda de microorganismos habituados a

sobrevivir en condiciones extremas (extremofilos).

0.1.3. Empleo de enzimas aislados frente a células enteras

Los sistemas utilizados en transformaciones biocatalizadas generalmente hacen
uso de células enteras o enzimas aislados tras un proceso de purificacion.’ La eleccion
de uno u otro tipo de biocatalizador estd condicionada por la reaccion que se pretende
llevar a cabo, el tipo de cofactor necesario (asi como el sistema de regeneracion de
este), ademas de la concentracion de sustrato y el volumen a la que se requiera realizar

la transformacion.

El uso de células enteras, tanto en fase de crecimiento (“growing cells”) como en
reposo (“resting cells”), posee como ventajas que es barato, las células pueden ser
facilmente eliminadas del medio de reaccion mediante un proceso simple de filtracion o
centrifugacion, pueden trabajar en medios acuosos, y debido a que poseen todos los
cofactores necesarios en su metabolismo, no es necesaria la adiciéon de ningiin cofactor
externo. Sin embargo, la presencia de otros tipos de enzimas en las células puede
conllevar reacciones secundarias, tanto en los sustratos como en los productos
obtenidos, y ademas ambos pueden actuar como inhibidores a concentraciones
moderadas con lo que se suele trabajar con grandes volimenes de reaccion a diluciones
altas. Las reacciones se ven ralentizadas debido a problemas de difusion del sustrato
entre el interior y el exterior de la célula, y ademas la selectividad puede verse
drasticamente afectada debido a la accion de otros biocatalizadores con

estereopreferencia baja u opuesta.

Gran parte de estos problemas pueden evitarse con el uso de enzimas aislados,
aunque estos también tienen la desventaja de que suelen ser caros, debido al coste del
aislamiento y purificacion de la proteina, y en algunos casos ademas debido a la
necesidad de adicionar un cofactor externo junto con su sistema de regeneracion.

Actualmente, numerosos enzimas aislados son comercialmente accesibles y pueden

11
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llevar a cabo transformaciones limpias y a mayores concentraciones de sustrato que las

catalizadas por las células enteras.

Una tercera opcion es la utilizacion de enzimas sobreexpresados. Esta
metodologia se basa en la inserciéon de un pldsmido (el cual contiene la informacion
genética del biocatalizador que queremos sobreexpresar), en un organismo huésped
modificado genéticamente (por ejemplo, Escherichia coli). Una vez insertado, el enzima
sera expresado dentro del organismo y para emplearlo, ademds del uso como células en
crecimiento o en reposo, se suele utilizar el sobrenadante una vez rotas las paredes
celulares mediante, por ejemplo, ultrasonicacion (previo centrifugado para eliminar los
restos insolubles de las células). También se usan preparaciones liofilizadas por
congelacion y posterior eliminacién del agua, obteniéndose un sélido que contiene el
enzima y que puede almacenarse durante largos periodos de tiempo. El uso de enzimas
sobreexpresados es una técnica que agrupa las ventajas de los dos métodos descritos
anteriormente ya que es mas barata que la utilizacion de biocatalizadores purificados, y
al mismo tiempo minimiza en gran medida las posibles reacciones secundarias que
pueden ocurrir en las células enteras ademas de los problemas de difusiéon puesto que
las paredes celulares se encuentran parcialmente destruidas por el proceso de

liofilizacion.

0.1.4. Clasificacion enzimatica

A lo largo de la década de los 50s el descubrimiento e identificacion de nuevos
biocatalizadores fue rdpidamente en aumento, quedando en evidencia la necesidad de un
sistema para la clasificacion de los mismos. Consecuentemente, la Union Internacional
de Bioquimicos (IUB) en colaboracion con la Unidn Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC) decidieron crear en 1956 la Comision Internacional de Enzimas,
siendo su tarea la de ‘considerar la clasificacion y nomenclatura de enzimas y
coenzimas, sus unidades de actividad y los métodos estandar de analisis, junto con los

p ey e e . 20
simbolos usados en la descripcion en la cinética enzimatica’.

%% International Union of Biochemistry and Molecular Biology, Enzyme Nomenclature, Academic Press,
San Diego, 1992. www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme.
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Como consecuencia de ello, los enzimas se agrupan en seis grandes familias
(Tabla 0.1) en funcion de la reaccidon que catalizan, y son descritos por un codigo
numérico de cuatro digitos (EC x.x.x.x) los cuales indican: (i) el tipo de reaccion, (ii) el
tipo de sustrato o molécula transferida, (iii) la naturaleza del cosustrato, y (iv) el nimero

individual del enzima.

Tabla 0.1. Clasificacion enzimatica en funcion del tipo de reaccion que catalizan

tipo de enzima nimero EC tipo de reaccion (ejemplos)

oxidacion-reduccion: oxidacion de C-H, C=C, C-Ny

. C-0; reduccion de C=0 y C=C, aminacioén reductiva
oxidorreductasas 1

de C=0

transferencia de grupos funcionales: acilo, amino,
transferasas 2 glucosilo, metilo y fosforilo

hidrolisis y formacion de ésteres, amidas, lactonas,
hidrolasas 3 lactamas, epoxidos, nitrilos, anhidridos y glucosidos

adicién y eliminacion de pequeias moléculas a dobles
liasas 4 enlaces como C=C, C=N y C=0

isomerizaciones como racemizacion, epimerizacion y
isomerasas 5 reagrupamientos intramoleculares

) formacion y ruptura de enlaces tipo C-O, C-S, C-N y

ligasas 6 C-C

A lo largo de esta Tesis Doctoral se ha realizado un amplio estudio y desarrollo
en la obtenciébn de compuestos enantioenriquecidos utilizando para ello diversos
biocatalizadores. Por ello, se describiran de manera general las caracteristicas de los

enzimas que han sido utilizados en esta Memoria.
0.1.5. Enzimas redox u oxidorreductasas
Los biocatalizadores empleados en reacciones de tipo redox (aquellos en los que

se transfieren electrones de una sustancia reductora a otra oxidante que los acepta), se

. . . . 21
pueden clasificar en tres grandes grupos: deshidrogenasas, oxigenasas y oxidasas.” El

2! (a) D. Monti, G. Ottolina, G. Carrea, S. Riva, Chem. Rev. 2011, 111, 4111-4140; (b) M. Hall, A. S.
Bommarius, Chem. Rev. 2011, 111, 4088-4110; (c) F. Hollmann, I. W. C. E. Arends, K. Buehler, A.
Schallmey, B. Biihler, Green Chem. 2011, 13,226-265; (d) F. Hollmann, I. W. C. E. Arends, D.
Holtmann, Green Chem. 2011, 13, 2285-2313; (e) Modern Biooxidation. Enzymes, Reactions and
Applications, Eds. R. D. Schmid, V. B. Urlacher, Wiley-VCH, Weinheim, 2007.
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primer grupo ha sido ampliamente utilizado para llevar a cabo la reduccion de grupos
carbonilo y dobles enlaces carbono-carbono. Dependiendo del patréon de sustitucion en
el sustrato, estas reacciones ofrecen la posibilidad de asimetrizar sustratos proquirales
pudiéndose obtener los productos finales enantiopuros con un rendimiento maximo

teorico del 100%, por lo que resultan de especial interés.

Los enzimas que catalizan la incorporacion directa del oxigeno molecular en una
molécula orgéanica reciben el nombre de oxigenasas. La oxigenacidon enzimatica es un
proceso particularmente interesante, ya que la oxifuncionalizacion directa de sustratos
organicos sigue siendo una tarea complicada en sintesis quimicas convencionales,
especialmente cuando los procesos deben ser regio- y/o estereoespecificos. En cuanto a
las oxidasas, responsables de procesos de transferencia electronica, desempefian todavia

un papel minoritario aplicadas a las biotransformaciones de sustratos no naturales.

Entre las ventajas mas destacables de emplear estos biocatalizadores frente a
otros métodos para realizar procesos redox, estan la alta estereo- y regioselectividad que
presentan en condiciones suaves de reaccién en medio acuoso usando oxidantes muy
adecuados como el oxigeno, o procesos de transferencia de hidrégeno utilizando, por
ejemplo, 2-propanol o acetona. Entre las desventajas mas claras estdn la baja
disponibilidad en casas comerciales de estos enzimas, la frecuente baja estabilidad
frente a disolventes orgéanicos, lo que conlleva muchas veces tener que trabajar a
concentraciones muy bajas de sustrato, y la necesidad de utilizar un cofactor,
normalmente muy caro, para poder llevar a cabo el proceso redox. Entre los diferentes
cofactores existentes hay autores que hacen una distincidon entre aquellos que no se
encuentran fuertemente unidos a la estructura tridimensional del enzima (coenzimas) y

aquellos que si lo estan (grupos prostéticos).

0.1.5.1. Alcohol deshidrogenasas (ADHs)

. ., . . 22
Estos enzimas, también denominados carbonil reductasas o cetoreductasas

llevan a cabo la reduccion de grupos carbonilo a los correspondientes alcoholes debido

*2 Recopilaciones recientes: (a) F. Hollmann, K. Biihler, B. Biihler, en Enzyme Catalysis in Organic
Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 1325-1438; (b)
M. M. Musa, R. S. Phillips, Catal. Sci. Technol. 2011, 1, 1311-1323; (c¢) G. W. Huisman, J. Liang, A.
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a la cesion de un hidruro a una de las caras del enlace C=0O proquiral. Asimismo, son
capaces de realizar la oxidacidon de alcoholes primarios o secundarios para formar los
correspondientes derivados carbonilicos. Las ADHs que comunmente se emplean con
fines sintéticos en procesos redox y se hallan disponibles comercialmente pertenecen
principalmente a dos tipos de familias: las ADHs de cadena media (“medium chain
ADHs”, Figura 0.3a) y las ADHs de cadena corta (“short chain ADHs”, Figura 0.3c). En
ambos casos es necesaria la presencia de un cofactor pirimidinico [NAD(P)H, en la
forma reducida, o NAD(P)", en la forma oxidada] para llevar a cabo la transferencia del
hidruro. Las primeras poseen en el centro activo un ién Zn>" tetracoordinado por dos
residuos de cisteina y uno de histidina junto con una molécula de agua (Figura 0.3b).
Esta tltima es sustituida por el i6n alcoxido resultante de la reduccion del grupo
carbonilo o facilita la ruptura del enlace O-H del alcohol cuando es oxidado.”
Normalmente, la incubacion de la proteina con agentes quelantes no es capaz de
inactivar al biocatalizador por extraccion del atomo de Zn>" presente en el sitio activo,

. . .y . ;. ’ 24
lo que evidencia la fuerza de su union con los aminoacidos presentes en la proteina.

Las segundas poseen un mecanismo de accidon en el cual no se encuentran
implicados metales, aunque suelen estar presentes iones Mg®" que estabilizan la
estructura cuaternaria del enzima y le confieren de una mayor resistencia frente a las
altas temperaturas y a los disolventes organicos. En ocasiones, estos iones se encuentran
coordinados a los extremos terminales carboxilato de dos homodimeros de la proteina
por lo que, por ejemplo, habria dos iones Mg*" por tetramero. Se ha demostrado que la
eliminacion de estos cationes mediante el uso de agentes quelantes da lugar a la
inactivacion del biocatalizador aunque la estructura cuaternaria no se vea drasticamente

modificada.”® Las ADHs de cadena corta, en lugar de emplear Zn>" para activar el grupo

Krebber, Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 122-129; (d) S. Buchholz, H. Groger, en Biocatalysis in the
Pharmaceutical and Biotechnology Industry, Ed. R. N. Patel, CRC Press, Boca Raton, 2007, pp. 757-790;
(e) S. M. A. de Wildeman, T. Sonke, H. E. Schoemaker, O. May, Acc. Chem. Res. 2007, 40, 1260-1266;
() J. C. Moore, D. J. Pollard, B. Kosjek, P. N. Devine, Acc. Chem. Res. 2007, 40, 1412-1419; (g) K.
Goldberg, K. Schroer, S. Liitz, A. Liese, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2007, 76, 237-248; (h) W. Kroutil,
H. Mang, K. Edegger, K. Faber, Adv. Synth. Catal. 2004, 346, 125-142; (i) W. Kroutil, H. Mang, K.
Edegger, K. Faber, Curr. Opin. Chem. Biol. 2004, 8, 120-126.

2 Enzymatic Reaction Mechanisms, Eds. P. A. Frey, A. D. Hegeman, Oxford University Press, Nueva
York, 2007.

** (a) B. Kosjek, W. Stampfer, M. Pogoreve, W. Goessler, K. Faber, W. Kroutil, Biotechnol. Bioeng.
2004, 86, 55-62; (b) O. Danielsson, S. Atrian, T. Luque, L. Hjelmquivist, R. Gonzalez-Duarte, H.
Jornvall, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 4980-4984.

**N. H. Schlieben, K. Niefind, J. Miiller, B. Riebel, W. Hummel, D. Schomburg, J. Mol. Biol. 2005, 349,
801-813.
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carbonilo y favorecer la transferencia de hidrégeno, utilizan un residuo de tirosina que
debe encontrarse en su forma ionizada para abstraer el proton del alcohol cuando este es
oxidado, o en su forma protonada para ceder el proton al ion alcoxido y asi generar el

enlace O-H en el proceso de reduccion (Figura 0.3d).

HO —MN
- M
HO [ B
oo .
0=Pq-P-0
0@
o]
NADY
DFBA
F
g F
1 n
e
CONH, CONH,
| T L.H
ADP-Rib —N*Y H ADP-Rib —N;
Py ' —
Lys-NHy* N H Lys-NH;*
4 I N ——— 3
0" H-0O f."ll H—II"'"(}:C'\H
4 R
= | =
=N =
Tyr Tyr

Figura 0.3. a) Representacion de una ADH de cadena media (ADH de higado de caballo): en
negro se destaca el cofactor, en rosa el sustrato y en magenta los dtomos de Zn’'. b)
Representacion del sitio activo de dicha ADH, donde puede apreciarse la ubicacion del
cofactor, del Zn’" y su esfera de coordinacion, ademds del sustrato (2°,3 -difluorofenilmetanol).
¢) Representacion de una ADH de cadena corta (ADH de Lactobacillus brevis, LBADH). Puede
apreciarse el homotetramero con los dos iones Mg’" en la zona central (gris) y las cuatro
moléculas de cofactor (negro). d) Rol de la tirosina en el mecanismo de reaccion de una ADH
de cadena corta. Tomado de la referencia 23 (Figuras a, b y d) y del Protein Data Bank (PDB),
estructura INXQ, http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1NXQ (Figura c).

Una de las caracteristicas mas importantes de las ADHs es su gran selectividad
catalizando la cesion del hidruro por una de las estereocaras de la cetona proquiral
cuando es reducida, o de abstraerlo exclusivamente a uno de los dos enantidmeros del

alcohol racémico secundario cuando es oxidado, siendo biocatalizadores muy utiles
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aplicados a la obtencion de alcoholes enantiopuros. La estereoselectividad de estos
enzimas con respecto a la entrada del hidruro por una de las caras de la cetona suele
estar de acuerdo con lo establecido por el Prof. Prelog en 1964.?° Segun dicho
comportamiento estereoquimico las ADHs suelen seguir la llamada ‘regla de Prelog’,
basada en un principio empirico en el que se establecio que las reducciones microbianas
usando células de Curvularia falcata®® transferian el hidruro por la cara re de la cetona

proquiral dando lugar preferentemente al alcohol de configuracién S (Esquema 0.2).>’

Hs, LHr . R
é/CONHZ (ﬁ/CONHz
,I\l cara si cara re ,I\l
ADPR ADPR

Esquema 0.2. Transferencia estereoselectiva del hidruro del NAD(P)H al carbono carbonilico

de una cetona (M: sustituyente de menor tamario; G: sustituyente de mayor tamaiio)

En base a esta definicion comunmente aceptada y aplicada en el campo de la
Biocatalisis, cuando la estereoquimica del alcohol resultante en una bioconversion es de
configuracion S, se dice que la ADH sigue la ‘regla de Prelog’, siendo la alcohol
deshidrogenasa de higado de caballo (HLADH)*® o la alcohol deshidrogenasa de
Rhodococcus ruber (ADH-A)” ejemplos representativos de enzimas con este tipo de
selectividad. En cambio, cuando la configuracion absoluta en el carbono del alcohol
obtenido es R, la transformacion es de tipo ‘anti-Prelog’, como se da en el caso de la
alcohol deshidrogenasa de Lactobacillus kefir (LK-ADH).”® En este sentido, hay que
sefialar que existen en la bibliografia muchos mas ejemplos de ADHs con selectividad
‘Prelog’. Por ello, el descubrimiento de nuevas alcohol deshidrogenasas con actividad
‘anti-Prelog’ conlleva un gran interés. En los ultimos afios se estan descubriendo nuevos

enzimas realizando investigaciones en diferentes organismos que puedan contenerlas, o

V. Prelog, Pure Appl. Chem. 1964, 9, 119-130.

*" El alcohol obtenido sera de configuracion S siempre que el grupo de mayor tamafio unido a la cetona
presente también la prioridad siguiendo las reglas de nomenclatura de Cahn-Ingold-Prelog (CIP).

*T. Fukui, M. H. Zong, T. Kawamoto, A. Tanaka, Appl. Microbiol. Biotechnol. 1992, 38, 209-213.
2K, Edegger, C. C. Gruber, T. M. Poessl, S. R. Wallner, I. Lavandera, K. Faber, F. Nichaus, J. Eck, R.
Oehrlein, A. Hafner, W. Kroutil, Chem. Commun. 2006, 23, 2402-2404.

% A. Weckbecker, W. Hummel, Biocatal. Biotransform. 2006, 24, 380-389.

17



Introduccion

a través de la obtenciéon de nuevas ADHs con mutaciones a partir de los enzimas

naturales.

Un ejemplo representativo a este respecto es el desarrollado por Zhu y
colaboradores, *' los cuales basandose en estudios de modelizacién molecular
consiguieron, con la metodologia por saturacion iterativa, no solo aumentar la actividad
de una alcohol deshidrogenasa, sino invertir su estereopreferencia. Asi, se observo para
la carbonil reductasa de Sporobolomyces salmonicolor (SSCR) que al cambiar el
residuo de glutamina 245 por una histidina, una prolina o una leucina (Q245H, Q245P o
Q245L), se obtuvo un cambio en la estereopreferencia de la biorreduccion de varios
derivados de acetofenona sustituidas en para pasando de ser R-selectiva a S. Otro
ejemplo fue reportado por el grupo de Phillips,** en el cual partiendo de la alcohol
deshidrogenasa de Thermoanaerobacter ethanolicus (TesADH), y realizando una
mutacion en el centro activo del enzima cambiando un residuo de isoleucina por una
alanina (I86A), se consigui6 aumentar el tamafio del hueco pequefio presente en el
centro activo del biocatalizador, con lo que esta nueva ADH no solo fue capaz de
catalizar la formacion de los alcoholes con una preferencia opuesta, sino que también

pudo reducir cetonas con grupos voluminosos a diferencia del enzima natural.

Un factor crucial a tener en cuenta a la hora de planificar una reaccion catalizada
es el medio de reaccion. A pesar de que el medio natural de las oxidorreductasas es el
agua, el uso de estas en disolventes no convencionales como pueden ser los disolventes
organicos, los liquidos idnicos (LIs)>> o los fluidos supercriticos®* es un campo
estudiado y que puede aportar ciertas ventajas a la hora de llevar a cabo Ia
biorreduccion. Asi, se han mostrado ejemplos donde alcohol deshidrogenasas pueden
trabajar en presencia de altos porcentajes de disolventes organicos,” generando
sistemas bifasicos que facilitan la solubilidad de los sustratos hidrofobicos y evitan
problemas de inhibicion del enzima causados por altas concentraciones de sustrato o

producto. También se ha descrito que la adicién de disolventes organicos o liquidos

’I'D. Zhu, Y. Yang, S. Majkowicz, T. H.-Y. Pan, K. Kantardjieff, L. Hua, Org. Lett. 2008, 10, 525-528.

2 M. M. Musa, N. Lott, M. Laivenieks, L. Watanabe, C. Vieille, R. S. Phillips, ChemCatChem. 2009, 1,
89-93.

> M. Eckstein, M. V. Filho, A. Liese, U. Kragl, Chem. Commun. 2004, 1084-1085.

** T. Matsuda, T. Harada, K. Nakamura, Chem. Commun. 2000, 1367-1368.

3p, Fernandes, J. M. S. Cabral, Organic Synthesis with Enzymes in Non-Aqueous Media, Eds. G. Carrea,
S. Riva, Wiley-VCH, 2008, pp. 191-210.
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ionicos puede llegar a mejorar la estabilidad, la actividad e incluso Ia
estereoselectividad del biocatalizador. La alcohol deshidrogenasa ADH-A es capaz de
trabajar en presencia de un 90% (v v'') de hexano,’® e incluso se puede llevar a cabo la
biorreduccién usando el mismo sustrato como disolvente’’ sin necesidad de adicionar

ningun otro utilizando la ADH de Candida parapsilosis.

0.1.5.2. Oxigenasas

Dentro de este grupo de enzimas, aquellos que activan el oxigeno en condiciones
reductoras para su insercion en compuestos organicos pueden clasificarse en
dioxigenasas y monooxigenasas, segin incorporen al sustrato los dos o s6lo uno de los
atomos del oxigeno. En el caso de las monooxigenasas, tras la incorporacion de un
atomo de oxigeno, el otro se convierte en agua en presencia de un donador de protones,
que sera desprendida como subproducto del proceso oxidativo tal como se observa en el

Esquema 0.3.”°

SuH + XHy +O, ———» X + Su-OH + H,0

A

reciclaje del cofactor

Su = sustrato
XH,/X = cofactor reducido/oxidado

Esquema 0.3. Representacion general de una reaccion catalizada por una monooxigenasa

Las monooxigenasas son capaces de catalizar una amplia variedad de procesos
de oxidacion, desde reacciones de hidroxilacion de alcanos y epoxidacion de alquenos,
hasta la oxidaciéon de heterodtomos o la reacciéon de Baeyer-Villiger. Asi, entre los
diferentes tipos destacan las monooxigenasas P450, las no dependientes del grupo

hemo, las dependientes de Cu y las dependientes de flavina. En un principio se creyo

*% G. de Gonzalo, I. Lavandera, K. Faber, W. Kroutil, Org. Lett. 2007, 9, 2163-2166.

37 A. Jakoblinnert, R. Mladenov, A. Paul, F. Sibilla, U. Schwaneberg, M. B. Ansorge-Schumacher, P.
Dominguez de Maria, Chem. Commun. 2011, 47, 12230-12232.

3% (a) V. B. Urlacher, R. D. Schmid, Curr. Opin. Chem. Biol. 2006, 10, 156-161; (b) J. B. van Beilen, W.
A. Duetz, A. Schmid, B. Witholt, Trends. Biotechnol. 2003, 21, 170-177; (c) S. G. Burton, Trends
Biotechnol. 2003, 21, 543-549.
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que todos estos enzimas necesitaban un cofactor para poder actuar, aunque en afios

. . . . . . 39
recientes se han identificado nuevos tipos de monooxigenasas que no lo requieren.

Aunque los mecanismos de reaccion de las distintas monooxigenasas existentes
difieren enormemente dependiendo del subtipo, su modo de activacion es el mismo.
Asi, para activar el oxigeno molecular, las monooxigenasas utilizan como agente
reductor un grupo prostético unido al biocatalizador que puede ser, bien un metal de
transicion (hierro o cobre), o bien un cofactor orgédnico (pterinas o flavinas), que a su
vez es generalmente regenerado por un cofactor de nicotinamida. Las reacciones de
hidroxilacion o epoxidacion estan catalizadas por monooxigenasas dependientes de un
metal como las citocromo P450,* mientras que las monooxigenasas flavoproteinicas en
las que el grupo prostético es una flavina (flavin adenin dinucle6tido, FAD, o flavin
mononucledtido, FMN), intervienen como catalizadores en oxidaciones de

heteroatomos y reacciones de Baeyer-Villiger.*!

Las Baeyer-Villiger monooxigenasas (BVMOs) son un tipo de monooxigenasas
flavoproteinicas capaces de catalizar, entre otras, la oxidacion de Baeyer-Villiger de
forma regio- y/o enantioselectiva en condiciones suaves de reaccion empleando oxigeno

como oxidante inocuo, como se muestra en el Esquema 0.4.

O BVMO
)J\ + O, + H* R2 + H,O
NAD(P)H  NAD(P)*

Esquema 0.4. Reaccion de Baeyer-Villiger catalizada por BVMOs

Las BVMOs son sintetizadas por un gran numero de microorganismos,
fundamentalmente bacterias y hongos. La actividad in vivo de estos enzimas consiste en
la degradacion de hidrocarburos aliciclicos originando productos oxidados inocuos,

aunque también participan en la sintesis de compuestos de interés bioldgico. In vitro

%'S. Fetzner, R. A. Steiner, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2010, 86, 791-804.

40 (a) M. K. Julsing, S. Cornelissen, B. Biihler, A. Schmid, Curr. Opin. Chem. Biol. 2008, 12, 177-186;
(b) J. R. Cashman, Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 338, 599-604; (c) Cytochrome P450:
Structure, Mechanism and Biochemistry, Ed. P. R. Ortiz de Montellano, Kluwer Academic/Plenum,
Nueva York, 2005.

*I'W. J. H. van Berkel, N. M. Kamerbeek, M. W. Fraaije, J. Biotechnol. 2006, 124, 670-689.
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han demostrado ser biocatalizadores tremendamente versatiles, ya que no sdlo catalizan
de forma selectiva la oxidacion nucleofilica de grupos carbonilo y de compuestos de
boro, sino también la epoxidacion de ciertos alquenos, y la oxidacion electrofilica de

. , s : . 42
diferentes heterodtomos tales como azufre, nitrégeno, selenio y fosforo.

El primer indicio de la existencia natural de Baeyer-Villiger monooxigenasas
data de 1948 y consistid en la biotransformacion (via oxidacion de Baeyer-Villiger) de
esteroides (progesterona y colesterol) por diversos hongos.” En 1965, la primera
BVMO fue purificada de una Pseudomonas sp.** En las tltimas décadas otras muchas
BVMOs han sido purificadas y caracterizadas, revelando la existencia de distintas

clases, que pueden ser basicamente englobadas dentro de los tipos denominados I y I1.*

Mientras que para las de tipo II no se conoce una secuencia caracteristica, la
mayoria de las BVMOs conocidas pertenecen al tipo 1. Estos enzimas estan compuestos
por un solo polipéptido de unos 500 aminodcidos, contienen FAD como grupo
prostético y usan casi siempre NADPH como donador de electrones.*” Estas
monooxigenasas poseen una secuencia comun caracteristica (GXGXXG), localizada
cerca del extremo N-terminal, que representa el sitio de union al FAD. Como ejemplos

mas representativos podemos mencionar la ciclohexanona monooxigenasa (CHMO) de

2 (a) M. D. Mihovilovic, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Groger, O. May,
3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 1439-1485; (b) K. Balke, M. Kadow, H. Mallin, S. Sass, U. T.
Bornscheuer, Org. Biomol. Chem. 2012, 10, 6249-6265; (c) H. Leisch, K. Morley, P. C. K. Lau, Chem.
Rev. 2011, 111, 4165-4222; (d) G. de Gonzalo, M. D. Mihovilovic, M. W. Fraaije, ChemBioChem 2010,
11,2208-2231; (e) V. Alphand, R. Wohlgemuth, Curr. Org. Chem. 2010, 14, 1928-1965; (f) M. M.
Kayser, Tetrahedron 2009, 65, 947-974; (g) D. E. Torres-Pazmifio, M. W. Fraaije, en Future Directions
in Biocatalysis, Ed. T. Matsuda, Elsevier, Dordecht, 2007, pp. 107-127° (h) M. D. Mihovilovic, Curr.

Org. Chem. 2006, 10, 1265-1287; (i) N. M. Kamerbeek, D. B. Janssen, W. J. H. van Berkel, M. W.
Fraaije, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 667-678.

* G. E. Turfitt, Biochem. J. 1948, 42, 376-383.

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

* Para algin ejemplo reciente de nuevas BVMOs, ver: (a) A. Riebel, G. de Gonzalo, M. W. Fraaije, J.
Mol. Catal. B: Enzym. 2013, 88, 20-25; (b) A. Willetts, I. Joint, J. A. Gilbert, W. Trimble, M. Muehling,
Microb. Biotechnol. 2012, 5, 549-559; (c) A. Riebel, H. M. Dudek, G. de Gonzalo, P. Stepniak, L.
Rychlewski, M. W. Fraaije, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2012, 95, 1479-1489; (d) C. N. Jensen, J.
Cartwright, J. Ward, S. Hart, J. P. Turkenburg, S. T. Ali, M. J. Allen, G. Grogan, ChemBioChem 2012,
13, 872-878; (e) C. Szolkowy, L. D. Eltis, N. C. Bruce, G. Grogan, ChemBioChem 2009, 10, 1208-1217,
(f) D. V. Rial, P. Cernuchova, J. B. van Beilen, M. D. Mihovilovic, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2008, 50,
61-68; (g) A. Volker, A. Kirschner, U. T. Bornscheuer, J. Altenbuchner, Appl. Microbiol. Biotechnol.
2008, 77, 1251-1260.
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Acinetobacter sp. NCIMB 9871* y la 4-hidroxiacetofenona monooxigenasa (HAPMO)

4
de Pseudomonas fluorescens ACB.*

La investigacion del mecanismo de oxidacion de la CHMO fue publicada
originalmente por Walsh en 1982* y corroborada posteriormente por Massey en 2001.

Este ciclo catalitico se resume en el Esquema 0.5.**

FADH; FADHOO® FADHOOH
Ry " R
N_ _N__O 0, Ij:N /N\’&O H* j@:N /N\(O
e
j@[ | \H T N NH g N NH
N HO % HO G
0 Og HO
. \ /
. - oxidacion electrofilica
oxidacion nucleofilica
""""""""""""""""""""""""" ! Ri*.R, !
R1\H/R2 j)\ P Risg-Re 1§ 2
: Ri. b o) :
NADP* ; 0 "0 CR, _—
: R : :Rs‘Se/R4 = Reg e
H —/\ * 3 i ' 1 E
NADPH + H* E Ra ] E © :
! Lo © !
1 O | H RS\N RG R O®R !
_ YARON i 5. a2 |
Ra=B(OM, BOH:, | | R A
--------------------------------------- - E R7 H
R R
L e NG
- NH h NH
N -H,O N
H OH
0 0
FAD FADHOH

Esquema 0.5. Mecanismo catalitico de las BVMOs de tipo 1

El grupo prostético FAD, que esta en su forma oxidada y unido fuertemente al
enzima (aunque no de manera covalente), es reducido por el cofactor NADPH a
FADH,, generandose al mismo tiempo la especie oxidada NADP'. El FADH, reacciona
con el oxigeno atmosférico para formar el intermedio perdxido (FADHOQO"), que serd la
especie activa en las oxidaciones nucleofilicas, o bien se protona (FADHOOH) para

actuar como oxidante electrofilo. Cuando reacciona con una cetona, la peroxiflavina

% C. C. Ryerson, D. P. Ballou, C. T. Walsh, Biochemistry 1982, 21, 2644-2655.

*7(a) N. M. Kamerbeek, A. J. J. Olsthoorn, M. W. Fraaije, D. B. Janssen, Appl. Environ. Microbiol. 2003,
69, 419-426; (b) N. M. Kamerbeek, M. J. H. Moonen, J. G. M. van der Ven, W. J. H. van Berkel, M. W.
Fraaije, D. B. Janssen, Eur. J. Biochem. 2001, 268, 2547-2557.

*(a) S. Yamabe, S. Yamazaki, J. Org. Chem. 2007, 72, 3031-3041; (b) D. Sheng, D. P. Ballou, V.
Massey, Biochemistry 2001, 40, 1156-1167.
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ataca al grupo carbonilo del sustrato para formar el intermedio tetraédrico de Criegee.
Por ultimo, se libera el producto de la oxidacion y el ciclo catalitico se completa con la
eliminaciéon de una molécula de agua, generandose de nuevo el FAD en su forma

oxidada.

0.1.5.3. Cofactores en enzimas redox. Estrategias de regeneracion

Un cofactor es una molécula no proteica o ion necesario en el centro activo de
un enzima para que este pueda llevar a cabo la actividad catalitica. Este puede ser de
origen orgénico (pterina, flavina, nicotinamida) o inorganico (Cu, Fe, Zn). Asimismo,
puede estar unido covalentemente o enlazado fuertemente al biocatalizador formando
parte del centro activo (grupo prostético), o difundir libremente uniéndose de manera no

permanente al sitio activo del enzima, llamandose en este caso coenzima.

En las aplicaciones a gran escala de los procesos biocataliticos dependientes de
un cofactor, la regeneracion de este Ultimo no es un asunto trivial y merece una
consideracion especial. Los cofactores de nicotinamida (Figura 0.4a) o de flavina
(Figura 0.4b) son necesarios en las reacciones catalizadas por los enzimas de tipo redox
actuando como agente de transferencia de electrones tanto en su forma reducida como
en la oxidada [NAD(P)H / NAD(P)" o FADH, / FAD]. Especialmente las especies
reducidas resultan demasiado costosas como para poder ser utilizadas en cantidades
estequiométricas, ademds de los problemas asociados de inhibicion enzimatica que
pueden derivarse en estos casos. Por consiguiente, la regeneracion de cantidades
cataliticas del cofactor mediante metodologias cuasi-irreversibles es una manera
apropiada de desplazar el equilibrio en reacciones termodindmicamente desfavorecidas

. . T 21b,49
hacia los productos deseados ademas de disminuir los costes del proceso.” ™

* Revisiones recientes: (a) H. Wu, C. Tian, X. Song, C. Liu, D. Yang, Z. Jiang, Green Chem. 2013, 15,
1773-1789; (b) C. Rodriguez, I. Lavandera, V. Gotor, Curr. Org. Chem. 2012, 16, 2525-2541; (c) A.
Weckbecker, H. Groger, W. Hummel, Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 2010, 120, 195-242.
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OH OX OH OX

NAD* / NADH: X=H

a) NADP* / NADPH: X=P052 b) flavin adenin dinucleétido (FAD)

Figura 0.4. Algunos cofactores comunes en procesos redox

Probablemente la estrategia mds utilizada hasta ahora para llevar a cabo el
reciclaje del cofactor de nicotinamida en procesos redox es la denominada del ‘enzima
acoplado’ (“coupled-enzyme”), en la cual un segundo enzima cataliza una reaccion muy
favorecida termodindmicamente sobre un cosustrato regenerando de nuevo el cofactor a

su estado redox original (Esquema 0.6).

enzima
sustrato /REDO<\ > producto
NAD(P)H NAD(P)*
N /
enzima
acoplado

Esquema 0.6. Sistema de regeneracion del cofactor utilizando un enzima acoplado

Para regenerar la forma reducida del cofactor, debido a la facil accesibilidad de
los azucares glucosa y glucosa-6-fosfato, se han utilizado ampliamente como
cosustratos junto con la glucosa deshidrogenasa (GDH) de Bacillus subtilis® o la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de Bacillus stearothermophilus o de
Leuconostoc mesenteroides,”’ respectivamente. Sales de formiato han sido también

empleadas como cosustratos dado que el producto de oxidacion es el CO; y por lo tanto

M. Kataoka, K. Kita, M. Wada, Y. Yashoara, J. Hasegawa, S. Shimizu, Appl. Microbiol. Biotechnol.
2003, 62, 437-445.
1 C.-H. Wong, G. M. Whitesides, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 4890-4899.
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puede eliminarse facilmente del medio de reaccion. Para tal fin se emplea normalmente
la formiato deshidrogenasa (FDH) de Candida boidinii’* que las oxida a expensas de la
reduccion del NAD'. Puesto que estos procesos se encuentran muy favorecidos
termodindmicamente, no es necesario emplear grandes cantidades del cosustrato para
desplazar el equilibrio hacia los productos deseados. Para regenerar el cofactor en su
forma oxidada, hay que destacar que aunque la estabilidad de estos coenzimas es mucho
mayor que la de los reducidos, no se disponen de tantas variantes eficaces. Entre otras,
se puede destacar el empleo de la L-lactato deshidrogenasa que cataliza la reduccion del
acido piravico o glioxalico para formar 4cido L-lactico o glicdlico a expensas de oxidar
NADH,” la glutamato deshidrogenasa que realiza la aminacion reductiva del acido a-
cetoglutarico usando NAD(P)H,> o las NAD(P)H oxidasas, que son capaces de
regenerar la forma oxidada del cofactor utilizando simplemente O, molecular y

;. c 1 55
generando agua o perdxido de hidrégeno como subproducto.

Otra estrategia desarrollada ha sido la utilizacion de otro alcohol o derivado
carbonilico barato y facilmente accesible (cosustrato) como fuente de hidrégeno para
reciclar el cofactor empledndose solamente un biocatalizador (Esquema 0.7). Esta
metodologia se utiliza en procesos catalizados por ADHs y se denomina del ‘sustrato
acoplado’ (“coupled-substrate”).”® El mismo enzima que lleva a cabo la reaccion
enzimatica sobre el sustrato de interés, también reacciona con el cosustrato, con lo que
no es necesario el uso de un segundo biocatalizador. Puesto que tanto la oxidacion como
la reduccion presentan un cardcter reversible, para desplazar el equilibrio hacia la
formacion del producto de interés se necesita un gran exceso molar del cosustrato, con
lo que se suele utilizar un derivado facilmente accesible (generalmente 2-propanol o

acetona).

> (a) A. S. Bommarius, M. Schwarm, K. Drauz, J. Mol. Catal. B: Enzym. 1998, 5, 1-11; (b) A. S.
Bommarius, K. Drauz, W. Hummel, M. R. Kula, C. Wandrey, Biocatalysis 1994, 10, 37-47.

> H. K. Chenault, G. M. Whitesides, Bioorg. Chem. 1989, 17, 400-409.

>*H. K. Chenault, G. M. Whitesides, Appl. Biochem. Biotechnol. 1987, 14, 147-197.

> B. R. Riebel, P. R. Gibbs, W. B. Wellborn, A. S. Bommarius, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 707-712.
% J. Grunwald, B. Wirz, M. P. Scollar, A. M. Klibanov, J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 6732-6734.
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()~ ==
(

enzima
NAD(P)H \Repox ) NAD(P)*

‘\/;

Esquema 0.7. Sistema de regeneracion utilizando un cosustrato acoplado con un enzima redox

Recientemente se han descrito algunas estrategias que hacen uso de cosustratos
con los que se obtienen procesos cuasi-irreversibles. Asi, empleando cetonas con un
grupo electronegativo (por ej., un haldgeno) en posicion o al grupo carbonilo,”’ puesto
que su biorreduccion con ADHs estd muy favorecida termodinamicamente, el proceso
global también transcurre de manera muy favorable (Esquema 0.8). Se ha postulado que
este hecho podria ser debido a la formacion de un puente de hidrogeno intramolecular
entre el residuo hidroxilo formado y el grupo electronegativo (GEN), lo que brindaria
una estabilidad adicional al alcohol formado y por lo tanto el potencial redox seria

demasiado elevado para conseguir la reoxidacion catalizada por la ADH.®

NAD(P)* NAD(P)H
O/H‘ v

(0]
R)\/\GEN ~ cuasi-irreversible R3)J\/GEN
3

GEN: CI, F, OMe

Esquema 0.8. Proceso de oxidacion cuasi-irreversible de alcoholes secundarios con ADHs

mediante la estrategia del ‘sustrato acoplado’

De esta forma ya no es necesario usar un gran exceso del cosustrato para
desplazar el equilibrio hacia la formacion de los productos de interés. Asi, en teoria, con

un solo equivalente de la cetona a-sustituida por cada equivalente del alcohol seria

371. Lavandera, A. Kern, V. Resch, B. Ferreira-Silva, A. Glieder, W. M. F. Fabian, S. de Wildeman, W.
Kroutil, Org. Lett. 2008, 10, 2155-2158.

BE R Bisogno, E. Garcia-Urdiales, H. Valdés, 1. Lavandera, W. Kroutil, D. Suarez, V. Gotor, Chem.

Eur. J. 2010, 16, 11012-11019.
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posible lograr la oxidacion total del mismo (siempre y cuando el biocatalizador no sea
selectivo y sea capaz de oxidar ambos enantidmeros). Asimismo, se ha descrito
recientemente la version opuesta en la cual se emplea un cosustrato que hace que la
reduccién de una serie de aldehidos ocurra de manera cuasi-irreversible.”” En este caso
se emplea 1,4-butanodiol como cosustrato el cual, cuando es oxidado, forma un
intermedio hidroxialdehido que cicla espontaneamente en el medio de reaccion dando
lugar a un hemiacetal que de nuevo puede ser oxidado por la ADH dando lugar a una
lactona (y-butirolactona). En teoria, 1 mol de este diol podria ser usado para reducir 2
moles del compuesto carbonilico de interés. Estos procesos ofrecen una nueva
perspectiva ya que brindan la posibilidad de disefiar sistemas enzimaticos
interconectados que presenten una mayor eficacia en cuanto a los recursos empleados

. , 60 ’ , 61
referidos tanto a su ‘economia redox’”” como a su ‘economia de atomos’.

En los ultimos afios se estan desarrollando nuevas metodologias para realizar la
regeneracion de los cofactores de nicotinamida o flavina en condiciones que sean
medioambientalmente benignas.**** Asi, de entre todos los sistemas se pueden destacar
los electroquimicos y los (foto)quimicos. Sin lugar a dudas los més sencillos y menos
costosos son los que hacen uso de un electrodo para transferir o aceptar los electrones
del cofactor puesto que no requieren ni de un segundo enzima ni de ninglin cosustrato.
Sin embargo, hasta ahora estos métodos se han mostrado poco efectivos debido a los
problemas derivados de los sobrepotenciales observados, ademés de la obtencion de
reacciones no deseadas como la dimerizacion del cofactor o la desactivacion del
electrodo por deposiciones inespecificas, aunque se siguen realizando avances al
respecto.”” Ademas, ya se han mostrado algunos ejemplos en los que el empleo de la
energia luminica puede resultar relativamente efectivo para la regeneracion del cofactor

de nicotinamida.®*

%%'S. Kara, D. Spickermann, J. H. Schrittwieser, C. Leggewie, W. J. H. van Berkel, I. W. C. E. Arends, F.
Hollmann, Green Chem. 2013, 15, 330-335.

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

%1 (a) R. A. Sheldon, Pure Appl. Chem. 2000, 72, 1233-1246; (b) B. M. Trost, Science 1991, 254, 1471-
1477.

62 (a) F. Hollmann, 1. W. C. E. Arends, K. Buehler, ChemCatChem 2010, 2, 762-782; (b) C. Kohlmann,
W. Mirkle, S. Liitz, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2008, 51, 57-72; (c) F. Hollmann, K. Hofstetter, A. Schmid,
Trends Biotechnol. 2006, 24, 163-171.

F. Hildebrand, S. Liitz, Chem. Eur. J. 2009, 15, 4998-5001.

64 (a) S. Gargiulo, I. W. C. E. Arends, F. Hollmann, ChemCatChem 2011, 3, 338-342; (b) A. Taglieber, F.
Schulz, F. Hollmann, M. Rusek, M. T. Reetz, ChemBioChem 2008, 9, 565-572.
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0.1.6. Transferasas

Este tipo de biocatalizadores se engloban en el segundo grupo de enzimas
(EC.2), y suelen ser herramientas muy versatiles aplicadas con fines sintéticos debido a
que son capaces de llevar a cabo reacciones dificiles de conseguir mediante métodos
quimicos convencionales como son la transferencia de grupos funcionales entre dos
sustratos (uno actua como agente donador y otro como aceptor del grupo funcional).
Entre ellas se encuadran enzimas como las metiltransferasas, las quinasas, o las cada

vez mas importantes transaminasas.
0.1.6.1. Transaminasas (TAs)

Las transaminasas, también denominadas aminotransferasas (ATs), se engloban
dentro del grupo de las transferasas (EC 2.6.1.x) y son probablemente los enzimas mas
importantes en la sintesis y degradacion de aminas y aminoacidos quirales en la
naturaleza. ® Estos biocatalizadores se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza (tanto en animales como en plantas), ya que son una parte crucial en las rutas
metabolicas de los organismos.®® La reaccion que llevan a cabo (Esquema 0.9) es la
transferencia reversible de un grupo amino desde un compuesto que actua como
donador de amino (generalmente un a-aminodcido) al carbono carbonilico del aceptor
de amino (pueden ser cetoacidos, cetonas o aldehidos) utilizando piridoxal 5’-fosfato

(PLP) como cofactor.

O NHz

transaminasa

R R2
aceptor de amino / \\ producto
de aminacion

NH,
R )\R4 Ry R4
. coproducto
donador de amino carbonilico

Esquema 0.9. Principio de transaminacion catalizado por una transaminasa

% M. Hohne, U. T. Bornscheuer, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Gréger, O.
May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 779-820.
% J Moore, R. Langley, Biochemistry for Dummies, John Wiley & Sons, Hoboken, 2008.
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La primera evidencia de la existencia de un enzima capaz de llevar a cabo
reacciones de transaminacion fue publicada por Needham en 1930, quien observo una
relacioén entre las concentraciones de 4cido L-glutdmico, 4cido L-aspartico y el acido
oxalacético en el musculo de una paloma.’” Desde entonces numerosas transaminasas
han sido descubiertas y caracterizadas con la capacidad de catalizar la transaminacion

de aminas primarias o B-aminodcidos, entre otros.

En funcidn de su especificidad de sustrato estos enzimas se han clasificado hasta
en tres grupos (Esquema 0.10): las o-transaminasas (a-TAs), las ®-aminoacido
transaminasas (®w-TAs) y las amino transaminasas (ATAs). La diferencia entre ellas
reside en la presencia y posicion de un grupo con carga electronegativa (generalmente
un carboxilato) con respecto al grupo amino que es transferido en los sustratos
donadores de amino. Las del primer grupo s6lo aceptan sustratos que posean en su
estructura un grupo carboxilico en posicion a al grupo amino. Un buen ejemplo es la
aspartato transaminasa, la cual estd involucrada en el metabolismo de aminoécidos
proteinogénicos. Este tipo de enzimas son capaces de realizar la sintesis de aminoacidos
no naturales (no proteinogénicos o de configuracion D). El segundo grupo, el mas
reducido, transfiere grupos amino terminales unidos a carbonos primarios separados al
menos en un carbono del grupo carboxilico. La transaminacion del grupo g-amino de la
lisina o la conversion de la f-alanina o el y-aminobutirato son ejemplos tipicos de estas
transaminasas. El hecho de que el 4&tomo de carbono al cual esta unido el grupo amino
sea aquiral, limita el interés de estos enzimas aplicados con fines sintéticos. Por tltimo,
el tercer grupo engloba a biocatalizadores que son capaces de aceptar sustratos carentes
de grupo carboxilico (como por ejemplo cetonas o aldehidos) con lo que ofrecen la
posibilidad de generar aminas quirales, siendo en los ultimos afios una herramienta
versatil aplicadas en sintesis organica.’® En este punto hay que resefiar que también en
muchas ocasiones a este grupo de enzimas se las ha denotado como ®-TAs puesto que

son capaces de convertir - u ®w-aminoacidos.

7 D. M. Needham, Biochem. J. 1930, 24, 208-227.

6% Revisiones recientes: (a) M. S. Malik, E.-S. Park, J.-S. Shin, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2012, 94,
1163-1171; (b) S. Mathew, H. Yun, ACS Catal. 2012, 2, 993-1001; (c) D. Koszelewski, K. Tauber, K.
Faber, W. Kroutil, Trends Biotechnol. 2010, 28, 324-332; (d) H. C. Hailes, P. A. Dalby, G. J. Lye, F.
Baganz, M. Micheletti, N. Szita, J. M. Ward, Curr. Org. Chem. 2010, 14, 1883-1893; (¢) D. Zhu, L. Hua,
Biotechnol. J. 2009, 4, 1420-1431; (f) M. Hohne, U. T. Bornscheuer, ChemCatChem 2009, 1, 42-51.
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[ tipo de transaminasas en funcién del sustrato J

o-TA w-aminoacidoTA aminaTA
NH> NH,

R
R1)\COOH HOOC)\(VTJ\IH2 R3)\ R,

R3: COOH, alquilo, arilo
R4: H, CH3’ 02H5’ CHon

sustrato
donador de amino

R4: cadena lateral de aminoacido R,: NHR o H

sustrato modelo

aceptor de amino a-cetoglutarato a-cetoglutarato piruvato

Esquema 0.10. Clasificacion de las transaminasas en funcion de la estructura del sustrato

donador de amino

En comparacion con las a-TAs y las w-aminoacido TAs, las ATAs suelen usar
piruvato como agente aceptor del grupo amino, mientras que los otros dos grupos usan
a-cetoglutarato como aceptor mas adecuado. Otra diferencia destacada se encuentra en
el equilibrio de la reaccion, ya que mientras que en las reacciones de transaminacion
catalizadas por las a-TAs el equilibrio termodinamico se mantiene cercano a la unidad,
en el caso de las ATAs, estd fuertemente favorecido hacia la produccion de la alanina,
con lo que si se desea sintetizar una amina a partir de un compuesto carbonilico, se
requieren metodologias especiales para poder desplazar el equilibrio. De hecho, para el
caso de realizar la resolucion cinética de una amina racémica empleando piruvato como
aceptor de amino, solo se necesita un equivalente para llevar a cabo dicha
transformacion, mientras que para el caso contrario se necesita un gran exceso molar de

alanina como donador de amino.*’

El mecanismo de la reaccion de transaminacion se ha dilucidado y estudiado en
detalle en el caso de la aspartato aminotransferasa.”’ El cofactor piridoxal 5°-fosfato es
el encargado de transferir el grupo amino desde el sustrato donador de amino hasta el

carbonilo que actia como aceptor. Asi, en un principio, el PLP se encuentra enlazado al

%9 J.-S. Shin, B.-G. Kim, Biotechnol. Bioeng. 1999, 65,206-211.
7 (a) H. Mizuguchi, H. Hayashi, K. Okada, I. Miyahara, K. Hirotsu, H. Kagamiyama, Biochemistry 2001,
40, 353-360; (b) J. M. Goldberg, J. F. Kirsch, Biochemistry 1996, 35, 5280-5291.
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grupo g-amino de la lisina en el centro activo del enzima mediante un enlace iminico

reversible y estd activado por un grupo aspartato o glutamato (Esquema 0.11).

Pl
Lys K OH o
(\/\g NH, \Hk
OH
H_ N H |
H N
OH
z OH
O3PO/\E\%/\ 2-03PO 2_03PO | O
= N
I Lys-NH, N
5 "
° ] aldimina cetimina
f Asp / Glu externa o o

aldimina \ﬂ)J\OH
interna

RiRe Ry Rz
H D ——.—.——,————,,—,— b "
NH, o Hy_NH,
Lys-NH,

H
H 204P0 | ~©
R1\T/R2 Ri_Ro @z
H | N
HN H& N H
OH == OH iridoxamina
2:0,P0 X N P
| @ | D HZO
| N
4 H
aldimina cetimina

externa

Esquema 0.11. Mecanismo de transaminacion catalitico en el centro activo de una

transaminasa

El mecanismo, totalmente reversible, puede dividirse en dos pasos. En un primer
lugar el PLP, que se encuentra unido al centro activo del enzima, se une al donador de
amino (L-alanina en el Esquema 0.11) generando una aldimina que por isomerizacion
del doble enlace da lugar a una cetimina que posteriormente se hidroliza obteniéndose la
especie piridoxamina (PMP) y é4cido pirtvico como subproducto. En el segundo paso,
de nuevo formando enlaces iminicos, la PMP reacciona con el carbonilo, de por ejemplo
una cetona que actua como agente aceptor, formandose la cetimina que posteriormente
isomerizard a una aldimina externa, que por reccién con la lisina del centro activo
permite obtener el producto de transaminacion con un centro quiral creado regenerando

a su vez el cofactor PLP que se podra incorporar de nuevo a otro ciclo catalitico.

31



Introduccion

0.1.6.2. Sistemas de regeneracion del cofactor y desplazamiento del equilibrio

en reacciones de transaminacion

En los ultimos afos las transaminasas han sido utilizadas como biocatalizadores
para la produccion de una amplia familia de aminas y aminoacidos.”® Como se ha
mostrado en el mecanismo, el cofactor piridoxal 5’-fosfato (necesario en una
concentracion entorno a 50-100 puM) es el responsable, a través de la especie
piridoxamina generada, de transferir el grupo amino al sustrato carbonilico para

regenerar el PLP actuando asi de manera catalitica (Figura 0.5).

piridoxal 5'-fosfato (PLP)

Figura 0.5. Cofactor necesario en las reacciones de transaminacion

Desde un punto de vista sintético, estos enzimas pueden catalizar la resolucion
cinética de una mezcla racémica de una amina dando lugar, en el mejor de los casos, a
un 50% de un compuesto carbonilico junto con otro 50% de la amina enantiopura, o la
aminacion asimétrica de un compuesto carbonilico. Generalmente, siempre y cuando el
sustrato carbonilico de partida sea facilmente accesible, la ruta que se suele utilizar es la
aminacion asimétrica ya que en este caso el rendimiento méaximo teoérico del producto es
del 100%. Sin embargo, en el caso de las ATAs, y debido a que el equilibrio de la
reaccion estd favorecido hacia la formacion de la alanina que actia como donador de
amino, es necesario utilizar un sistema adicional para desplazar el equilibrio hacia la

formacion de la amina deseada.

El donador de amino natural de este tipo de enzimas es la alanina, la cual una
vez donado el grupo amino, se transforma en 4acido piruvico. Una metodologia
comunmente utilizada para evitar la reversibilidad del proceso y aumentar la conversion
de la reaccion es la eliminacion de dicho coproducto (en este caso el piruvato). Para
llevar a cabo este proceso se han desarrollado varias alternativas enzimaticas que se

comentaran a continuacion (Esquema 0.12).
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La utilizacién de la lactato deshidrogenasa (LDH)>® simultdaneamente junto con
la transaminasa, consigue reducir el piruvato formado a lactato desplazando el
equilibrio hacia el producto deseado.”” Para poder usar esta metodologia es necesaria
también la adicion de un cofactor pirimidinico [NAD(P)H] y de un sistema de
regeneracion del tipo del enzima acoplado para regenerarlo. Los biocatalizadores mas
comunmente utilizados son la GDH y glucosa como sustrato o la FDH junto con el

formiato de amonio.

> CH3CHO + CO, 4

¥

NAD(P)*  NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H

NN

sistema de regeneracion| | sistema de regeneracion
del cofactor del cofactor

Esquema 0.12. Metodologias enzimaticas para desplazar el equilibrio mediante la eliminacion
del piruvato. AADH: aminodcido deshidrogenasa, PDC: piruvato descarboxilasa, LDH: lactato

deshidrogenasa

Otra técnica de eliminacion del piruvato se basa en la utilizacion de una piruvato
descarboxilasa (PDC),”" la cual genera como subproductos acetaldehido y CO,. Esta es
una reacciéon mas simple ya que tan solo necesita la adicion de un enzima y no es
necesaria la presencia de NADH, ademas la reaccion estd desplazada hacia la formacion
de los productos de manera cuasi-irreversible al generarse dioxido de carbono. El
inconveniente que posee es que se necesita un mayor exceso de agente donador de
amino ya que algunas transaminasas son capaces de reaccionar con el acetaldehido

. . :r 2
formado generando etilamina como subproducto de la reaccién.’

"(a) K. C. Raj, L. A. Talarico, L. O. Ingram, J. A. Maupin-Furlow, Appl. Environ. Microbiol. 2002, 68,
2869-2876; (b) G. Goetz, P. Iwan, B. Hauer, M. Breuer, M. Pohl, Biotechnol. Bioeng. 2001, 74, 317-325.
> M. Hohne, S. Kiihl, K. Robins, U. T. Bornscheuer, ChemBioChem 2008, 9, 363-365.
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Mientras que la utilizacién de los enzimas ya citados implica una presencia (al
menos) equimolar de la alanina con respecto al sustrato, la utilizacion de una
aminoacido deshidrogenasa (AADH) como la alanina deshidrogenasa conlleva el
reciclaje de la alanina usando una sal inorganica de amonio como fuente de nitrogeno,
consiguiéndose de esta manera que su adiciéon a la reaccion pueda ser de manera
catalitica, evitdindose asi posibles problemas de inhibicion debido a altas
concentraciones de la alanina. Esta metodologia también requiere de la presencia de un

cofactor como el NADH con su respectivo sistema de regeneracion.””

A pesar de que el sustrato mas utilizado como donador de amino con las ATAs
es la alanina debido a que es su sustrato natural, gracias a los avances en Biologia
Molecular se han desarrollado transaminasas mas estables y con un abanico mayor de
sustratos aceptando por lo tanto diferentes aminas como donadores. Entre ellas, una de
las mas utilizadas debido a su facil accesibilidad y bajo precio es la isopropilamina
(Esquema 0.13). En este caso el subproducto generado es la acetona, la cual puede ser
eliminada del medio mediante evaporacién ’* debido a su punto de ebullicion
relativamente bajo, siempre y cuando los sustratos y/o productos formados no sean
volatiles. Sino es factible la evaporacion de la acetona formada, hay que utilizar un gran
exceso (entorno a 50 equivalentes con respecto al sustrato), del donador de amino,
forzando asi la reaccion a desplazarse hacia la formacion del producto deseado. El
inconveniente de esta técnica es el posible problema de inhibicion causado por las altas

concentraciones de la isopropilamina adicionada.

R1)]\ R> /\ R1A\ R,

cetona NH, o amina

exceso de )\ )J\ % evaporacion

donador de amino

Esquema 0.13. Empleo de isopropilamina como agente donador de amino en procesos de

transaminacion

" D. Koszelewski, 1. Lavandera, D. Clay, G. M. Guebitz, D. Rozzell, W. Kroutil, Angew. Chem. Int. Ed.
2008, 47, 9337-9340.
" G. Matcham, M. Bhatia, W. Lang, C. Lewis, R. Nelson, A. Wang, W. Wu, Chimia 1999, 53, 584-589.
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Una estrategia elegante para desplazar el equilibrio es la utilizacion del producto
generado como sustrato de una segunda reaccion cuasi-irreversible, o bien obtener un
intermedio inestable que evolucione hacia la formacion de otra especie de manera muy
favorecida termodindmicamente. Ejemplos recientes de ello son la formacion de
lactamas a partir de &-cetoésteres (Esquema 0.14),” ya que tras la reaccion de
transaminacion, el aminoéster generado es inestable ciclando intramolecularmente de
manera espontanea formandose las lactamas quirales de manera cuantitativa. Otro
sistema recientemente descrito es la formacion de iminas ciclicas a partir de 1,5-

. 6
dicetonas.’

)J\/\)J\o/\ /‘7\‘ ),\/\)J\O/\ T’ o N

NH 5 EtOH H
5-oxohexanoato de etilo )\2 )J\ 5-aminohexanoato de etilo 6-metil-2-piperidona

Esquema 0.14. Desplazamiento del equilibrio por ciclacion intramolecular del producto

obtenido en la reaccion de aminacion

El desarrollo de estas metodologias estd abocado al disefio de sistemas
autosuficientes mas practicos para su posterior aplicacion en la sintesis asimétrica de
aminas a escala industrial. La obtencion de células enteras capaces de sobreexpresar la
transaminasa conjuntamente con el enzima utilizado para la eliminacién del piruvato y
un tercer biocatalizador para realizar el reciclado del NADH, o el desarrollo de
transaminasas mas robustas y capaces de aceptar aminas comerciales y baratas como
cosustratos son dos ejemplos de la linea ha seguir en este sentido. Todo esto ha

conllevado un mayor desarrollo en procesos catalizados por TAs a nivel industrial.”’

0.1.7. Hidrolasas

Estos biocatalizadores, encargados de llevar a cabo la hidrolisis o formacion de

derivados de 4acido carboxilico, son los enzimas mdas utilizados en procesos

" M. D. Truppo, J. D. Rozzell, N. J. Turner, Org. Process Res. Dev. 2010, 14, 234-237.

® (a) R. C. Simon, F. Zepeck, W. Kroutil, Chem. Eur. J. 2013, 19, 2859-2865; (b) R. C. Simon, B.
Grischek, F. Zepeck, A. Steinreiber, F. Belaj, W. Kroutil, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 6713-6716.
TC.K. Savile, J. M. Janey, E. C. Mundorff, J. C. Moore, S. Tam, W. R. Jarvis, J. C. Colbeck, A.
Krebber, F. J. Fleitz, J. Brands, P. N. Devine, G. W. Huisman, G. J. Hughes, Science 2010, 329, 305-309.
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biocataliticos a nivel industrial. Esto es debido a que por lo general poseen una gran
estabilidad, pueden ser inmovilizados sobre diferentes soportes (con lo que se pueden
reutilizar durante varios ciclos de reaccion), pueden trabajar tanto en medios acuosos
como organicos y ademds no necesitan cofactores para llevar a cabo la catélisis
abaratando los costes finales del proceso. Ademas son sin lugar a dudas los
biocatalizadores mas facilmente accesibles de manera comercial. Los enzimas
hidroliticos son los que mayor versatilidad han mostrado en sintesis organica’® debido a
que la mayor parte de ellos muestran una gran actividad en disolventes no acuosos,
siendo necesaria una pequefia proporcion de agua para tener actividad, la que

comunmente se ha denominado como ‘capa esencial de agua’.

0.1.7.1. Lipasas

Dentro de la familia de las hidrolasas se encuentran las lipasas, que pertenecen al
subgrupo de las triacilglicerol hidrolasas siendo su funcion natural catalizar la hidrélisis
de lipidos y acidos grasos. Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en
bacterias, hongos, plantas y animales, y se diferencian del resto de hidrolasas por el gran
incremento en su actividad catalitica cuando estdn en una interfase agua/lipido. Este
fenomeno es conocido como activacién interfacial.”” Las lipasas han sido aplicadas con
éxito en la preparacion de detergentes, alimentos y productos de alto valor afiadido.®
Esto se debe, principalmente, a que cuando se utilizan en medios orgénicos, su
nucleofilo natural (el agua) puede ser reemplazado por otros como son los alcoholes,
peréxidos, amoniaco, aminas, hidracinas o tioles (Esquema 0.15).* Estos catalizadores

muestran una gran quimio-, regio- y/o estereoselectividad en los procesos que catalizan,

" U. T. Bornscheuer, R. J. Kazlauskas, Hydrolases in Organic Synthesis, 2* Ed., Wiley-VCH, Weinheim,
2005.

PR, Verger, Trends Biotechnol. 1997, 15, 32-38.

% (a) M. Paravidino, P. Boehm, H. Gréger, U. Hanefeld, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds.
K. Drauz, H. Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 251-362; (b) U. T. Bornscheuer,
en Encyclopedia of Industrial Biotechnology, Vol. 5, Ed. M. C. Flickinger, John Wiley & Sons, Hoboken,
2010, pp. 3165-3180; (c) V. Gotor-Fernandez, F. Rebolledo, V. Gotor, en Biocatalysis in the
Pharmaceutical and Biotechnology Industries, Ed. R. N. Patel, CRC Press, Boca Raton, 2007, pp. 203-
248; (d) V. Gotor-Fernandez, R. Brieva, V. Gotor, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2006, 40, 111-120.

81 (a) V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, en Asymmetric Organic Synthesis with Enzymes, Eds. V. Gotor, 1.
Alfonso, E. Garcia-Urdiales, Wiley-VCH, Weinheim, 2008, pp. 171-192; (b) V. Gotor, Bioorg. Med.
Chem. 1999, 7,2189-2197.
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lo que permite llevar a cabo con ¢éxito una gran cantidad de transformaciones

sintéticas.’®?

complejo
acil-enzima
R3SH H,0
o / \ (0]
)J\ H202 R1)J\OH

Ry SR,

)
R1)J\OOH

Esquema 0.15. Reacciones catalizadas por lipasas utilizando distintos nucleofilos

La hidrdlisis enzimatica de un éster (Esquema 0.16) tiene lugar en el centro
activo del enzima y para ello es fundamental la presencia de tres aminoécidos (aspartato
o glutamato, histidina y serina), denominados la triada catalitica, y un hueco donde el
oxoanion que se forma es estabilizado mediante puentes de hidrogeno establecidos por
los aminoécidos que lo integran (hueco oxianionico). La deslocalizacion de la carga
entre estos tres aminoacidos consigue desprotonar el grupo hidroxilo de la serina a pHs
neutros e incluso ligeramente acidos. Seguidamente, el alcoxido de la serina ataca al
éster generando un intermedio tetraédrico (IT;). El oxoanién generado se situa en el
hueco oxianidénico, quedando esta especie cargada estabilizada. La consiguiente
eliminacion del alcohol una vez protonado por la histidina genera el complejo acil-
enzima que estd unido de manera covalente. Esta especie es atacada por una molécula
de agua activada por el imidazol de la histidina de la triada catalitica generandose el
segundo intermedio tetraédrico (IT,), que de nuevo estd estabilizado por los
aminodcidos del hueco oxianionico. La expulsion del acido regenera el enzima libre que

queda preparado para el siguiente ciclo catalitico. Como ya se ha mencionado, este

82 A. Ghanem, H. Y. Aboul-Eneim, Tetrahedron 2007, 63, 3331-3351.
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proceso es reversible con lo que puede llevarse a cabo en el sentido contrario generando

un éster a partir de un acido carboxilico y un alcohol.*®

(0] lipasa (0]

Py + Hy0 M+ RyOH

R'I ORZ R1 OH

triada catalitica

His
TN
N "“H. hueco
8,-~H (.) > oxianionico
Ser

Glu/Asp ©
-R{COOH +RCOOR, |
N + R4COOH - RyCOOR, Ty
N P N ’
........ ; y |
. His
His Y Ri =
N Nen© hueco Heo g NTH N
H--—N=/ o) oxianiénico O]
o Ser \ﬁ\o

Glu/Asp

\%\O hueco
Glu/Asp oxianiénico
- H,0 + R,OH

- R,OH
+ H20

His\lé\N R

N

hueco
/
Q,—H'N\/ o oxianidénico
pu
GluAsp O oo
complejo
» acil-enzima |

Esquema 0.16. Ciclo catalitico de la hidrolisis de un éster catalizado por una lipasa

La enantiopreferencia de estos enzimas sobre alcoholes secundarios sigue la
regla semiempirica conocida como Regla de Kazlauskas.*> Con ella se predice, con gran
fiabilidad, la preferencia estereogénica de las lipasas en la reaccién de acilacion de
alcoholes secundarios y la hidrolisis de sus ésteres correspondientes, basandose en el
tamano de los sustituyentes unidos al estereocentro. En la Figura 0.6 se muestra la
configuracion del enantidmero favorecido en una resolucién cinética de alcoholes

secundarios catalizada por una lipasa. Asi, cuando el enantiémero del alcohol que

¥ (a) Q. Jing, R. J. Kazlauskas, Chirality 2008, 20, 724-735; (b) M. Cygler, P. Grochulski, R. J.
Kazlauskas, J. D. Schrag, F. Bouthillier, B. Rubin, A. N. Serrequi, A. K. Gupta, J. Am. Chem. Soc. 1994,
116, 3180-3186; (c) R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org. Chem.
1991, 56, 2656-2665.
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reacciona mas rapido (enantiomero R)*’ se une a la lipasa, el sustituyente maés
voluminoso (QG) se aloja en el hueco del centro activo de mayor tamafio, mientras que el
hueco mas pequefio es el que acomoda al grupo mediano (M). La situacién para el
enantiomero desfavorecido es la contraria, de esta manera, cuanto mayor es la
diferencia entre los tamafios de ambos sustituyentes la reaccidon transcurre con una
mayor selectividad, siempre que estos se puedan acomodar correctamente en los huecos
del centro activo de la lipasa. De este modo, lipasas como la Candida antarctica de tipo
B (CAL-B)* o la lipasa de Pseudomonas (o Burkholderia) cepacia (PCL)* son capaces
de catalizar procesos asimétricos a partir de aminas o alcoholes racemicos, ademas de
ser catalizadores versatiles en procesos de resolucion de ésteres mediante reacciones de
transesterificacion, hidrdlisis, aminolisis y amondlisis. En este sentido hay que destacar
de nuevo que el desarrollo de técnicas de Biologia Molecular ha permitido obtener, a
partir de los enzimas naturales, nuevas mutantes que mejoren su actividad, su
estabilidad y su selectividad, incluso llegando a tener una estereopreferencia opuesta a

la del biocatalizador natural.'***

enantiomero favorecido enantiomero desfavorecido

Figura 0.6. Enantiomero favorecidoy desfavorecido segun la regla semiempirica de Kazlauskas

0.2. INMOVILIZACION ENZIMATICA

La percepcion general que existe sobre los enzimas es que estos catalizadores
son muy sensibles a variaciones en el medio de reacciéon y que mayoritariamente solo

pueden utilizarse en medios acuosos, aspectos que no suelen ser las condiciones ideales

V. Gotor-Fernandez, E. Busto, V. Gotor, Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 797-812.

% (a) T. Schulz, J. Pleiss, R. D. Schmid, Protein Sci. 2000, 9, 1053-1062; (b) K. Lemke, M. Lemke, F.
Theil, J. Org. Chem. 1997, 62, 6266-6273; (c) K. K. Kim, H. K. Song, D. H. Shin, K. Y. Hwang, S. W.
Suh, Structure 1997, 5, 173-185.

% Ejemplos recientes: (a) Q. Wu, S. Pankaj, M. T. Reetz, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 1872-1881; (b)
P.-O. Syren, P. Hendil-Forssell, L. Aumailley, W. Besenmatter, F. Gounine, A. Svendsen, M. Martinelle,
K. Hult, ChemBioChem 2012, 13, 645-648.
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en catalisis y en muchas de las rutas sintéticas debido a los problemas de estabilidad y

solubilidad de otros reactivos.

Por otra parte, los reactores utilizados en la industria para el desarrollo de
procesos en continuo se estdn implantando cada vez con més frecuencia, debido tanto al
alto volumen de produccion con el que se puede trabajar como a la reduccion en los
pasos de operacion asociados a dichos procesos.®” Sin embargo, hasta ahora solamente
un cuarto de los procesos biotecnoldgicos escalados a nivel industrial se realizan
empleando técnicas de trabajo en continuo. Para el desarrollo de este tipo de procesos,
el reciclaje del biocatalizador es uno de los pasos cruciales. Asi, una de las maneras mas

. . . e ., I 88
eficaces para poder soslayar estos inconvenientes es la inmovilizacion enzimatica.

0.2.1. Ventajas e inconvenientes de la inmovilizacion enzimatica

El empleo de biocatalizadores inmovilizados presenta una serie de ventajas
frente a la utilizacion de enzimas en disolucion:**™

* Estas preparaciones son mas facilmente manejables y reutilizables que las
proteinas libres. Esto adquiere especial relevancia cuando son usadas en
reactores y dichos procesos son llevados a escala industrial.

* Pueden ser facilmente separados del medio de reaccion mediante una filtracion
simple, lo que facilita el tratamiento de la reaccion y previene posibles
contaminaciones del producto final debidas a la proteina libre.

* En muchos casos, el enzima anclado es mas resistente (tolerando una mayor

alteracion de la temperatura o del pH) e incluso es mas selectivo que en el caso

del biocatalizador libre.

A pesar de esta serie de ventajas, también existen algunas limitaciones de tipo

practico a la hora de utilizar enzimas inmovilizados que cabe mencionar:

STAL T Straathof, en Industrial Biotransformations, Eds. A. Liese, C. Seebach, C. Wandrey, 2* Ed.,
Wiley-VCH, Weinheim, 2006, pp. 515-520.

% (a) D. N. Tran, K. J. Balkus, ACS Catal. 2011, 1, 956-968; (b) J. M. Guisan, L. Betancor, G.
Fernandez-Lorente, en Encyclopedia of Industrial Biotechnology, Vol. 5, Ed. M. C. Flickinger, John
Wiley & Sons, Hoboken, 2010, pp. 2917-2933; (c) U. Hanefeld, L. Gardossi, E. Magner, Chem. Soc. Rev.
2009, 38, 453-468; (d) R. A. Sheldon, Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1289-1307.

% C. Garcia-Galan, A. Berenguer-Murcia, R. Fernandez-Lafuente, R. C. Rodrigues, Adv. Synth. Catal.
2011, 353, 2885-2904.
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* El anclaje de la proteina rara vez es cuantitativo, teniendo lugar con un
rendimiento bajo.

* La actividad enzimatica del biocatalizador anclado suele ser menor. Este hecho
puede ser debido a la modificacién quimica del enzima, a interacciones de tipo
estérico o a problemas de difusion y transferencia de masa.

* La proporcion de biocatalizador activo inmovilizado en el soporte suele ser muy

baja, no superando normalmente el 5-10% (p p™).

Pese a todas estas limitaciones, los avances logrados gracias al empleo de
enzimas unidos a un soporte aplicados a la industria quimica son indudables, y por lo
tanto la inmovilizacion de biocatalizadores estad llamada a ser uno de los pilares

fundamentales en la implantacion de la ‘Quimica sostenible’.

0.2.2. Tipos de inmovilizacion enzimatica

No existe una metodologia universal que pueda ser aplicada a la hora de
inmovilizar un biocatalizador. Por norma general, el procedimiento seguido se basa en
la técnica de ‘prueba y error’, siendo el factor principal a tener en cuenta la estabilidad y
actividad del enzima tanto en el proceso de inmovilizacion como en su posterior
utilizacion. Las técnicas de inmovilizacién enzimatica mas frecuentes suelen agruparse
principalmente en tres grupos, presentando cada uno de los métodos ciertas ventajas e

inconvenientes.

0.2.2.1. Adsorcion no covalente

Se puede realizar mediante diferentes tipos de interacciones inespecificas. Asi,
enzimas con grandes superficies lipofilicas pueden interaccionar con soportes
hidrofobicos a través de uniones de tipo van der Waals.”® También se pueden
inmovilizar sobre soportes hidrofilicos mediante enlaces de hidrogeno con alguno de los
residuos polares que el biocatalizador posea en la superficie.”' Una de las ventajas de

usar este tipo de inmovilizacién es que el enzima no necesita un tratamiento previo y

OL. Cao, Carrier-bound Immobilized Enzymes, Wiley-VCH, Weinheim, 2005.
. Mateo, J. M. Palomo, G. Fernandez-Lorente, J. M. Guisan, R. Fernandez-Lafuente, Enzyme Microb.
Technol. 2007, 40, 1451-1463.
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puede ser utilizado directamente sin necesidad de aislamiento o purificacion. Esta
inmovilizacién presenta como desventaja la pérdida de la proteina en las reutilizaciones

(“leaching™).

Dentro de este grupo se pueden incluir las inmovilizaciones a través de enlaces
i6nicos, puesto que dependiendo del pH del medio, determinados aminodcidos de la
superficie del biocatalizador pueden encontrarse cargados. Debido a esta caracteristica,
y utilizando como soporte un intercambiador i6nico adecuado, se pueden conseguir
interacciones fuertes de tipo polar (Figura 0.7a). La cohesién resina-enzima en este

tipo de anclaje depende enormemente del pH y de la fuerza idnica del medio.
0.2.2.2. Encapsulamiento

La manera mas segura de evitar influencias negativas sobre la estructura de la
proteina es encapsulandola. Este método se ha estudiado ampliamente siendo la técnica
de tipo ‘sol-gel’ la mas comunmente empleada.”® En este caso la proteina se confina
fisicamente dentro de una matriz polimérica supramolecular. El material obtenido,
ademas de poseer una gran estabilidad térmica y mecanica, resulta ser muy poroso con
lo que el sustrato puede difundir fAcilmente hasta llegar a la proteina, la cual no puede a
su vez salir hacia el medio de reaccion puesto que tiene un tamafio mucho mayor que el

de los poros del material.

Durante los tltimos afios ha cobrado una importancia relevante la utilizacion de
polimersomas como medios de encapsulamiento de enzimas y de otro tipo de
biomoléculas como pueden ser farmacos o marcadores.” Un polimersoma estd formado
por copolimeros de bloque anfifilicos, y de igual modo que los liposomas, en medios
acuosos se alinean en bicapas formando esferas capaces de almacenar diferentes
sustancias en su interior (Figura 0.7b). Al contrario que los liposomas, formados por

fosfolipidos de pequefio tamafio, los polimersomas estdn constituidos por copolimeros

92 A. Basso, B. A. Maltman, S. L. Flitsch, G. Margetts, 1. Brazendale, C. Ebert, P. Linda, S. Verdellia, L.
Gardossi, Tetrahedron 2005, 61, 971-976.

% (a) D. Avnir, T. Coradin, O. Lev, J. Livage, J. Mater. Chem. 2006, 16, 1013-1030; (b) A. C. Pierre,
Biocatal. Biotransform. 2004, 22, 145-170.

% (a) S. A. Meeuwissen, A. Rioz-Martinez, G. de Gonzalo, M. W. Fraaije, V. Gotor, J. C. M. van Hest, J.
Mater. Chem. 2011, 21, 18923-18926; (b) M. Nallani, H.-P. M. de Hoog, J. J. L. M. Cornelissen, A. R. A.
Palmans, J. C. M. van Hest, R. J. M. Nolte, Biomacromolecules 2007, 8, 3723-3728; (¢) D. E. Discher, A.
Eisenberg, Science 2002, 297, 967-973.
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de alto peso molecular y poseen una mayor estabilidad y resistencia mecénica. Ademas
estos copolimeros pueden ser modificados facilmente consiguiendo asi polimersomas

con diferentes propiedades.

0.2.2.3. Enlace covalente

En este caso el biocatalizador se encuentra covalentemente unido al soporte
(Figura 0.7c), favoreciendo en algunos casos la estabilizacion de la proteina ya que con
la formacién de los enlaces covalentes la flexibilidad conformacional del enzima
disminuye, y debido a ello, puede tolerar condiciones mas drasticas de temperatura y de
pH. Por otro lado, como el biocatalizador se modifica quimicamente cuando se une al

soporte, existe un mayor riesgo de pérdida de actividad.

La forma tradicional para realizar este anclaje consiste en el aprovechamiento de
la nucleofilia de los grupos amino existentes en la superficie del enzima. Asi, se les hace
reaccionar con un conector (“/inker”) que ya se encuentra unido a la resina. Como
conector se suele utilizar una molécula bifuncionalizada que pueda unirse por un
extremo al soporte y por el otro a alguno de los grupos amino de la proteina (suelen
emplearse diepoxidos, dialdehidos como el glutaraldehido o también anhidridos de
acido ciclicos como el anhidrido maléico).” En el caso de que la reaccion se haga sobre
un dialdehido, las iminas formadas pueden ser reducidas con el fin de obtener enlaces

covalentes mas estables.

El conector juega un papel clave en la inmovilizaciéon, ya que si se usan
conectores de cadena carbonada larga, la flexibilidad del biocatalizador serd mayor
puesto que podrd variar su conformacion con una mayor facilidad.”® En cambio, si
posee una cadena carbonada corta, las interacciones del enzima con el soporte seran
mayores restringiendo asi su movilidad pero confiriendo una mayor estabilidad térmica

a la proteina.

%J.M.S. Cabral, J. F. Kennedy, en Protein Immobilization: Fundamentals and Applications, Ed. R. F.
Taylor, Marcel Dekker, Nueva York, 1991.

% A. Basso, P. Braiuca, S. Cantone, C. Ebert, P. Linda, P. Spizzo, P. Caimi, U. Hanefeld, Adv. Synth.
Catal. 2007, 349, 877-886.
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Dentro de este tipo de inmovilizaciones se puede incluir la realizada mediante
entrecruzamiento (Figura 0.7d). Este es un caso extremo de unidn covalente en el cual
las proteinas en disolucién se entrelazan entre si empleando un agente quimico
bifuncionalizado, como por ejemplo el glutaraldehido, quedando unidas unas a otras
mediante enlaces de tipo covalente. En este método, en lugar de anclar el enzima a un
soporte externo, se forman agregados enzimaticos (en inglés “Cross-Linked Enzyme
Aggregates”, CLEA) obviandose los problemas derivados del empleo de las

resinas,ggd’97

aunque este método presenta como contrapartida una mayor probabilidad
de pérdida en la actividad enzimatica puesto que es una metodologia que puede
modificar en gran medida la estructura tridimensional del biocatalizador. Mas
recientemente se han desarrollado nuevos preparados que combinan el entrecruzamiento

de mas de un enzima, las llamadas combi-CLEAs.”®

°7L. Cao, F. Van Rantwijk, R. A. Sheldon, Org. Lett. 2000, 2, 1361-1364.
%% (a) S. Van Pelt, F. Van Rantwijk, R. A. Sheldon, Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 397-404; (b) S. Dalal,
M. Kapoor, M. N. Gupta, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2007, 44, 128-132.
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Figura 0.7. Ejemplos de inmovilizacion enzimdtica. a) Inmovilizacion por enlace idnico. b)
Encapsulamiento en el interior de micelas. c) Inmovilizacion covalente a través de un conector.

d) Entrecruzamiento (por ej., CLEAs)

0.3. PROCESOS ASIMETRICOS CATALIZADOS POR ENZIMAS

Sintetizar un compuesto de interés con un rendimiento quimico alto, y lo que es
mas importante, con una pureza enantiomérica elevada, rebajando los costes del proceso
(reduciendo los tiempos y los requerimientos energéticos de la reaccion o disminuyendo
el numero de pasos de la ruta sintética), son factores que en su conjunto expresan la
rentabilidad y eficiencia en la obtencion del producto deseado. Es por ello que se han
desarrollado multitud de procesos (bio)cataliticos durante los ltimos afios empleando
como base las metodologias ya conocidas, pero aumentando la eficiencia en la sintesis

de compuestos enantioenriquecidos de interés. A continuaciéon se comentaran las
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estrategias mas comunes empleadas en Biocatalisis para la obtencion de derivados de

. 99
manecra enantlopur a.

0.3.1. Asimetrizacion: Compuestos meso y proquirales

La asimetrizacion de compuestos simétricos consiste en la eliminaciéon de uno o

varios de sus elementos de simetria (Esquema 0.17).'%

En el momento que esa simetria
es eliminada, se forma un producto quiral, el cual se puede obtener con un rendimiento
teorico del 100%. Dentro de los compuestos que pueden presentar elementos de simetria
se encuentran moléculas proquirales como las cetonas o alquenos y compuestos meso

como los diésteres, dioles y diaminas.

CKD

ro-S > /

C, A e B A
/’< producto S

B A AN pro-R

cara re

C -~
//':A
/ B / C, A
~ .

~~. carasi - /<

B D
producto R

Esquema 0.17. Modificacion de un compuesto meso o proquiral para la sintesis de un producto

enantiopuro con un rendimiento mdximo teorico del 100%

Ejemplos tipicos de asimetrizaciones enzimaticas son la biorreduccion de grupos
carbonilo con alcohol deshidrogenasas, la oxidacién de Baeyer-Villiger de cetonas o
sulfoxidacion de sulfuros catalizada por BVMOs, la reduccion de dobles enlaces C=C
mediante el uso de enoato reductasas, y la modificacion de compuestos meso catalizada

. 100
por lipasas, entre otros.

% E. Garcia-Urdiales, 1. Lavandera, V. Gotor, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz,
H. Groger, O. May, 3* Ed., Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 43-66.

1% a) E. Garcia-Urdiales, 1. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev. 2011, 111, PR110-PR180; (b) E. Garcia-
Urdiales, I. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev. 2005, 105, 313-354.
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0.3.2. Resolucion cinética (KR, “Kinetic Resolution”)

Estadisticamente hablando, es mucho mas probable la existencia de un
compuesto en forma racémica que de un derivado proquiral o en su forma meso, por lo
que son necesarias metodologias que sean eficientes para resolver racematos.'®!
Historicamente, los primeros procesos desarrollados estaban relacionados con el empleo
de resoluciones cinéticas.'”” La base de esta metodologia es la diferente velocidad de
reaccion que existe entre dos enantiomeros de un racemato cuando reaccionan en un
entorno quiral (en este caso el biocatalizador). Asi, cada enantiomero del sustrato se
transforma en el correspondiente producto enantiomérico. Para conseguir una buena
resolucion cinética la velocidad de reaccion de un enantiémero ha de ser mucho mayor
que la del otro (Kp>Kp). Ademas, la reaccion tiene que ser cuasi-irreversible para
conseguir una buena resolucion (Esquema 0.18). Puesto que este proceso implica la
transformacion selectiva de uno de los dos enantidmeros, esto conlleva la limitacion
intrinseca de la obtencidn del producto final enantiopuro con una conversion méaxima
teorica del 50%, lo que comporta, ademés de una disminucién en el rendimiento aislado
del producto de interés, a la mas que probable dificultad en su separacion del sustrato de
partida remanente. Ejemplos de este tipo de transformacion son las resoluciones de
alcoholes, aminas o ésteres racémicos catalizadas por lipasas o la oxidacion selectiva de

alcoholes secundarios empleando ADHs.

I .
A > @ ' conversion < 50% !
+ +

K
B --------- S > Q
Kp > KQ

Esquema 0.18. Resolucion cinética de una mezcla racémica. A y B son enantiomeros;, Py Q

son enantiomeros

%1 C. C. Gruber, I. Lavandera, K. Faber, W. Kroutil, A4dv. Synth. Catal. 2006, 348, 1789-1805.
12H. B. Kagan, J. C. Fiaud, Top. Stereochem. 1988, 18, 249-330.
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0.3.3. Resolucion cinética dinamica (DKR, “Dynamic Kinetic Resolution”)

En este caso se combina una resolucion cinética con la racemizacion in situ del
enantiomero remanente del sustrato de partida, obteniéndose en teoria el producto
enantiopuro con un rendimiento maximo tedrico del 100% (Esquema 0.19).'” Las
metodologias mas empleadas para llevar a cabo la racemizacion se basan en el uso de
metales de transicion, como por ejemplo el catalizador de Shvo,'™ de racemasas,'” o a
causa del propio medio de reaccion en el caso de sustratos que posean, por ejemplo, un
protén con caracter acido.'” En el caso de utilizar un catalizador para la racemizacion,
este no debe reaccionar con el producto final, y tanto el proceso de racemizacion como
la biotransformacion han de ser compatibles en las condiciones del proceso.'’” Ademas,
para poder llevar a cabo una resolucion cinética dinamica satisfactoriamente, la
velocidad de racemizaciéon ha de ser mayor que la velocidad de reaccion del

biocatalizador con el enantidmero desfavorecido.

Kp e
A > @ » conversion < 100% |
racemizacion || K, +
Ko
B ---------o--- > Q
Krac = Kp, Krac > Kq

Kp> Kq

Esquema 0.19. Resolucion cinética dindmica de una mezcla racémica para obtener un
producto enantiomericamente puro con un rendimiento maximo teorico del 100%. A y B son

enantiomeros; Py Q son enantiomeros

193 Revisiones recientes: (a) H. Pellisier, Tetrahedron 2011, 67, 3769-3802; (b) H. Pellisier, Adv. Synth.
Catal. 2011, 353, 659-676; (c) N. J. Turner, Curr. Opin. Chem. Biol. 2010, 14, 115-121; (d) M.-J. Kim, J.
Park, Y. K. Choi, en Multi-Step Enzyme Catalysis, Ed. E. Garcia-Junceda, Wiley-VCH, Weinheim, 2008,
pp. 1-19; (e) B. Martin-Matute, J.-E. Béackvall, en Asymmetric Organic Synthesis with Enzymes, Eds. V.
Gotor, 1. Alfonso, E. Garcia-Urdiales, Wiley-VCH, Weinheim, 2008, pp. 89-113.

1%y Shvo, D. Czarkie, Y. Rahamim, D. F. Chodosh, J. Am. Chem. Soc. 1986, 108, 7400-7402.

5B, Schnell, K. Faber, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 653-666.

106 ¢, Rodriguez, G. de Gonzalo, A. Rioz-Martinez, D. E. Torres-Pazmifio, M. W. Fraaije, V. Gotor, Org.
Biomol. Chem. 2010, 8, 1121-1125.

1971, Hussain, J. E. Bickvall, en Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, Eds. K. Drauz, H. Groger, O.
May, Wiley-VCH, Weinheim, 2012, pp. 1777-1806.
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Dentro de este tipo de sistemas dindmicos, sin lugar a duda el ejemplo mas
representativo es la resolucion de alcoholes o aminas racémicas empleando un
catalizador metélico de rodio o iridio junto con la resoluciéon enzimatica utilizando una
lipasa, obteniendo los correspondientes ésteres o amidas enantioenriquecidos con

: 103
conversiones excelentes.

Hay otras resoluciones cinéticas dinamicas en las que cada enantidmero del
sustrato de partida puede transformarse enzimdticamente en dos productos
(diastereoisomeros) diferentes, con lo que pueden obtenerse hasta cuatro derivados
estereoisoméricos diferentes (en el Esquema 0.20, el enantiomero A puede
transformarse en dos diastereoisdémeros diferentes como son P y R mientras que el
enantiomero B da lugar a la formacion de los diastereoisémeros Q y S). En este caso,
como en una resolucion cinética dindmica convencional, en condiciones Optimas el
producto final P se puede obtener con un rendimiento maximo teérico del 100% frente a
la formacion de los otros tres posibles productos. Un ejemplo tipico es la biorreduccion
de B-cetoésteres sustituidos en posicion o, pudiéndose obtener cuatro isémeros de los -
hidroxiésteres o-sustituidos productos de la reaccidn. Recientemente, este tipo de
resolucion se puede encontrar en la bibliografia denotada como resolucion cinética

dinamica reductiva (DYRKR, del inglés “Dynamic Reductive Kinetic Resolution”).'*®

Kr Kp R :
R == A > @ 1 conversion < 100% |
+ racemizacion || K, +

Ks K
S < B -----—---- Q. > Q

Krac = Kp, Krac > Ko, Krac > Kr, Krac > Ks
Kp> Kq, Kp > Kgr, Kp > Ks

Esquema 0.20. Resolucion cinética dindmica de una mezcla racémica para obtener un
producto diastereomericamente puro con un rendimiento mdximo tedrico del 100%. A y B son
enantiomeros;, P y Q son enantiomeros; R y S son enantiomeros, P/Q y R/S son

diastereoisomeros

198 3. A. Friest, Y. Maezato, S. Broussy, P. Blum, D. B. Berkowitz, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 5930-
5931.
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0.3.4. Catalisis concurrente. Procesos tAindem y en cascada

Los procesos en los que varias reacciones se combinan en una Unica operacion
estan siendo hoy en dia ampliamente reconocidos por los quimicos sintéticos y por tal
motivo cualquier desarrollo en esta direccion se tiene muy en cuenta, de ahi el gran

199 En este ambito, la catalisis

nimero de publicaciones que aparecen al respecto.
concurrente' '’ puede definirse como aquella en la que existe una accion, que puede ser
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
reactivos presentes, y ademas deben ser lo mas selectivos posible en la secuencia de
reacciones. Por estos motivos, este tipo de sistemas constituyen un gran desafio para los
quimicos de sintesis y ofrece muchas oportunidades para mejorar una transformacion
quimica compleja. Cuando 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.

dominé o cascada

catalizador 1 catalizador 102

@ 5| producto A > (_producto B
condiciones condiciones
de reaccion 1 no aislado de reaccion 1

tandem o por pasos

catalizador 1 catalizador 10 2
5 | producto A > (_producto B

condiciones ) condiciones
aislable

de reacciéon 1 de reaccién 10 2

Esquema 0.21. Representacion general de los tipos de transformaciones concurrentes

199 Revisiones recientes: (a) E. Ricca, B. Brucher, J. H. Schrittwieser, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2239-
2262; (b) J. H. Schrittwieser, J. Sattler, V. Resch, F. G. Mutti, W. Kroutil, Curr. Opin. Chem. Biol. 2011,
15, 249-256; (c¢) F. R. Bisogno, I. Lavandera, V. Gotor, en Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical
Technology, John Wiley & Sons, Hoboken, 2011, pp. 1-20; (d) Multi-step Enzyme Catalysis, Ed. E.
Garcia-Junceda, Wiley-VCH, Weinheim, 2008; (e) J.-C. Wasilke, S. J. Obrey, R. T. Baker, G. C. Bazan,
Chem. Rev. 2005, 105, 1001-1020.

" Dicese de dos 0 més procesos cataliticos que tienen lugar al mismo tiempo o en paralelo (del inglés,
“concurrent catalysis”, y este del latin concurrens-concurrent del verbo concurrere: coincidir).
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Una caracteristica que no debe desestimarse en este tipo de sistemas, es que en
los casos de reacciones limitadas termodindmicamente, estas pueden acoplarse a otras
muy favorecidas y de esta manera conseguir que ambos procesos tengan lugar con
éxito.'” Es muy frecuente encontrar en la bibliografia cientifica transformaciones
quimicas bajo el nombre de procesos en cascada, dominé o tandem (Esquema 0.21). A
menudo, estos términos se emplean de manera indiscriminada incluso a lo largo del
mismo manuscrito. Este tipo de procesos ocurren en un mismo reactor, lo que en inglés

se denomina “one-pot”.
0.3.4.1. Procesos en cascada o domino

Estos procesos tienen lugar cuando el material de partida sufre una
transformacion en la que dos o mas reacciones ocurren una a continuacion de la otra de
manera inseparable. Como consecuencia, las reacciones individuales son muy
dificilmente llevadas a cabo de manera independiente. Por esta razon, el producto de la
primera reaccion es generalmente inestable y a menudo su aislamiento y caracterizacion
no es posible. Al ser tan inestable, dicho intermedio evoluciona rapidamente hacia el
producto final (o hacia el siguiente intermedio) sin acumularse y asi se evitan en gran
medida reacciones secundarias, dando lugar generalmente a procesos globales con
buenos rendimientos. En la naturaleza, los sistemas multienzimaticos constituyen un
ejemplo soberbio de catalisis concurrente en un medio acuoso, como por ejemplo la
biosintesis de policétidos,''" o la compleja red de reacciones que tienen lugar en la
duplicacién del ADN.""? Otro buen ejemplo es la formacion en cascada del lanosterol a

partir del 2,3-epoxiescualeno (Esquema 0.22).'"

S 2,3-epoxiescualeno B X
X X ciclasa .
HO \:" B !

2,3-epoxiescualeno lanosterol

Esquema 0.22. Proceso en cascada en la biosintesis del lanosterol

"1 C. Khosla, Chem. Rev. 1997, 97, 2577-2590.

"2p L. Nelson, M. M. Cox, Lehninger: Principles of Biochemistry, 4* Ed., W.H. Freeman, Nueva York,

2004.

'3 (a) E. I. Corey, S. C. Virgil, D. R. Liu, S. Sarshar, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1524-1525; (b) E. J.
Corey, S. C. Virgil, S. Sarshar, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 8171-8172; (c) E. J. Corey, S. C. Virgil, J.
Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4025-4026.
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Un ejemplo elegante de procesos en cascada multienzimaticos involucra la
desracemizacion de diversos alcoholes secundarios utilizando dos ADHs de
estereoselectividad opuesta usando dos sistemas de regeneracion del cofactor
independientes, uno ligado al reciclado del NADH vy el otro al del NADPH (Esquema
0.23)."* Asi, partiendo de una mezcla racémica de alcoholes secundarios se consigue
superar la limitacion intrinseca de toda resolucion cinética, pudiéndose obtener los
alcoholes con rendimientos cuantitativos y excesos enantioméricos (ees) excelentes

(>99%).

+ - +
OH N )OL e ﬁ’ ot

R1/'\ R, NADP* NADPH | R{” "R, |NADH NAD* R1/\ R,
[sistema de reciclaje 1] [sistema de reciclaje 2]

Esquema 0.23. Sistema en cascada empleando dos ADHs enantiocomplementarias para

desracemizar alcoholes secundarios

0.3.4.2. Procesos tindem o por pasos

En este caso, los procesos también tienen lugar de manera consecutiva, pero
puesto que las condiciones de reaccion pueden variar entre etapa y etapa, en ocasiones
son considerados como transformaciones por pasos. Asi, cada una de las reacciones
puede llevarse a cabo por separado y cada intermediario es, al menos, relativamente

estable como para poder ser aislado y caracterizado.

De hecho, algunos autores diferencian estos procesos de aquellos en cascada de
acuerdo a la estabilidad del intermedio.'"” Otros, con una perspectiva eminentemente
practica, no profundizan en tal separacion, resaltando la calidad o elegancia de una ruta

sintética mas que la estricta clasificacion del proceso en cuestion. Para estos Gltimos la

"% (a) C. V. Voss, C. C. Gruber, W. Kroutil, Synlert 2010, 991-998; (b) C. V. Voss, C. C. Gruber, K.
Faber, T. Knaus, P. Macheroux, W. Kroutil, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 13969-13972.
15§, E. Denmark, A. Thorarensen, Chem. Rev. 1996, 96, 137-166.
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unica diferencia desde el punto de vista del operador es el cambio de alguna condicion
experimental o el afiadido de uno o mas reactivos o catalizadores tanto en la iniciacion
(procesos domind o en cascada) como en la propagacion hacia la segunda reaccion

, : 116
(procesos tandem o consecutivos).

Durante los ultimos afios el estudio de estrategias mas eficientes ha conllevado
el desarrollo de procesos en los que se combinan multiples biocatalizadores en varios
pasos, o un enzima con un catalizador organico o un complejo metalico (sin tener en
cuenta las ya mencionadas DKRs). Un buen ejemplo es la obtencion de 1,3-dioles
diastereomericamente puros por combinacion de una oxidorreductasa y un
organocatalizador (Esquema 0.24).""7 En un primer paso, un catalizador quiral derivado
de prolina genera la hidroxicetona producto de la condensacion aldodlica para
seguidamente, en un segundo paso, obtener el diol enantioenriquecido a través de una
biorreduccion con una ADH. En funcion de la estereopreferencia de los catalizadores se
puede obtener uno de los cuatro posibles diastereoisdmeros con buenas conversiones y

excesos enantio- y diastereoméricos excelentes.

[organocatalizadorJ OH O
(\ H O \ * R2 ﬁ’ | \ % R2
"~ | S

74
R ARz R NAD(P)H NAD(P)* Ri

NS

[ sistema de reciclaje]

Esquema 0.24. Proceso tandem combinando una reaccion alddlica catalizada por un derivado

de prolina y una alcohol deshidrogenasa para obtener 1,3-dioles quirales

1T Hudlicky, Chem. Rev. 1996, 96, 3-30.
7K. Baer, M. Kraufer, W. Hummel, A. Berkessel, H. Groger, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 49, 9355-
9359.
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Parte I: Inmovilizacion Enzimdtica Objetivos

El trabajo realizado durante los ultimos afios y que ha sido plasmado en esta
Memoria se ha encaminado a cumplir los objetivos iniciales fijados, asi como nuevas
metas que se han ido proponiendo a lo largo del desarrollo de esta Tesis Doctoral. A

continuacion, se muestran los objetivos generales perseguidos en el primer bloque:

Desarrollar una sintesis de nuevos derivados de polifosfaceno a través de una
ruta sencilla y eficaz para su posterior estudio en la aplicacion de estos polimeros como

soportes de biocatalizadores.

Optimizar la inmovilizacion covalente de varios enzimas: la alcohol
deshidrogenasa de Rhodococcus ruber ADH-A, la lipasa de tipo B de Candida
antarctica, y la fenilacetona monooxigenasa de Thermobifida fusca (PAMO). Optimizar
para ello la activacion del soporte utilizando glutaraldehido como conector entre el
polifosfaceno y la proteina ademas de verificar que el biocatalizador se encuentra unido

covalentemente y no debido a uniones inespecificas.

En el caso de la PAMO, realizar la co-inmovilizaciéon de esta junto con la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa necesaria para reciclar el cofactor NADPH con el fin

de generar un biocatalizador redox autosuficiente.

Demostrar que los nuevos catalizadores pueden ser reutilizados durante varios
ciclos de reaccion sin un descenso en su actividad enzimatica y comprobar que la

selectividad del enzima no varia en comparacion con la de la proteina en disolucion.

Estudiar la estabilidad de la alcohol deshidrogenasa ADH-A inmovilizada
realizando un estudio de su actividad enzimatica vs tiempo de almacenamiento y
comprobar la actividad del biocatalizador redox autosuficiente para llevar a cabo

biooxidaciones.
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Parte I: Inmovilizacion Enzimadtica Antecedentes

I.1. POLIFOSFACENOS
I.1.1. Introduccion a los polifosfacenos

Mientras que el inicio de los estudios dentro del campo de los fosfacenos data
del afio 1834 gracias a los descubrimientos pioneros de Liebig y Wohler''® y de Rose,'"”
el estudio de los polimeros derivados de fosfacenos no comenz6 hasta finales del siglo
XIX, cuando Stokes sugirié una estructura ciclica trimérica para el derivado (NPCl,);
(Figura 1.1),"** y demostré que al calentarse dicho compuesto se formaba un material
plastico y deformable al que llamo6 ‘goma inorganica’. También demostrd que si se
calentaba a altas temperaturas y a presion reducida, dicho material se descomponia
revirtiendo de nuevo al trimero inicial.

Cl_ Cl
\_/
< N
oI\ Il _cl

P
cl” SNT g

Figura I.1. Trimero ciclico de (NPCl,);

"8 J. Liebig, F. Wohler, Ann. Chem. 1834, 11, 139.
"9H. Rose, Ann. Chem. 1834, 11, 131.
20H. N. Stokes, Am. Chem. J. 1897, 19, 782-796.
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Durante los siguientes 40 afios dicha ‘goma inorganica’ apenas fue mencionada
nada més que como mera curiosidad cientifica, hasta que Meyer y Mark, entre los afios

1920 y 1930, demostraron que el compuesto era en realidad una macromolécula lineal

121

tal como habia predicho Staudinger. =" Este hecho fue confirmado mediante estudios de

difraccion de rayos X que sugerian la existencia de un compuesto de largas cadenas

poliméricas con una unidad estructural basica que se repetia (Figura 1.2).'*

entrecruzamiento

Figura 1.2. Unidad estructural de la ‘goma inorgdnica’

Uno de los principales problemas del polimero era su inestabilidad en agua, y
dicha propiedad fue usada por Allcock'” para hacerlo reaccionar con diferentes
nucleofilos con diversos grupos organicos hidroliticamente estables, aprovechando la
gran reactividad de los enlaces P-Cl. Asi, este derivado pudo ser usado como precursor

de una gran variedad de polimeros.

Otra de las desventajas del compuesto precursor era su gran insolubilidad en la
mayoria de los disolventes. Asi, aunque en ocasiones no llegaba a disolverse, atrapaba
moléculas del disolvente con lo que se hinchaba, del mismo modo que hacen los
polimeros entrecruzados. Es por ello que para obtener el mayor porcentaje posible del
polifosfaceno lineal se tuvieron que optimizar los diferentes pardmetros de reaccion
tales como el tiempo, la temperatura y la pureza del trimero inicial, llegandose a obtener
hasta un 70% del polimero esencialmente de caracter lineal.'** Este precursor si era
completamente soluble en diferentes disolventes orgéanicos tales como benceno,
tetrahidrofurano (THF) o tolueno. Cuando se sometia a un mayor calentamiento, dicho
polimero se entrecruzaba dando lugar de nuevo a la ‘goma inorganica’ descrita por

Stokes. En los afios posteriores, esta ha sido la metodologia usada para preparar nuevos

"2 H. Staudinger, Chem. Ber. 1920, 53, 1073-1085.

12 K. H. Meyer, W. Lotmar, G. W. Pankow, Helv. Chim. Acta 1936, 19, 930-948.

'3 (a) H. R. Allcock, R. L. Kugel, K. J. Valan, Inorg. Chem. 1966, 5, 1709-1715; (b) H. R. Allcock, R. L.
Kugel, J. Am. Chem. Soc. 1965, 87, 4216-4217.

2 H. R. Allcock, R. I. Best, Can. J. Chem. 1964, 42, 447-455.
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tipos de polifosfacenos por reaccion del precursor lineal con diferentes nucleofilos tales

como alcoholes, fenoles y aminas primarias o secundarias, entre otros.

Ro
Ry L PI3 R\1F>/R2
1< N AN R4 \6 N// %
a) b)

Figura 1.3. a) Estructura general de un fosfaceno. b) Formula estructural de la mayoria de los

polifosfacenos y oligomeros ciclicos derivados de fosfaceno

Llegados a este punto, se puede definir a un fosfaceno como aquella molécula
que contiene atomos de foésforo y nitrégeno unidos entre ellos mediante enlaces
covalentes insaturados (Figura 1.3a). Estas unidades pueden encontrarse unidas dando
lugar a cadenas o anillos. En el caso de que las cadenas obtenidas formen
macromoléculas de gran tamafio se denominan polifosfacenos (Figura 1.3b).'* Un
polimero es una macromolécula con estructura de cadena larga formada por cientos o
miles de unidades estructurales que se repiten y se encuentran enlazadas unas a otras.
Asi, los mas conocidos poseen un esqueleto interno carbonado y unidos a ¢l estan los
residuos de las cadenas laterales que pueden ser de naturaleza muy diversa. Ejemplos
clasicos son el polietileno, el polipropileno, el poliestireno, el nylon y los poliésteres.'
A diferencia de ellos, los polifosfacenos poseen un esqueleto interno de naturaleza
‘inorganica’, es decir, atomos de fosforo y nitrogeno unidos entre si, y a su vez
enlazados a través del atomo de fosforo a las cadenas laterales, que pueden poseer

grupos de tipo organico, organometalico o inorgéanico.

La estructura representada en la Figura I.3b donde R; y R, son grupos organicos,
engloba a la gran mayoria de los polifosfacenos descritos hasta la fecha. Dichas
macromoléculas pueden contener 15.000 o mas unidades (7). Esto significa que
dependiendo de los grupos laterales existentes, su peso molecular puede variar entre 2 y

10 millones de Daltons. No obstante, también se puede acceder a polimeros de bajo

125 (a) Synthesis and Applications of Poly(organophosphazenes), Eds. M. Gleria, R. De Jaeger, Nova Sci.,

Nueva York, 2004; (b) H. R. Allcock, Chemistry and Applications of Polyphosphazenes, John Wiley &
Sons, Hoboken, 2003.

12 (a) G. Odian, Principles of Polymerization, 3* Ed., Wiley-Interscience, Nueva York, 1991; (b) H. R.
Allcock, F. W. Lampe, Contemporary Polymer Chemistry, 2* Ed., Prentice-Hall, Nueva Jersey, 1990.
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peso molecular y su polidispersion puede variar dependiendo del método de sintesis
empleado. Entre los diversos polifosfacenos descritos existen solo pequefias diferencias
estructurales en la cadena principal, aunque sus propiedades cambian enormemente
dependiendo de los grupos de las cadenas laterales. Algunos ejemplos se muestran en la

Figura 1.4.

HaCH,CO_ OCH,CHy o) HaCHN  NHCH;
™) T ey
N n

a) b) c)

\ /O
~

Figura 1.4. a) Polimero elastomero. b) Forma peliculas microcristalinas. c) Polimero soluble

en agua

Los polifosfacenos poseen una gran aplicabilidad en muchos campos, ya que
pueden ser usados como elastomeros, como aislantes tanto térmicos como eléctricos, asi

12
1 7

como materiales para fibra Optica, material biomedicinal, " electrolitos so6lidos de

bateria y materiales de soporte, entre otros.

A efectos de representacion, los enlaces de unidon en la cadena principal del
polifosfaceno se muestran como una serie alternada de enlaces simples y dobles. Sin
embargo, mediciones estructurales sugieren que todos los enlaces a lo largo del
esqueleto del polimero son iguales o muy semejantes en longitud, pero a diferencia de
las moléculas carbonadas poliinsaturadas no poseen conjugacion electrénica a lo largo

de la cadena.

I.1.2. Caracteristicas de los polifosfacenos

Algunas de las caracteristicas y propiedades principales que hacen de los
polifosfacenos materiales interesantes para su investigacion y desarrollo son debidas al
esqueleto inorganico que confiere unas propiedades especiales que en el caso de los

polimeros orgédnicos son muy dificiles o imposibles de obtener:

1?7 (a) 1. Teasdale, O. Briiggemann, Polymers 2013, 5, 161-187; (b) Polyphosphazenes for Biomedical
Applications, Ed. A. K. Andrianov, John Wiley & Sons, Hoboken, 2009.
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Como ya se ha comentado anteriormente, no poseen conjugacion electronica a lo
largo del esqueleto interno. Esto es debido a que las deslocalizaciones
electronicas tan solo tienen lugar en puntos concretos de la cadena, y no se
extienden a todo el conjunto como en el caso de los polimeros organicos
insaturados conjugados (Figura 1.5). Esta caracteristica hace que los
polifosfacenos puedan actuar como aislantes eléctricos.

Ademas, las cadenas laterales pueden ser de muy distinta naturaleza y
facilmente intercambiables mediante técnicas sintéticas conocidas. Las
propiedades del polimero varian en gran medida de uno a otro con lo que
podemos disenar la sintesis de un derivado determinado en funcién de las
caracteristicas deseadas de clasticidad, estabilidad térmica, resistencia frente a
determinados agentes quimicos, utilidad biologica, etc.

Asi, destaca también su posible compatibilidad con sistemas bioldgicos, su gran
resistencia al fuego, su alta flexibilidad, su transparencia en el UV cercano y su

estabilidad frente a radiaciones de tipo gamma.

En resumen, los polifosfacenos representan una opcion atractiva como material para

el estudio y desarrollo de polimeros de naturaleza inorgénica y su posible aplicacion

como soporte de biomoléculas.

a) deslocalizacién electronica extensiva

QOR LU0 N O

OWBOQOUW%

b) deslocalizacién electrénica en puntos aislados

Figura L.5. Ejemplo de deslocalizacion electronica en: a) polimeros orgadnicos insaturados, b)

polifosfacenos.
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1.2. POLIFOSFACENOS COMO SOPORTES DE BIOCATALIZADORES

En cuanto a la utilizacion de polifosfacenos como soportes para inmovilizar
enzimas, hay que reseflar que no existen muchos ejemplos descritos en la bibliografia.
Asi, en un primer articulo Kwon y Allcock lograron la inmovilizacion de la tripsina o la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en una superficie de [NP(OPh),], anclada a
su vez sobre particulas de alimina (Esquema I.1),'*® de un diametro de entre 100 y 300
A, para posteriormente llevar a cabo la nitracion del polifosfaceno. Los grupos nitro
obtenidos fueron reducidos a las correspondientes aminas que a su vez fueron tratadas

con glutaraldehido para realizar la posterior union con los biocatalizadores.

N
%Q—OO 90% HNO3

Q—O—O—Noz Na,S,0,

7
X

\
\—O NH, HO-R-CH \—O N=CHRCHO
AR ()N _CHORGHO N aa

[ -H,O

HzN-Enzima /A/ Q—OON=CH RCH=N-Enzima
-H,0 //
A: Alimina
P: Poli[bis(fenoxi)fosfaceno]
R: -(CH2)3-

Esquema I.1. Proceso de inmovilizacion covalente de tripsina o G6PDH sobre un polifosfaceno

Hay que resefiar que el rendimiento obtenido en la inmovilizacién no supero el
10% en ninguno de los dos casos. A pesar de ello, los enzimas anclados mostraron una
retencion de la actividad durante periodos de tiempo mayores que cuando se
encontraban simplemente adsorbidos al soporte o en disolucion. También se comprobd
que podian ser reutilizados durante varios ciclos sin que disminuyese apreciablemente

su actividad.

2 H. R. Allcock, S. Kwon, Macromolecules 1986, 19, 1502-1508.
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Matsuki y Saiki consiguieron inmovilizar una invertasa sobre particulas
esféricas de [NP(OCH,CF),], mediante el desplazamiento de los residuos trifluoroetoxi
con NaOCH,CH,NH,, seguido de la activacién de los grupos amino con n-BusNBr y
posterior anclaje del enzima, obteniéndose una buena actividad para la proteina

. eqe 1 29
inmovilizada.

Los polifosfacenos también han sido usados como soportes enzimaticos
mediante la formacién de hidrogeles. Asi, Allcock y colaboradores' consiguieron
encapsular una ureasa en un hidrogel de poli[bis(metoxietoxietoxi)fosfaceno]. El
procedimiento empleado consisti6 en mezclar una disolucioén acuosa del enzima y otra
del polifosfaceno, para posteriormente evaporar el agua e irradiar la mezcla con rayos
de tipo gamma para llevar a cabo el entrecruzamiento del polimero, para por ultimo
realizar una rehidratacion y obtener asi el gel con el biocatalizador encapsulado. Se
observd que la ureasa no se desprendia del mismo y ademds presentaba una buena
actividad remanente a pesar del proceso de radiacion. Otros polifosfacenos han sido
utilizados también como soporte de otras moléculas bioactivas tales como

. 131 132
inmunoglobulinas " o catecolaminas.

El hecho de poseer un esqueleto interno compuesto por dtomos de fosforo y
nitrogeno confiere una flexibilidad especial al polifosfaceno que en ocasiones es un
inconveniente, ya que las cadenas tienden a replegarse y formar ovillos, disminuyendo
asi la superficie del polimero accesible para la inmovilizacion. Asi, se ha preparado una
nanofibra de poli[bis(p-metilfenoxi)]fosfaceno como membrana exterior y un ntcleo de
poliacrilonitrilo (mediante una técnica llamada electrohilado coaxial), que se ha
empleado como soporte enzimatico de la lipasa de Candida rugosa utilizando la técnica
de adsorcion enzimadtica. Con esta metodologia la nanofibra sintetizada logr6é conferir
una mayor estabilidad a la estructura del soporte y la lipasa inmovilizada mantuvo una

actividad remanente del 64%.'*

"2 T Matsuki, N. Saiki, Patente japonesa, 9 pp., JP 01030650, CAN 112:32652, 1989.

BOH R, Allcock, S. R. Pucher, K. B. Visscher, Biomater. 1994, 15, 502-506.

BUH. R. Allcock, C. I. Nelson, W. D. Coggio, Chem. Mater. 1994, 6, 516-524.

B2 H. R. Allcock, W. C. Hymer, P. E. Austin, Macromolecules 1983, 16, 1401-1406.

39S -G. Wang, X. Jiang, P.-G. Chen, A.-G. Yu, X.-J. Huang. Int. J. Mol. Sci. 2012, 13, 14136-14148.
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I.3. INMOVILIZACION COVALENTE DE ALCOHOL DESHIDROGENASAS

El anclaje de lipasas se ha descrito en multitud de ocasiones debido a su facil
accesibilidad y gran estabilidad, ** mientras que la inmovilizacion de alcohol
deshidrogenasas sobre soportes poliméricos a través de métodos de adsorcion ha sido
también relativamente estudiada. Sin embargo, los casos de inmovilizacion de ADHs
por enlaces covalentes son mas escasos siendo ain un campo de investigacion poco
explorado. Algunos de los ejemplos mas representativos descritos hasta ahora en la

bibliografia se muestran a continuacion.

El primer ejemplo publicado en este sentido' fue en el afio 2001 cuando se
inmovilizd una alcohol deshidrogenasa de levadura (YADH) sobre quitosano utilizando
glutaraldehido como conector. Con esta metodologia se observo que la YADH retenia
un 24% de su actividad. Pese a que el enzima anclado mostré6 un aumento de la
estabilidad con respecto a la proteina en disolucidon, en 6-8 ciclos de reutilizacion se

perdié un 50% de actividad.

Posteriormente, Hildebrand y Liitz °° lograron inmovilizar la alcohol
deshidrogenasa de Lactobacillus brevis (LBADH) a un soporte funcionalizado de tipo
amino-epoxi Sepabeds”. Esta preparacion presentaba una actividad remanente del 15%,
conservandola durante al menos un mes si era almacenada adecuadamente a una
temperatura de 4°C. Con el fin de aumentar la estabilizacion del enzima se desarrollaron
dos metodologias: por una parte, el bloqueo de los grupos epoxido sin reaccionar con
glicina o mercaptoetanol para asi evitar interacciones desestabilizantes con la proteina,
y por otra parte, un posterior entrecruzamiento de las proteinas ya inmovilizadas

mediante la adicion de glutaraldehido.

., 13 . J .,
Guisan y colaboradores'®’” mostraron la inmovilizacion covalente de la alcohol

deshidrogenasa de higado de caballo (HLADH) sobre un soporte de agarosa

134 Revisiones recientes: (a) S. Cantone, P. Spizzo, D. Fattor, V. Ferrario, C. Ebert, L. Gardossi, Chim.

Oggi 2012, 30, 10-14; (b) M. Marciello, M. Filice, J. M. Palomo, Catal. Sci. Technol. 2012, 2, 1531-
1543.

135S, Soni, J. D. Desai, S. Devi, J. Appl. Polym. Sci. 2001, 82, 1299-1305.

*°F. Hildebrand, S. Liitz, Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 3219-3225.

575, M. Bolivar, L. Wilson, S. A. Ferrarotti, J. M. Guisan, R. Fernandez-Lafuente, C. Mateo, J.
Biotechnol. 2006, 125, 85-94.
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derivatizado en su forma glioxilada o con bromuro de cianégeno, consiguiendo una
mejora importante en la estabilizacion del enzima frente a variaciones de pH,
temperatura y utilizacion de disolventes organicos sobre todo en el primer caso. El
mismo grupo realizd la inmovilizacion de una alcohol deshidrogenasa proveniente de la
especie Thermus thermophilus HB27 clonada en E. coli sobre diversos soportes.">* En
este caso se observo que la inmovilizacion covalente de la ADH mediante el uso de
diversas técnicas mejoraba la estabilidad enzimatica entre 5 y 10 veces, aunque se
obtuvieron mejores resultados cuando se adsorbid sobre un intercambiador de tipo
i6nico. Recientemente este enzima, aislado de un organismo termofilo (su temperatura
optima de reaccion es 65°C) y que posee una selectividad anti-Prelog con aril cetonas,
ha sido inmovilizado covalentemente sobre una matriz de agarosa activada con grupos
glioxilicos mejorandose 200 veces su estabilidad en comparacion con la proteina en

disolucion.'’

La HLADH junto con la cetoreductasa comercial KREDI117 fueron
inmovilizadas covalentemente sobre particulas de silica de diferentes tamafios
utilizando varios grupos conectores.'* Para sendos biocatalizadores, la afinidad por el
soporte fue elevada (>80% de enzima inmovilizado), pero en todos los casos la
actividad del biocatalizador anclado fue menor en comparacion con la actividad
mostrada en disolucién. Ademads se observo que las particulas de silica ejercian un
acusado efecto en la conformacion del enzima inmovilizado causando cambios

estructurales y la consiguiente desnaturalizacion del biocatalizador.

Una buena solucion para mejorar la estabilidad del enzima una vez que estd
unido al soporte se basa en la utilizacion de un polimero como conector en un proceso
de entrecruzamiento entre las proteinas. Esta técnica se us6 para inmovilizar una alcohol
deshidrogenasa de levadura de panaderia (ADH Y), la cual pese a ostentar una elevada
actividad, solo es estable en unas condiciones de reaccion determinadas.'*! Asi, tras
anclar la proteina mediante adsorciéon o por enlaces de tipo idnico al soporte, la

actividad remanente permanecia entorno al 80-100% de la proteina en disolucion

13 J. Rocha-Martin, D. E. Vega, Z. Cabrera, J. M. Bolivar, R. Fernandez-Lafuente, J. Berenguer, J. M.
Guisan, Process Biochem. 2009, 44, 1004-1012.

1 J. Rocha-Martin, D. Vega, J. M. Bolivar, A. Hidalgo, J. Berenguer, J. M. Guisan, F. Lopez-Gallego,
Bioresour. Technol. 2012, 103, 343-350.

10 G. A. Petkova, K. Zarumba, V. Kral, Biochim. Biophys. Acta 2012, 1824, 792-801.

141 J. M. Bolivar, J. Rocha-Martin, C. Mateo, J. M. Guisan, Process Biochem. 2012, 47, 679-686.
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aunque su estabilidad no mejoraba. Ademas, si se realizaba el anclaje covalente del
biocatalizador por varios puntos de unidn, el enzima se inactivaba por completo. El
mejor resultado se obtuvo al enlazar el biocatalizador de manera covalente sobre un
soporte de agarosa activado con grupos glioxilicos en presencia de N-acetil-L-cisteina.
En este caso, la actividad del enzima tan solo era del 25% pero su estabilidad térmica
era 50 veces mejor que la del biocatalizador en disolucién. Tras ello, el enzima anclado
se tratd con un polimero (polietilenimina) quedando entrecruzado, confiriéndole una
mayor rigidez estructural con la consiguiente mejora de la estabilidad térmica (entorno a

unas 500 veces mas estable que la proteina en disolucion).

L.4. INMOVILIZACION DE BAEYER-VILLIGER MONOOXIGENASAS

La inmovilizacion de este tipo de enzimas se encuentra aun en las primeras fases
ya que hasta el momento ninguna de las metodologias descritas hasta ahora ha mostrado
tener una aplicacion real a gran escala debido a problemas de estabilidad y actividad de

los biocatalizadores.*?°

De todas formas, cabe sefalar algunos ejemplos en los que se
han comenzado a obtener resultados destacables. Asi, el primer ejemplo fue mostrado
por Abril y colaboradores en el cual la ciclohexanona monooxigenasa (CHMO) fue
atrapada junto con una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa utilizando para ello un gel de
poliacrilamida.'** Este nuevo biocatalizador conseguia mantenerse activo durante unos
10 dias. Sin embargo, esta metodologia estaba limitada por la baja actividad del enzima
atrapado debido a los problemas de difusion tanto del sustrato como del oxigeno

molecular necesario para llevar a cabo la oxidacion.

Posteriormente, Zambianchi y colaboradores'* clonaron y sobreexpresaron la
CHMO para estudiar su actividad en oxidaciones de heteroatomos y de Baeyer-Villiger,
asi como su estabilidad frente a diversos aditivos. Los autores lograron co-inmovilizar
la CHMO vy la alcohol deshidrogenasa de Thermoanerobium brockii (ADH-TB),
empleada como sistema de regeneracion del cofactor, usando Eupergit C como soporte.

Asi, se consigui6 reciclar el biocatalizador durante 16 ciclos sin pérdida apreciable de la

20, Abril, C. C. Ryerson, C. Walsh, G. M. Whitesides, Bioorg. Chem. 1989, 17, 41-52.
'3 F. Zambianchi, P. Pasta, G. Carrea, S. Colonna, N. Gaggero, J. M. Woodley, Biotechnol. Bioeng.
2002, 78, 489-496.
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actividad logrando aumentar la vida media del enzima de 1 a 2.5 dias. Ademads, en
términos de actividad, los biocatalizadores inmovilizados sufrian una pérdida de tan

solo un 20% con respecto a su eficacia en disolucion.

Se han inmovilizado células de E. coli recombinantes sobreexpresando la
ciclopentanona monooxigenasa (CPMO) utilizando capsulas de un polielectrolito
[generado a partir de alginato de sodio, sulfato de celulosa, poli(metileno-co-guanidina),
CaCl, y NaCl].'"* Asi, empleando como reaccién modelo una oxidacion de Baeyer-
Villiger, se comprobd que tras 48 horas de reaccidon la conversion y el exceso
enantiomérico obtenidos con las células inmovilizadas eran similares a los alcanzados
en la reaccion catalizada por las células en disolucion. En cambio, tras realizar una
prueba de estabilidad almacenando ambas preparaciones a 4°C, se constaté que las
células que permanecian en el interior de las capsulas mantenian su actividad inicial tras
48 h mientras que aquellas que estaban en disolucion perdian la mitad de su actividad

enzimatica inicial.

I.4. ALCOHOL DESHIDROGENASA DE Rhodococcus ruber DSM 44541 (ADH-
A)

Figura 1.6. Estructura tridimensional de la alcohol deshidrogenasa ADH-A de Rhodococcus
ruber DSM 44541 (PDB: 3JV7)

4 M. Hucik, M. Bu&ko, P. Gemeiner, V. Stefuca, A. Vikartovska, M. D. Mihovilovi¢, F. Rudroff, N.
Igbal, D. Chorvat Jr., I. Lacik, Biotechnol Lett, 2010, 32, 675-680.
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La alcohol deshidrogenasa de cadena media ADH-A de Rhodococcus ruber
DSM 44541 (EC 1.1.1.1) es dependiente de NADH y fue descubierta en el afio 2002.'%
Este enzima ha sido sobreexpresado en Escherichia coli* y presenta la particularidad de
que es muy estable frente a diversos disolventes orgénicos. Asi, es capaz de trabajar con
altos porcentajes de 2-propanol (hasta un 80% v v'') o acetona (hasta un 50% v v'')** o
con cosolventes hidrofobicos como el hexano (hasta un 99% v v™').*® Recientemente su

estructura de rayos X ha sido elucidada (Figura 1.6),'*

y ha mostrado poseer una
estructura homotetramérica en la cual cada subunidad posee dos dtomos de zinc, uno de
ellos para estabilizar la proteina, mientras que el otro forma parte de la catalisis
enzimatica. Empleando la metodologia del sustrato acoplado se ha llevado a cabo la
reduccion asimétrica de diversas cetonas con sustituyentes alquilo-alquilo o arilo-
alquilo y de dicetonas, usando para ello un exceso de 2-propanol para reciclar el
cofactor (Esquema 1.2), obteniéndose en todos los casos los alcoholes de configuracion

. ;. 14
Prelog con excesos enantioméricos excelentes.'*’

o ‘jH
R R,

R1)J\ R,
ee >99% (S)

NADH NAD*
Py \ P Y
R4: alquilo, (hetero)arilo, etc.
R2: Me, Et, CH,X (X=ClI, Br, N3)

O

Esquema 1.2. Reduccion asimétrica de cetonas a los correspondientes (S)-alcoholes usando 2-

propanol para reciclar el cofactor

En cuanto a la inmovilizacion de este biocatalizador, tan solo existe un articulo

publicado por Liese y colaboradores en el cual se ancld sobre tres tipos de materiales

143 W Stampfer, B. Kosjek, C. Moitzi, W. Kroutil, K. Faber, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1014-1017.
16 M. Karabec, A. Lyskowski, K. C. Tauber, G. Steinkellner, W. Kroutil, G. Grogan, K. Gruber, Chem.
Commun. 2010, 46, 6314-6316.

147 (a) F. G. Mutti, A. Orthaber, J. H. Schrittwieser, J. G. de Vries, R. Pietschnig, W. Kroutil, Chem.
Commun. 2010, 46, 8046-8048; (b) M. Kurina-Sanz, F. R. Bisogno, I. Lavandera, A. A. Orden, V. Gotor,
Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 1842-1848; (c) K. Edegger, W. Stampfer, B. Seisser, K. Faber, S. F. Mayer,
R. Ochrlein, A. Hafner, W. Kroutil, Eur. J. Org. Chem. 2006, 1904-1909; (d) W. Stampfer, B. Kosjek, K.
Faber, W. Kroutil, J. Org. Chem. 2003, 68, 402-406.
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148 , , . Cq . , -
particulas esféricas porosas de vidrio, soportes magnéticos y

diferentes:
nanodiamantes. En todos los casos se usé la misma metodologia utilizando como agente
de activacion glutaraldehido. Tras la incubacion de los soportes funcionalizados con una
disolucion del enzima a 4°C, se trataron con una disolucion de glicina para bloquear los
posibles grupos aldehido que quedaron sin reaccionar. Aunque el porcentaje de
inmovilizacidon enzimatica fue del 100%, en todos los casos la actividad del
biocatalizador anclado fue menor que la de la proteina en disolucion. Ademas, se realizo
una comparacion entre los soportes comerciales empleados y se observo que en todos

los casos se pudieron realizar hasta 3 ciclos de reutilizacion sin una pérdida significativa

de actividad, siendo el material de vidrio el que mejor resultados ofrecio.

L.5. LIPASA DE TIPO B DE Candida antarctica (CAL-B)

La CAL-B (EC 3.1.1.3) es una proteina globular pequefa cuya cadena
polipeptidica esta compuesta de 317 aminoécidos, los cuales adoptan una configuracion

199 Este enzima

tridimensional conocida como pliegue de la hidrolasa (Figura 1.7).
proviene de la levadura Candida antarctica, originariamente aislada en la Antartida, que
fue descubierta en 1989 por la empresa Novozymes'™ en un estudio acerca de
biocatalizadores que fueran activos en condiciones extremas. Su estructura de rayos X
fue elucidada en 1994,"' y en ella se observa que su centro activo presenta dos canales
casi paralelos que se extienden desde la serina del centro activo (Ser105) hasta la
superficie. Estos se encuentran parcialmente separados por dos cadenas hidrofébicas de
isoleucina y en ellos se alojan los fragmentos del grupo saliente y del acilo de los
reactivos. Ademads, se ha identificado un fragmento de hélice a que posee cierta
movilidad, pero que no impide el acceso del disolvente al centro activo como ocurre con

otras lipasas. Esta hidrolasa puede ser sin lugar a dudas la mas empleada'”” para llevar a

cabo procesos de resolucion de alcoholes, aminas o ésteres debido al amplio intervalo

K. Goldberg, A. Krueger, T. Meinhardt, W. Kroutil, B. Mautner, A. Liese, Tetrahedron: Asymmetry
2008, /9, 1171-1173.

'9'S. Lutz, Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2743-2748.

OH. P. Heldt-Hansen, M. Ishii, S. A. Patkar, T. T. Hansen, P. Eigtved, ACS Symposium Series 1989,
389, 158-172.

"*I'(a) J. Uppenberg, S. Patkar, T. Bergfors, T. A. Jones, J. Mol. Biol. 1994, 235, 790-792; (b) J.
Uppenberg, M. T. Hansen, S. Patkar, T. A. Jones, Structure 1994, 2, 293-308.

152 A fecha de 3 de mayo de 2013, en la base de datos Scifinder (https://scifinder.cas.org/) aparecen 1.887
referencias que hacen mencion a la lipasa de tipo B de la Candida antarctica.
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de sustratos que acepta con una gran estereoselectividad, asi como a su gran estabilidad

. ;o 84
frente a disolventes organicos y temperaturas altas.

Figura L.7. Estructura tridimensional de la lipasa CAL-B (PDB: 1TCA)

Este enzima se comercializa tanto en disolucion acuosa como anclado a
diferentes materiales cerdmicos o poliméricos, y existen numerosos estudios sobre su
inmovilizacion empleando diversas metodologias (unidén covalente, adsorcion,
encapsulamiento o entrecruzamiento), llegandose a un nivel de eficacia comparable o
incluso superior con respecto a las preparaciones accesibles comercialmente de esta

. . o 153
lipasa inmovilizada.

1.6. FENILACETONA MOOXIGENASA DE Thermobifida fusca (PAMO)

La PAMO (EC 1.14.13.92) es un enzima termoestable ya que ha sido aislado de
la bacteria mesotermofila Thermobifida fusca. Pertenece al tipo I de las BVMOs, por lo
que tiene FAD como grupo prostético y requiere NADPH como cofactor.'>* Ademas, es

la primera BVMO cuya estructura ha sido elucidada por rayos X."”> Es una proteina

'35 Algunas revisiones y ejemplos recientes: (a) M. D. Truppo, G. Hughes, Org. Process Res. Dev. 2011,
15, 1033-1035; (b) M. L. E. Gutarra, C. Mateo, D. M. G. Freire, F. A. G. Torres, A. M. Castro, J. M.
Guisan, J. M. Palomo, Catal. Sci. Technol. 2011, 1, 260-266; (c) P. Saunders, J. Brask, en Biocatalysis in
Polymer Chemistry, Ed. K. Loos, Wiley-VCH, Weinheim, 2011, pp. 65-82; (d) S. J. Pierre, J. C. Thies,
A. Dureault, N. R. Cameron, J. C. M. van Hest, N. Carette, T. Michon, R. Weberskirch, Adv. Mater.
2006, /8, 1822-1826.

** M. W. Fraaije, J. Wu, D. P. H. M. Heuts, E. W. van Hellemond, J. H. Lutje Spelberg, D. B. Janssen,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 2005, 66, 393-400.

SE. Malito, A. Alfieri, M. W. Fraaije, A. Mattevi, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101, 13157-
13162.
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monomérica de 64 kDa. Como se muestra en la Figura 1.8, su estructura cristalina revela
la presencia de dos dominios, uno de enlace con el NADPH y otro con el FAD, los
cuales son tipicos en todas las oxidorreductasas que contienen este grupo prostético.
Ademas posee un tercer subdominio helicoidal tipico de las BVMOs de tipo I. Los
resultados obtenidos muestran la existencia de dos residuos cruciales (Arg217 y
Lys336) en el reconocimiento de la adenina y el grupo 2’-fosfato del NADPH,

respectivamente, lo que explica la mayor preferencia por este cofactor frente al NADH.

Figura L8. Estructura de la PAMO conteniendo el cofactor pirimidinico obtenida por

difraccion de rayos X (PDB: 2YLR)

Una propiedad interesante de la PAMO es su activacion cuando es incubada a
elevadas temperaturas. Asi, cuando el enzima se incuba a 50°C durante una hora, su
actividad se dobla. Este biocatalizador presenta un intervalo de pH 6ptimo entre 7.0 y
9.0 para la oxidacion de la fenilacetona, su sustrato modelo. Como se ha demostrado
recientemente, el pH del medio tiene un efecto muy importante en la selectividad de la

PAMO.'%®

Esta BVMO muestra una clara afinidad por los sustratos aromaticos, aunque

también es capaz de aceptar otros derivados alifaticos y de llevar a cabo la oxidacion de

158

y . y . 15 . .y
sulfuros y sulfoxidos organicos,”’ aminas y compuestos borados.'”® También se ha

136 F, Zambianchi, M. W. Fraaije, G. Carrea, G. de Gonzalo, C. Rodriguez, V. Gotor, G. Ottolina, Adv.
Synth. Catal. 2007, 349, 1327-1331.

57G. de Gonzalo, D. E. Torres Pazmifio, G. Ottolina, M. W. Fraaije, G. Carrea, Tetrahedron: Asymmetry
2005, 16, 3077-3083.
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llevado a cabo con éxito la resolucion cinética de una serie de compuestos carbonilicos
aromaticos racémicos mediante oxidacion enzimatica de Baeyer-Villiger (Esquema 1.3).
Asi, se obtuvieron los mejores resultados con bencilcetonas a-sustituidas racémicas
como sustratos de partida. En todos los casos, se sintetizaron los ésteres de
configuracion S con elevadas enantioselectividades en tiempos cortos de reaccion.”” En
todos los casos anteriormente comentados se utilizo la G6PDH junto con la glucosa-6-

fosfato para reciclar el cofactor de nicotinamida.

R R1 O R1
1
m R
|/ g 3 2 N\ o “F O
X NADPH NADP™*

gluconato-6-fosfato = glucosa-6-fosfato

e

Esquema 1.3. Oxidacion enantioselectiva de cetonas racémicas catalizada por la PAMO

utilizando G6PDH para reciclar el cofactor nicotinamidico

Hay que resefiar también con respecto a esta BVMO que, a diferencia de otros

. . £ 160
enzimas de esta clase, es muy estable frente a disolventes organicos ~ y por ello ha
recibido una gran atencion en estudios de evolucion dirigida y mutagénesis para obtener

nuevas BVMOs con mejores propiedades en cuanto a selectividad y actividad.'®'

Recientemente, se han comenzado a desarrollar proteinas quiméricas empleando
un constructo que lleva el gen que codifica la BVMO junto con un pequefio fragmento
de material genético que codifica una pequefia cadena espaciadora polipeptidica ademas
del enzima que regenera el cofactor (como por ejemplo, una fosfito deshidrogenasa,

PTDH). Una vez expresada en la célula huésped, esta proteina quimérica regenera

'8 p. B. Brondani, G. de Gonzalo, M. W. Fraaije, L. H. Andrade, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2169-
2173.

1% (a) C. Rodriguez, G. de Gonzalo, M. W. Fraaije, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 2007, 18, 1338-
1344; (b) C. Rodriguez, G. de Gonzalo, D. E. Torres Pazmifio, M. W. Fraaije, V. Gotor, Tetrahedron:
Asymmetry 2009, 20, 1168-1173.

160 (a) F. Secundo, S. Fiala, M. W. Fraaije, G. de Gonzalo, M. Meli, F. Zambianchi, G. Ottolina,
Biotechnol. Bioeng. 2011, 108, 491-499; (b) A. Rioz-Martinez, G. de Gonzalo, D. E. Torres Pazmifio, M.
W. Fraaije, V. Gotor, Eur. J. Org. Chem. 2009, 2526-2532; (c) C. Rodriguez, G. de Gonzalo, D. E. Torres
Pazmifio, M. W. Fraaije, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry 2008, 19, 197-203; (d) F. Schulz, F. Leca, F.
Hollmann, M. T. Reetz, Beilstein J. Org. Chem. 2005, 1, 10.

'8! (a) H. L. van Beek, G. de Gonzalo, M. W. Fraaije, Chem. Commun. 2012, 48, 3288-3290; (b) M. T.
Reetz, S. Wu, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 15424-15432; (c) D. E. Torres Pazmifio, R. Snajdrova, D. V.
Rial, M. D. Mihovilovic, M. W. Fraaije, Adv. Synth. Catal. 2007, 349, 1361-1368.
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internamente el NADPH usado por la monooxigenasa comportindose de manera
autosuficiente.'®> Un ejemplo de este tipo de quimera es la PAMO-CRE2 (fusion entre
la fenilacetona monooxigenasa y una fosfito deshidrogenasa), que ademas fue

94
* De esta manera se crearon

encapsulada utilizando un polimersoma como soporte.
nanoreactores que contenian dicho enzima y que eran capaces de llevar a cabo la
oxidacion de Baeyer-Villiger regenerando el cofactor pirimidinico de manera
autosuficiente. En este estudio se compard su actividad con la PAMO y la G6PDH
como sistema de regeneracion en disolucion, comprobandose que existia una mayor
actividad con la monooxigenasa fusionada encapsulada, llegdindose a una conversion
completa con la fenilacetona tras 15 h de reaccion. También se observo una buena
actividad para los casos en los que se encapsulé la G6PDH junto con la PAMO en el
interior del polimersoma o solamente la G6PDH afiadiendo la PAMO a la disolucion.
En cambio, cuando la monooxigenasa se inmoviliz6 de manera covalente sobre el

polimersoma que contenia la G6PDH, la actividad enzimatica del complejo formado

descendio drasticamente.

1.7. GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA DE Leuconostoc

mesenteroides

Figura L.9. Estructura de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides

obtenida por difraccion de rayos X (PDB: 1DPG)

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) es un enzima que esta

162 (a) D. E. Torres Pazmifo, A. Riebel, J. de Lange, F. Rudroff, M. D. Mihovilovic, M. W. Fraaije,
ChemBioChem 2009, 10, 2595-2598; (b) D. E. Torres Pazmifio, R. Snajdrova, B.-J. Baas, M. Ghobrial,
M. D. Mihovilovic, M. W. Fraaije, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 2275-2278.
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presente en los seres vivos. En los mamiferos cataliza la primera reaccion en la via de
la pentosa fosfato, la ruta metabolica que aprovisiona a las células de NADPH y
pentosas para la sintesis de 4acidos nucleicos. Para el caso de la proveniente de
Leuconostoc mesenteroides, su estructura ha sido elucidada por difraccion de rayos X
(Figura 1.9).'” Este biocatalizador es un dimero, consistiendo cada subunidad de dos

dominios.

Aunque ya se conocia su existencia en los afios 50,'°* no fue hasta 1981 cuando
Wong y Whitesides demostraron la aplicabilidad de esta deshidrogenasa para regenerar
el cofactor de nicotinamida en procesos catalizados por oxidorreductasas, utilizandolo
conjuntamente con la glucosa-6-fosfato para obtener el cofactor reducido de nuevo y
gluconato-6-fosfato como subproducto de la reaccion.”’ Presenta una ligera preferencia
por el NADPH, aunque es capaz de aceptar con gran eficiencia NADH. Hoy en dia es
facilmente accesible y es por ello que es uno de los catalizadores mas empleados en

sistemas del enzima acoplado con, por ejemplo, ADHs y BVMOs.

En cuanto a su inmovilizacion, destaca el articulo reciente de Liese y
colaboradores en el que han encapsulado la proteina mediante la técnica de sol-gel
utilizando diferentes derivados de silice.'® Dicha encapsulacion se 1levo a cabo usando
ortosilicatos, preparaciones de silice coloidal y silanos solubles en medios acuosos.
Ademads, para poder validar y sopesar la actividad y estabilidad de la proteina
encapsulada, también fue inmovilizada de manera covalente sobre particulas
funcionalizadas con grupos amino utilizando glutaraldehido como conector. El estudio
mostrd con respecto a los geles derivados de alcoxisilanos que las actividades mas altas
se obtenian empleando TEOS (tetraetil ortosilicato) en lugar de TMOS (tetrametil
ortosilicato), aunque en ambos casos la actividad descendi6 drasticamente tras 4 dias de
encapsulamiento. Cuando se utilizd6 como soporte el gel soluble en agua (silice
modificada con etilenglicol), la actividad tras un dia de encapsulamiento fue similar a
la obtenida con el enzima en disolucion, ademas, tras varios dias mostrdé un descenso
en la actividad bastante menor en comparacion con las preparaciones anteriores. Todas

ellas mostraron una mayor actividad con respecto a la G6PDH inmovilizada de manera

' p Rowland, A. K. Basak, S. Gover, H. R. Levy, M. J. Adams, Structure 1994, 2, 1073-1087.

!4 R. D. DeMoss, 1. C. Gunsalus, R. C. Bard, J. Bacteriol. 1953, 66, 10-16.

15S. Cumana, J. Simons, A. Liese, L. Hilterhaus, I. Smirnova, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2013, 85-86,
220-228.
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covalente. Como contrapartida, cabe destacar que mientras que por encapsulamiento se
observo una pérdida continua de actividad, la proteina enlazada de manera covalente la

mantenia constante durante tiempos mas largos.
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Parte I: Inmovilizacion Enzimdtica Resultados y Discusion

Inicialmente se sintetizo el polifosfaceno 2 a partir del correspondiente derivado
nitrado 1 previamente descrito utilizando para ello un reductor como es el reactivo de
Lalancette (NaBH,S3) a reflujo de tetrahidrofurano durante 24 horas, reduciendo de este
modo los grupos nitro a aminas (Esquema 1.4). Tras un tratamiento acido, el polimero se
agito en una disolucién de NaOH (10% p v'' en agua) durante otras 24 h. Tras ello, se

filtro obteniéndose el polifosfaceno deseado con un rendimiento del 80%.

s, QOO

(O}N0) "

_® THF, 24 h 4 ° O 00
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Esquema 1.4. Reduccion de los grupos nitro en el polifosfaceno 1 utilizando el agente de

Lalancette
Una vez sintetizado, se llevéd a cabo la optimizacion de la inmovilizacion de la

alcohol deshidrogenasa de Rhodococcus ruber ADH-A. Para ello, se aprovecho la

reactividad de los grupos amino presentes en el soporte para hacerlos reaccionar con
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una molécula bifuncionalizada que pudiera actuar de conector entre el soporte y la
biomolécula, en este sentido, se utiliz6 glutaraldehido ya que ha demostrado ser una
excelente unién en trabajos previos de inmovilizacion enzimatica covalente.
Inicialmente se hizo reaccionar el polifosfaceno 2 con glutaraldehido (2 equivalentes) a
temperatura ambiente durante 2 h, pero por RMN no se observd producto de
condensacion entre los grupos amino y el glutaraldehido. La reaccion tuvo que ser
llevada a cabo a 50°C durante 2 h para poder observar la funcionalizacion del soporte.
Seguidamente, las particulas activadas con el conector se incubaron con una disolucién
del enzima en una disolucion tampon con agitacion magnética a 4°C durante 30
minutos. Tras ello, para eliminar los posibles grupos aldehido que no hubieran

reaccionado con el biocatalizador, se trato el polimero con una disolucion de glicina.

Para comprobar el anclaje del enzima, se utilizé un test de actividad enzimatica
(Esquema 1.5). Asi la reacciéon modelo elegida fue la biorreduccion de la acetofenona
para obtener (S)-1-feniletanol utilizando isopropanol como sistema de reciclaje del
cofactor.

) OH

B < ~ (S)
=
ee >99%
preparacion .
enzimatica / NAD

Esquema 1.5. Biorreduccion de acetofenona catalizada por la ADH-A anclada o en disolucion

Cuando esta reaccion fue llevada a cabo empleando el biocatalizador
inmovilizado, tras 24 h se obtuvo un 13% de conversion con un exceso enantiomérico
>99% (S), siendo bastante baja en comparacion con la obtenida utilizando el enzima en
disolucion (entorno al 85%). Pero en vista de que el exceso enantiomérico del alcohol
era excelente, este primer experimento representd un buen punto de partida para la

optimizacién de la inmovilizacion del biocatalizador.

Se estudi6 por separado tanto de la activacion del polifosfaceno con

glutaraldehido como el consiguiente anclaje del enzima sobre el soporte. En el primer
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paso se observé que la adicion de un mayor exceso de glutaraldehido no aumentaba la
actividad del soporte. Tampoco se apreciaron mejoras significativas cuando la reaccion
se realizaba en presencia de una base como la trietilamina o incluso en fase homogénea
en una disolucion de DMSO. Sin embargo, si que se observo una significativa mejora al
llevar a cabo la reaccion en una disolucidén saturada de (NH4),SO4, obteniendo una
conversion enzimatica del 43%. Este hecho se atribuyd a que es conocido que la
presencia del sulfato amonico ayuda a extender las cadenas flexibles del polifosfaceno,
evitando que se plieguen formando ovillos, y por consiguiente aumentando la
efectividad de la reaccion entre los grupos amino y el glutaraldehido. También se utilizé
una diamina como la 1,4-butanodiamina como brazo espaciador para aumentar la
distancia entre el soporte y la proteina y asi evitar posibles interacciones
desestabilizantes del enzima, pero la conversion obtenida no mejor6 la ya mostrada
anteriormente. Asimismo, se determind mediante técnicas de resonancia magnética

nuclear que la cantidad de glutaraldehido unido al polimero estaba entorno al 8§%.

Para optimizar el anclaje de la ADH en el soporte activado se estudiaron
diferentes condiciones como el tiempo de reaccion, la temperatura y el tipo de agitacion.
Asi tras realizar varias pruebas, se comprob6 que la presencia del sulfato amonico en
este paso no influia en el aumento de la proteina anclada en el soporte. En cambio, se
observo una mejoria destacable al realizar la inmovilizacién en una disolucién tampon
durante 12 h a 0°C con una agitacion magnética, llegdndose a tener conversiones
comparables (85%) a las obtenidas con la ADH-A en disolucion. Se destaco la
importancia de la temperatura ya que si se mantenia el mismo tiempo de reaccion pero a
temperatura ambiente, la actividad descendia casi a la mitad. El tipo de agitacion
también fue un factor a tener en cuenta, ya que al utilizarse agitacion orbital en lugar de
magnética a 20°C, la conversion enzimatica obtenida mostréo una mejoria destacable
(67%) en comparacion con la obtenida en la prueba a temperatura ambiente, pero no
mejord la actividad del enzima inmovilizado a 0°C, observdndose ademas uniones

inespecificas del biocatalizador en estas condiciones.

Con el fin de facilitar el procedimiento, se realiz6 una prueba de actividad
utilizando el preparado enzimatico sin el Gltimo tratamiento con la glicina para eliminar
los grupos aldehido que hubieran quedado libres en el proceso de inmovilizacion

enzimatica, observandose que la conversion obtenida no variaba. También se efectud
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una prueba en la que el enzima anclado se tratdé con borohidruro sddico con el fin de
reducir los enlaces iminicos (los cuales son labiles en medio acuoso y pueden romperse
provocando el consiguiente desprendimiento del biocatalizador), para formar enlaces C-
N estables. En este caso, el soporte obtenido mostré un descenso de la actividad (62%)

el cual fue atribuido a la inactivacion parcial del enzima inmovilizado.

Una vez optimizados ambos pasos de reaccion, esta preparacion enzimatica se
utilizé en la reduccién de una serie de sustratos tanto alifaticos como aromaticos para
obtener los correspondientes alcoholes de configuracion Prelog con unas buenas
conversiones y unos excesos enantioméricos excelentes. También se realiz6 una prueba
de estabilidad térmica manteniendo tanto la ADH comercial en disoluciéon como anclada
a elevadas temperaturas durante diferentes periodos de tiempo. En este caso la
inmovilizaciéon del enzima no aportd una mejora extra a la ya de por si buena
termoestabilidad de esta alcohol deshidrogenasa, y ambas preparaciones se inactivaron a

una temperatura de 80°C durante una hora de incubacion.

La mayor ventaja de un biocatalizador inmovilizado es la capacidad de este para
ser reutilizado durante varios ciclos de reaccion sin que su actividad enzimadtica se vea
afectada. Por ello se realizé un estudio del reciclaje del enzima unido al polifosfaceno.
Se observo que el biocatalizador podia ser reutilizado durante 6 reacciones sin una
pérdida significativa de su actividad enzimatica. Almacenando esta preparacion a una
temperatura de -20°C y reutilizandola en una tanda de tres ciclos de reaccion, el enzima
sigui® manteniendo una actividad excelente incluso después de tres meses de
almacenamiento demostrando la gran robustez y estabilidad del nuevo biocatalizador

obtenido.

Este estudio se ampli6 a la inmovilizacion de otra biomolécula como es la lipasa
de tipo B de Candida antarctica. Asi, una vez inmovilizada utilizando las condiciones
optimizadas para la alcohol deshidrogenasa, se realizO una prueba de acilacion
enzimatica con el fin de demostrar la aplicabilidad de estos soportes en medios
organicos. La reaccion modelo elegida fue la resolucion cinética del 1-feniletanol
utilizando acetato de vinilo como agente acilante y tert-butil metil éter como disolvente
a 30°C durante 24 h. La conversion obtenida fue del 49% con un exceso enantiomérico

excelente tanto para el sustrato como para el producto, mientras que en cambio
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utilizando la CAL-B comercial en disolucion, la conversion no superd el 17%
evidenciando el aumento de su estabilidad cuando la lipasa se encontraba anclada.
También se realizd una prueba de reutilizacion de esta preparacion, observandose en
este caso un descenso continuado en la actividad de la lipasa inmovilizada, aunque a

pesar de ello, tras 5 ciclos de reaccion la conversidon ain se mantenia por encima del

35%.
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Debido a los buenos resultados obtenidos previamente inmovilizando tanto la
ADH-A como la CAL-B covalentemente sobre derivados de polifosfaceno, nos
planteamos el objetivo de anclar la fenilacetona monooxigenasa (PAMO). Para ello, se
decidid utilizar para el anclaje de la proteina las mejores condiciones descritas en el
estudio anterior. Asi, el polifosfaceno sintetizado anteriormente 2 se activd con
glutaraldehido y en un segundo paso se adicion6 una disolucion de la PAMO en un
tampon Tris. HCl 50 mM pH 9 (este es el pH optimo en el que trabaja la BVMO),

manteniendo la reaccion con agitacion magnética durante 15 h a 5°C.

Para comprobar el grado de anclaje del enzima en el soporte se utilizaron varias
técnicas como la espectroscopia infrarroja y la visible-ultravioleta o la resonancia
magnética nuclear, pero en ningun caso se obtuvieron resultados positivos, con lo que se
decidié emplear una reaccion modelo para relacionar la conversion enzimatica con el
porcentaje de proteina anclada. La reaccion elegida fue la oxidacion de la fenilacetona
al acetato de bencilo utilizando en este caso como sistema de regeneracion del cofactor
un segundo biocatalizador, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en presencia de
glucosa-6-fosfato (Esquema 1.6). Con el fin de poder comparar la actividad de la PAMO
inmovilizada vs a la que se encontraba en disolucion, la cantidad de enzima utilizada en
la prueba de inmovilizacion, fue la misma que se afiadid a la reaccion biocatalitica. El
resultado obtenido tras 24 h de reaccion con este biocatalizador fue del 7%, un valor
bastante bajo en comparaciéon con la PAMO en disoluciéon (>97%), sin embargo fue
suficiente para demostrar que esta BVMO podia ser unida a un soporte de manera

covalente, con lo que se comenz6 a optimizar el proceso de anclaje de la proteina.

o)

m - [Preparaﬁin eiimética]' OJJ\ +Hy0
o] [ j

NADPH NADP*

gluconato-6-fosfato = \/ glucosa-6-fosfato
G6PDH

Esquema 1.6. Biooxidacion de la fenilacetona catalizada por la PAMO inmovilizada o en

disolucion utilizando la G6PDH como sistema de regeneracion del cofactor
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La fenilacetona monooxigenasa es un enzima termoestable capaz de permanecer
activo a altas temperaturas, por ello se estudid su inmovilizacion aumentando la
temperatura del proceso. Cuando la unién se realizé a temperatura ambiente durante 15
h, la conversion obtenida fue el doble (14%), y esta mejord ligeramente al aumentar la
temperatura de anclaje a 40°C obteniendo un 18% de conversion tras 15 h de
inmovilizacion y un 20% tras 24 h. Esta fue la temperatura 0ptima ya que al llevarse a
cabo a 50°C, la conversion descendi6 (11%) y a 60°C la inactivacion fue casi completa
no superando el 3% de conversion. El siguiente factor estudiado fue el tipo de agitacion,
ya que es conocido que la agitacion magnética puede llegar a desnaturalizar las
proteinas. Se llevo a cabo una prueba del anclaje utilizando agitacion orbital (250 rpm)
a 40°C. Tras 15 h de reaccion, la conversion obtenida con el biocatalizador
inmovilizado se vio aumentada drésticamente llegando a valores comparables a los
obtenidos con la PAMO en disolucion (>97%). El uso de un brazo espaciador como la
1,4-butanodiamina o la reduccion con borohidruro de sodio de los enlaces iminicos
formados, afectaron negativamente a la actividad del enzima, con lo que su uso fue

descartado.

A continuacion se realizaron una serie de pruebas para comprobar que la
actividad mostrada se debia a la PAMO inmovilizada a través de los enlaces covalentes,
y no a posibles uniones inespecificas. Para ello, el polifosfaceno 2 sin activar con
glutaraldehido se incubd con la BVMO en las condiciones optimizadas y posteriormente
se realiz una prueba de actividad de este preparado enzimatico. La conversion obtenida
fue del 11%, demostrandose que la mayoria del enzima se encontraba enlazado
covalentemente. Para corroborarlo, el biocatalizador anclado a través del conector al
polifosfaceno se incubd en una disolucion tampén durante 24 h. En este tiempo, las
proteinas que se encontraran unidas al polimero de manera inespecifica, se
desprenderian pasando a la fase acuosa. Tras ello, el soporte se filtrd, se lavo repetidas
veces, y se le realizd un test de actividad. La conversion obtenida fue del 84%, siendo
este pequefio descenso en la actividad debido a la eliminacidon del porcentaje de la

PAMO que se encontraba anclada de manera inespecifica a la superficie del polimero.

Una vez optimizadas las condiciones de inmovilizacién del enzima, se decidid
realizar un estudio del soporte aumentando el grado de sustitucion de los grupos amino

presentes en el polifosfaceno (Esquema 1.7). El paso crucial para variar esta proporcion

91



Parte I: Inmovilizacion Enzimdtica Resultados y Discusion

es la relacion de dacido nitrico utilizado en la nitracion del polifosfaceno 3. Se
sintetizaron asi dos nuevos derivados, 4, con una proporcion de un grupo nitro por
monoémero, y 6, con dos grupos nitro presentes en cada mondmero del polimero. Tras
realizar la reduccion y posterior activacion de los nuevos soportes, se anclé la PAMO
observandose que los valores de actividad obtenidos no variaban entre ellos, siendo
similares a los obtenidos con el polifosfaceno con x= 0.5. Con esto, se pudo concluir
que el aumento de la proporcion de los grupos amino en el polimero no afect6 a la

actividad de la preparacion.

Y
! ! 2804/HN03 . OO O NaBH,S; O O
oo o

00

o] 4’ 0 0 o o]
P \ , ) / ) |
\@N//\)\ ta. 15h / P THF,24h 5
X N N/ N/
1-X'n X 1-X4n
3 1,x=0.5,Y=H 2,x=0.5,Y=H
4, x=1, Y=H 5, x=1, Y=H
6, x=1, Y=NO, 7, x=1, Y=NH,

Esquema 1.7. Formacion de los polifosfacenos con diferente grado de sustitucion de grupos

amino a través de un proceso de nitracion-reduccion

En todas las pruebas de biooxidacion de la fenilacetona, se ha utilizado como
sistema de regeneracion del cofactor la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa que se
adicionaba a la disolucién cada vez que se realizaba una prueba. Por ello, nos
planteamos la co-inmovilizacion de esta deshidrogenasa junto con la PAMO con el fin
de preparar un sistema redox autosuficiente capaz de regenerar el cofactor pirimidinico
con la sola adicion de un cosustrato de facil acceso como es la glucosa-6-fosfato
(Esquema 1.8). Utilizando el polifosfaceno 2, se realizé un estudio de la unién de ambos
biocatalizadores en las condiciones optimizadas anteriormente afadiendo una
disolucion de PAMO y G6PDH en diferentes proporciones. Se observd que al afiadir
una relacion en unidades de 1:2.5 (PAMO:G6PDH), la conversion obtenida tras 1 h de
reaccion fue del 40% y esta se incrementd al aumentar la proporcion de G6PDH,
llegandose a obtener una conversion del 80% cuando se utilizdo una relacion 1:10,
demostrandose la necesidad de afiadir un exceso del enzima encargado de reciclar el

cofactor para aumentar la actividad de la preparacion co-inmovilizada.
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Esquema 1.8. Biooxidacion de la fenilacetona catalizada por la PAMO co-inmovilizada con la

GO6PDH en un mismo soporte

Se realizaron pruebas de reutilizacion tanto de la BVMO inmovilizada sola
como junto con la G6PDH, observandose que ambas preparaciones eran activas durante
5 ciclos de reciclado mostrando un apreciable descenso en su actividad en el 2° ciclo, y
luego un descenso menos marcado y constante durante las reutilizaciones restantes. La
tendencia observada para ambos fue similar, indicando que el descenso en la actividad
del biocatalizador se debia en gran medida a la inactivacion causada a lo largo del
tiempo por la monooxigenasa. Esta disminucion de la actividad se demostro realizando
una prueba con la PAMO en disolucién tras incubarla durante 24 h. La conversion
obtenida a los 30 minutos para la oxidacion de la fenilacetona descendié desde un 80%
(usando la PAMO sin un tratamiento previo) a un 6% tras la incubacion, corroborando
que el enzima que limitaba la actividad de la preparacion co-inmovilizada era la

monooxigenasa.

Por ultimo, se llevod a cabo la oxidacion de un grupo de cetonas racémicas y de
sulfuros con el fin de estudiar la selectividad del nuevo biocatalizador co-inmovilizado
con la G6PDH, observiandose en la mayoria de los casos unos valores similares de
enantioselectividad a los mostrados por el enzima en disolucion, aunque cabe destacar
un pequefio descenso en el caso de la oxidacion del tioanisol, y una mejora destacable

en la obtencion del sulfoxido enantiopuro del 2-feniletil metil sulfuro.
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Polyphosphazenes as Tunable and Recyclable Supports To
Immobilize Alcohol Dehydrogenases and Lipases: Synthesis,
Catalytic Activity, and Recycling Efficiency
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The polyphosphazene {NP[O,C,H;5(NH,),5]},, prepared by reacting {NP[O,C,H;5(NO,),5]} with the Lalancette’s
reagent, was used for attaching enzymes such as alcohol dehydrogenase (ADH-A) and lipase (CAL-B). The
resulting new biocatalysts exhibited great potential as tunable supports for enzymatic reactions in both aqueous
and organic media. The material with immobilized ADH-A was as efficient as the commercial enzyme to perform
stereoselective bioreductions of ketones in aqueous solutions and could be used for the reduction of various
aliphatic and aromatic ketones up to 60 °C and recycled several times without significant loss of activity even
after three months of storage. The biocatalyst obtained with CAL-B was more efficient than the free enzyme for
kinetic resolutions in organic solvents and exhibited a moderately good capability of reutilization.

Introduction

Polyphosphazenes are ideal compounds to tune their physical
and chemical properties by selecting the appropriate function-
alities linked to the phosphorus atom.' Because of their highly
valuable characteristics, mainly their chemical and temperature
resistance, these derivatives are potentially useful for biotech-
nological applications and, in fact, novel materials derived from
this type of polymer have been recently designed and applied
to important fields such as biomedicine.? The synthesis of
functionalized polyphosphazenes by secondary reactions on
pendant side groups is a fruitful alternative to the classical
macromolecular substitution with nucleophiles carrying the
desired functional groups.' The latter is a more advantageous
approach in cases like the sulfonation of aryloxyphosphazenes®
or the introduction of pendant PPh, ligands.’

In the past few years, an increasing number of catalytic
processes for industry have been described. The new require-
ments that society demands concerning greener and safer
methodologies, make the immobilization of (bio)catalysts a very
important issue aiming to better recycling efficiency and more
economical and environmental friendly processes.® Thus, the
chemical or physical fixation of enzymes on supporting carriers
can be achieved by different methods.” In this context, poly-
phosphazenes have scarcely been used as support of biomac-
romolecules, and in the particular case of biocatalysts, only a
few examples can be mentioned.?® In a first article, Allcock
and Kwon covalently immobilized tripsine and glucose-6-
phosphate dehydrogenase on a support of modified [NP(OPh),],
on an alumina carrier.® The process consisted of a nitration-
reduction protocol to obtain the corresponding polyaminophos-
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phazene derivative that was subsequently activated with glut-
araldehyde and then reacted with the enzyme solution. Later,
an invertase was supported on spherical particles of
[NP(OCH,CF5),],, first displacing the trifluoroethoxy moieties
with NaOCH,CH,NH, and then anchoring the enzyme, obtain-
ing good activities for this preparation.’ Finally, an urease was
encapsulated on a hydrogel derived from poly[bis(methoxy-
ethoxyethoxy)phosphazene] through irradiation with y-rays to
cross the polymer and trap the biocatalyst.'”

Biocatalytic reactions have recently gained more relevance
due to the mild conditions employed and the highly chemo-,
regio-, and stereoselective transformations obtained to synthesize
natural products and drugs.'' Among all available enzymes,
probably hydrolases and oxidoreductases are the most explored
catalysts.'” Thus, lipases are a class of hydrolases that have
widely been used to achieve kinetic resolutions through hy-
drolysis, esterification, and aminolysis reactions, among others."?
Candida antarctica lipase B (CAL-B) has been used in organic
solvents to perform the kinetic resolution of alcohols and
especially amines.'* In the case of oxidoreductases, alcohol
dehydrogenases (ADHs, also called carbonyl reductases) have
been employed to catalyze the stereoselective reduction of
prochiral ketones with remarkable selectivities.'> For instance,
the nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)-dependent
alcohol dehydrogenase ADH-A from Rhodococcus ruber DSM
44541 has been isolated and overexpressed in Escherichia coli
and can be applied to the asymmetric reduction of alkyl- and
aryl-substituted ketones or diketones.'®

To improve the stability of lipases in organic solvents, they
have been adsorbed/immobilized in many supports. In case of
immobilization of ADHs, fewer reports have been shown and
most of these processes were based on adsorption techniques.
Only very few examples using covalent binding are described."”
There is only one previous report where ADH-A has been
covalently anchored to amino-functionalized materials, including
porous glass beads, magnetic particles, and nanodiamonds.'®
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Scheme 1.

HZSO4/HNO3 O O
5 S,
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Synthesis of Polyphosphazene 3

Glutaraldehyde was employed as linker and, although very good
immobilization yields were achieved, the activities were lower.
Until three biocatalytic cycles could be performed with a
minimum loss of enzymatic activity.

In earlier reports, we described the synthesis of phosphazene
polymers with phosphorus-dioxy-biphenyl moieties (or the chiral
binaphthyl analogues) in the repeating units, and a number of
copolymers with monodentated aryloxydes carrying different
functional groups.'® Recently, the regioselective and controlled
direct nitration of the homopolymer [NP(O,C;,Hg)], (1), which
is readily available,>® was achieved by taking advantage of the
unusual high solubility and stability of this precursor in
concentrated sulfuric acid, to obtain in one pot a simple
procedure for the derivatives {NP[O,C,Hg—,(NO»),]}, (2), with
x ranging from 0.2 to 2 in excellent yields (Scheme 1).2' As
polymers 2, with M,, of the order of 10°, are well characterized
materials (by 'H, *C, 3'P, and IR spectra) with well-defined
chemical composition, and with limited but sufficient solubility
in THF,?' they were selected as very advantageous candidates
to be converted into the NH, derivatives {NP[O,C,H7s-
(NHy)o51}, (3), useful to support enzymes. Herein we wish to
report the use of 3 to immobilize an alcohol dehydrogenase
(ADH-A) for bioreductions on aqueous solutions and a lipase
(CAL-B) to achieve kinetic resolutions on organic solvents.

Experimental Section

General. Ketones, racemic alcohols, racemic acetate 17, alcohol
dehydrogenase from Rhodococcus ruber ADH-A and Candida antarc-
tica lipase B were purchased from commercial sources. One unit (U)
of ADH-A reduces 1.0 uM of acetophenone to 1-phenylethanol per
minute at pH 7.5 and 30 °C in the presence of NADH. Polyphosphazene
1 was synthesized as previously described.?® Polyphosphazene 2 was
synthesized as previously described.?! Tetrahydrofuran (THF) was
treated with KOH and distilled twice from Na in the presence of
benzophenone.

The infrared (IR) spectra were recorded with a Perkin-Elmer FT
Paragon 1000 spectrometer. NMR spectra were recorded on Bruker
NAV-400, DPX-300, AV-400 and AV-600 instruments. The 'H and
BC{'H} NMR spectra in deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-d®) are
given in O relative to trimethylsilane (TMS; DMSO at 2.51 and 40.2
ppm, respectively). 3'P{'H} NMR are given in ¢ relative to external
85% aqueous H;PO,. The C, H, N, analyses were performed with an
Elemental Vario Macro. T, was measured with a Mettler DSC Toledo
822 differential scanning calorimeter equipped with a TA 1100
computer. Thermal gravimetric analyses (TGA) were performed on a
Mettler Toledo TG 50 TA 4000 instrument. The polymer samples were
heated at a rate of 10 °C min~! from ambient temperature to 900 °C
under constant flow of nitrogen or under air. Gas chromatography (GC)
analyses were performed on a Hewlett-Packard 6890 Series II chro-
matograph. The degree of enzymatic conversion corresponded to the
measured area of the product in the GC chromatogram among the sum
of GC areas of the substrate and product. The enantiomeric excesses
were calculated dividing the subtraction of the GC area for the major
enantiomer minus the GC area for the minor enantiomer among the
sum of the GC areas for both enantiomers.

Cuetos et al.
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Synthesis of {NP[O,C1,H;5(NH,)y5]}, (3). First, the Lalancette’s
reagent®? was prepared (in a well ventilated hood). Air and humidity
must be strictly avoided. A three-necked 250 mL flask, filled with a
dried N, atmosphere and equipped with a condenser and a bubbler with
paraffin oil, was cooled to 0 °C (ice bath). Then the following were
added in the order NaBH, (0.63 g, 16.7 mmol), sulfur (1.78 g, 55
mmol), and recently well-dried and distilled (twice) THF (40 mL;
CARE, exothermic reaction with evolution of H,S). The mixture was
stirred for 1 h to give a transparent yellow solution. The volatiles were
evaporated in a vacuum, and the residue was washed with diethyl ether
(2 x 50 mL) and dried overnight in a vacuum.

To the prepared Lalancette’s reagent, THF (50 mL) and a solution
of {NP[O,C2H75(NO2)osl}, (2, x = 0.5; 2 g, 9.96 mmol) in THF (50
mL) were added and the final volume was increased by adding 100
mL of THF. The mixture was then refluxed with stirring for 24 h (the
formation of a solid in the walls of the flask was observed). After
cooling to room temperature, 10% v v_!' aqueous HCI (5 mL) was added
and stirring was continued for 7 h. The resulting mixture was filtered
and the solid was stirred with 10% aqueous NaOH (100 mL) for 24 h.
The solid was separated by filtration, washed with plenty of water until
neutral pH, and dried at 40 °C under vacuum for 3 days. Yield: 1.51 g
(80%). IR (KBr) cm™': 3435, 3368 m.br (v NH), 3065 w (v CH arom.),
1624 br.m, 1502 m, 1478 m (v CC arom., 6 NH), 1384 sh.m (typical
of biphenoxyphosphazenes, not assigned), 1347 m, 1266 s, 1247 s, 1191
vs (v NP), 1096 s (v P-OC), 1041 w, 1013 w (not assigned), 941—922
s.br (0 POC), 870 w, 819 v.w (not assigned), 785 s, 751 s (0 CH arom.),
607 m, 536 m.br (other); 'H NMR (ppm, DMSO-d%): 6—8 v.br,
(aromatic protons), 4.9 v.br (NH,); *C NMR (ppm, DMSO-d®, all peaks
are broad): 151 (C,), 149 (Cs—NHy,), 132, 131, 128, 125 (C,, Cs, Cy4,
and Cg); *'P NMR (ppm, DMSO-d®): —6.3 br; Anal. (Calcd.): C 57.0
(60.9), 3.40 (3.59), 8.50 (8.87). Sulfur retained 1%; TGA (from ambient
to 900 °C): Continuous loss from 300—800 °C. Final residue 44%
(under N»), 7% (under air); DSC: T, = 129 °C, AC, = 0.11J g7 ' K.

Synthesis of 5 and 6. Polyphosphazene 3 (60 mg) was added to a
saturated solution of (NH4),SO, (9 mL) and a solution of glutaraldehyde
(1 mL, 2.5% v v~') in phosphate buffer (50 mM, pH 7), affording a
suspension. Then it was mixed under magnetic stirring for 2 h at 50
°C. The solid obtained was filtered off, washed with phosphate buffer
50 mM pH 7 (3 x 1 mL), and dried under vacuum, affording 4 (61
mg, 87%).

Subsequently, 4 (20 mg) was added to a 1 mL of tris(hydroxym-
ethyl)aminomethane (Tris-HCl) buffer 50 mM pH 7.5 with ADH-A
(1 mg) or CAL-B (10 uL), affording a heterogeneous mixture that was
magnetically stirred at 5 °C for 15 h. Afterward, the polymer was
filtered, washed with Tris+HCI buffer 50 mM pH 7.5 (4 x 0.5 mL),
and dried under vacuum, affording 5 or 6 (20 mg).

These formulations were obtained as fine powders, and no control
of the particle size (micrometers) could be achieved, so the effects of
this parameter in the catalytic activity could not be evaluated.

Enzymatic Reduction of Ketones Employing 5 and 2-Propanol. A
total of 20 mg of 5 were placed in an eppendorf tube and then 600 uL
of Tris*HCI buffer 50 mM pH 7.5, 1 mM NADH, the corresponding
ketone (35 mM), and 2-propanol (32 uL, 5% v v_!) were added. The
heterogeneous mixture was shaken under orbital shaking at 30 °C and
250 rpm for 24 h. Afterward, this mixture was extracted with ethyl
acetate (2 x 0.6 mL), and the organic phase was dried over Na,SOy.
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Scheme 2. General Strategy To Covalently Link a Biocatalyst to 3
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Finally, conversion and enantiomeric excess was measured by achiral
and chiral GC, respectively.

Study of the Stability of 5 over a 3 Month Period. A total of 20
mg of 5 were placed in an eppendorf tube and then 600 uL of Tris+HCI
buffer 50 mM pH 7.5, 1| mM NADH, acetophenone (2.5 uL, 35 mM),
and 2-propanol (32 uL, 5% v v~!) were added. The heterogeneous
mixture was shaken under orbital shaking at 30 °C and 250 rpm for
24 h. Afterward, this mixture was extracted with ethyl acetate (2 x
0.6 mL), and the organic phase was dried over Na,SO,. Finally,
conversion was measured by achiral GC. To avoid material loss, the
second cycle was performed in the same eppendorf tube, adding to the
polymer the rest of reagents, as mentioned before. After 3 consecutive
cycles, dry polyphosphazene was stored for 30 days at —20 °C to
achieve the following catalytic reactions. To reuse it, the support was
simply allowed to warm up to room temperature.

Kinetic Resolution of 1-Phenylethanol Employing 6 and Vinyl
Acetate. Compound 6 (20 mg) was introduced in an erlenmeyer flask
with dry tert-butyl methyl ether (TBME; 0.82 mL). Afterward,
1-phenylethanol (10 mg, 0.08 mmol) and vinyl acetate (22 uL, 0.24
mmol) were added. The heterogeneous mixture was shaken under orbital
shaking and kept under nitrogen for 24 h at 30 °C and 250 rpm. Then,
the catalyst was filtered and washed with CH,Cl, (2 x 1 mL). Finally,
conversion and enantiomeric excesses were measured by achiral and
chiral GC, respectively.

Results and Discussion

Synthesis of {NP[O,C;H;5(NH,)os]}, (3) by Reduction
of 2 (x = 0.5). The synthesis of polymer 3 (Scheme 1) was
achieved in 80% yield starting from the readily available
polyphosphazene 1,%° by selective nitration with a sulfonitric
mixture at room temperature during 1.5 h>' followed by
reduction with Lalancette’s reagent*® under reflux of tetrahy-
drofuran (see Experimental Section). The composition and
structure of the product was confirmed by the analytical and
spectroscopic data. The IR showed the expected bands at 3435
and 3368 cm™! (v NH) and the broadness of the band at 1624
cm™! due to the overlapping with the NH-bending absorption.
The presence of the NH, group was also observed in the 'H
NMR (DMSO-d®) as a very broad signal centered at 4.9 ppm
and also in a weak signal at 149 ppm in the *C NMR. The low
solubility in THF prevented the measurement of the M,,. The
TGA (from rt to 900 °C), showed a continuous weight loss from

4
H
| Y
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300—800 °C with a final residue of 44% (under N,) or 7%
(under air). The glass transition was not very clearly observed
in the differential scanning calorimetry (DSC) trace (second
heating run), but a value 7, = 129 °C (AC, = 0.11J g7' K™
could be estimated.

Immobilization of ADH-A on Polyphosphazene 3. To study
the use of polymer 3 as support of biocatalysts, the reactivity
of the amino groups with the appropriate linkers applied to the
subsequent covalent immobilization of a biomacromolecule was
considered. Glutaraldehyde, with two reactive aldehyde moieties
is one of the connectors more frequently used to achieve
covalent unions® and, therefore, was first considered as linker
between the phosphazene chain and the enzyme (Scheme 2).
Because of the low solubility of 3 in most of the solvents tested
(H,O, THF, CH,Cl,, and CHCl3) and no swelling was observed
in any case, it was also envisaged that the resulting materials
could be very appropriate to perform heterogeneous enzymatic
transformations in both aqueous and organic media.

In a first approach, we decided to anchor the alcohol
dehydrogenase from Rhodococcus ruber DSM 44541 ADH-A,
known for its high stability and versatility to perform biore-
ductions on carbonyl groups in aqueous media.'® Due to the
simplicity of reaction conditions, for the first step, we reproduced
the methodology described by Liese and co-workers.'®

Thus, 3 was treated with the linker glutaraldehyde (2 equiv)
at room temperature for 2 h. To remove any excess connector,
the polymer was washed with buffer. The '"H NMR spectrum
of the product in DMSO-d®, where it was partially soluble,
showed the absence of glutaraldehyde. Only when the reaction
was performed at 50 °C for 2 h, a singlet at 9.63 ppm was
observed showing the formation of 4 (see Supporting Informa-
tion). The particles of 4 were then reacted with the enzyme
solution under magnetic stirring at 4 °C during 30 min, and
then the remaining nonreacting aldehyde residues were treated
with glycine and the final product was washed with buffer to
afford the enzyme attached 5. The activity of the immobilized
biocatalyst in 5 was tested using as a model reaction the
stereoselective reduction of acetophenone 7 into 1-(S)-phenyl-
ethanol 8 in buffer, using 2-propanol to recycle the nicotinamide
cofactor in a “substrate-coupled” approach (Scheme 3).>* The
observed enzymatic conversion (13%) was much lower than
the obtained with the commercial ADH-A (around 85%),24 but
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Scheme 3. ADH-A-Catalyzed Reduction of Acetophenone in a
“Substrate-Coupled” Approach

o 5 or ADH-'A' OH

o7NC,

NADH NAD* ee >99%

2-propanol acetone
5 or ADH-'A'

buffer

Table 1. Optimization of the Anchoring of Glutaraldehyde to
Polyphosphazene 37

enzymatic

entry reaction conditions conv.b¢ (%)
1 initial conditions 13
2 excess glutaraldehyde 12
3 reaction in DMSO 12
4 reaction with EtzN 17
5 reaction with satd (NH,4).SO4 43
6 use of 1,4-diaminobutane as spacer arm 46

2 For reaction conditions, see Supporting Information. ® Measured by
GC. In all cases, enantiopure (S)-8 was obtained. °In all cases, buffer
used to wash 5 showed remaining enzymatic activity, demonstrating that
ADH-A was employed in excess when was immobilized on polyphos-
phazene 4.

the result clearly demonstrated the anchoring of the enzyme to
the polyphosphazene.”” Interestingly, enantiopure (S)-8 was
obtained as in the case of commercial ADH-A, showing that
selectivity was not affected by the immobilization.

Following these results, the immobilization protocol was
optimized. First, the anchoring of glutaraldehyde to 3 was
performed by varying several reaction parameters (Table 1). The
products of each experiment were equally treated with the
enzyme and the glycine solution, and the supported catalysts
were tested with the same model reaction (Table 1).

No improvement was observed using an excess of glutaral-
dehyde (10 equiv) at 50 °C or in the presence of DMSO to
make the reaction homogeneous, and only a very slight increase
in conversion was noted employing E;N as catalyst for the
coupling reaction (entries 2—4). However, as in other recent
examples,?® the employment of a saturated aqueous solution of

Cuetos et al.

Table 2. Optimization of the Immobilization of ADH-A on
Polyphosphazene 42

enzymatic

entry reaction conditions conv.? (%)
1 initial conditions 43
2 using satd (NH4).SO4 48
3 reaction time 12 h at 0 °C 85
4 reaction at rt 44
5 orbital shaking at 20 °C 67

2 For reaction conditions, see Supporting Information. ® Measured by
GC. In all cases, enantiopure (S)-8 was obtained.

ammonium sulfate (entry 5) afforded a better anchoring of
glutaraldehyde as shown by the higher enzymatic activity of
the catalyst. These observations can be explained considering
that the ammonium salt helps to extend the phosphazene chains
facilitating the accessibility of the functionalized sites to the
incoming reagents. It is known that reproducible size exclusion
chromatograms (SEC) for polyphosphazenes are obtained in the
presence of ammonium salts>’ that favor extended conformations.

The use of 1,4-diaminobutane as a spacer arm to increase
the distance of the reacting groups to the phosphazene main
chain, lowering the steric hindrance and minimizing undesirable
interactions between the other functional groups on the carrier
surface, was also investigated. It has recently been found that
immobilized Candida rugosa lipase on silica presented a
stability improvement using similar linkers.?® Thus, starting from
4, a diamine was inserted as shown in Scheme 4. Due to the
higher nucleophility of the aliphatic amines, the coupling
reactions were done at room temperature. The new biocatalytic
preparation showed a good activity (entry 6), but the enhance-
ment was similar to the one achieved with the saturated solution
of (NH4),SO,. Therefore, the simpler conditions of entry 5 were
chosen as the best ones to perform the first step to the
preparation of the supported biocatalyst (Scheme 2). The
percentage of glutaraldehyde introduced in the polymer, as
estimated by "H NMR spectroscopy was around 8% (Scheme
2, approximately x = 0.04).

To optimize the enzyme immobilization protocol (second step,
Scheme 2), mixtures of polyphosphazene 4 and ADH-A were
stirred by varying the reaction conditions, like reaction times,
temperature, and type of shaking. The effects on the final activity
of the preparations are shown in Table 2.

Scheme 4. Use of 1,4-Diaminobutane as Spacer Arm To Immobilize ADH-A on the Polyphosphazene
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Scheme 5. Use of NaBH, To Reduce the Imine Bonds in Polyphosphazene 5
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Due to the good results obtained for the first step with
(NH4)>SOy, we stirred a mixture of 4 and ADH-A in a saturated
solution of (NH4),SO,4 during 30 min at O °C, but only a slight
improvement was observed (entry 2). However, a great activity
enhancement was achieved when ADH-A was mixed in buffer
at 0 °C with magnetic stirring during 12 h (entry 3). The activity
(85% conv.) was comparable to the one obtained with the
commercial ADH-A.?° The lower conversion observed at room
temperature during 12 h with magnetic stirring (entry 4) proved
that the immobilization was better performed at low temperature.
Because it is known that magnetic stirring can be harmful to
enzymes, the orbital shaking at 20 °C was essayed (entry 5).
The activity was better in comparison with the anchoring at
the same temperature with magnetic stirring, but lower than that
obtained at 0 °C. This can be attributed to the fact that when
incubating the enzyme directly with the unmodified polyphos-
phazene 3 using orbital shaking, this led to a preparation with
catalytic activity (around 15% conv.), evidencing unspecific
adsorptions of the biocatalyst to the polymer.

A final step using a glycine solution to block the nonreacting
aldehydes was employed in all cases to obtain the supported
catalyst. In an attempt to simplify the protocol, we examined
the effects of this step on the enzymatic activity. The ADH-A
immobilized on the polyphosphazene without the treatment with
glycine exhibited a similar conversion (82%), demonstrating that
this step was not necessary.

Finally, considering the potential hydrolytic instability of the
imine bond present in the catalyst 5 that could diminish its
activity within time, a mild reduction agent such as sodium
borohydride (NaBH,) was employed (Scheme 5). The material
obtained by treating 5 with a solution of NaBH, in water during
30 min at 0 °C showed a lower enzymatic conversion (62%),
suggesting the partial inactivation of the biocatalyst during the
reduction. In another experiment, after incubation of 5 in buffer
at 30 °C during 24 h, filtration and wash, the buffer used to
wash the polymer displayed no enzymatic activity, showing that
imine bonds in 5 were stable during its use as catalyst. Therefore,
the reduction protocol was not further considered.

As a consequence, the anchoring of ADH-A to polyphos-
phazene 3 (Scheme 2) was done using the conditions shown in
Tables 1 (entry 5) and 2 (entry 3), and no glycine and reduction
steps were necessary. Considering that the reaction of the
enzyme with the aldehyde is almost quantitative,'® the final
enzymatic preparation possess approximately y = 0 and z =
0.04 (Scheme 2).

Several ketones were selected to investigate the effects of
the immobilization of ADH-A on the catalytic selectivity (Table
3). We observed that aliphatic (9 and 11) and aromatic (13 and
15) ketones were selectively reduced to the corresponding
enantiopure Prelog alcohols with similar conversions as the ones
obtained with the commercial ADH-A.

The enzyme immobilization presents several advantages: the
protein may become thermally stabilized, allowing its use at

0°C /30 min

O\/O
MP\\M
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Table 3. Bioreduction of Several Ketones Employing Immobilized
ADH-A?

W\A\A/\A/L/vk)vvk

(810 (S)-12
(R) 14 Cl (R)-16
enzymatic e.e.od
entry ketone product conv.? (%) (config.)
1 9 10 78 98% (S)
2 11 12 85 99% (S)
3 13 14 83 99% (R)°
4 15 16 99 99% (R)®

2 For reaction conditions, see Supporting Information. ® Measured by
GC. °Measured by chiral GC. ? e.e. = enantiomeric excess. ¢ Change in
Cahn—Ingold—Prelog (CIP) priority.

higher temperatures,*® and more importantly, the possibility of
recycling exists, therefore, minimizing the cost of the processes.
We observed that the enzymatic activity of both commercial
ADH-A (already described as a very thermostable enzyme?")
and S remained unchanged after heating in buffer for 72 h at
temperatures between 20 and 60 °C (see Supporting Informa-
tion). Only at 80 °C for 1 h, a loss of 80—90% of the activity
was observed in both cases. Therefore, the immobilization of
the alcohol dehydrogenase to the polyphosphazene had no
positive or negative effect on the thermal stability. Recycling
is a key advantage of supported biocatalysts. In the case of
ADHs, this is especially beneficial because this enzyme works
in aqueous media, where proteins are highly soluble. Therefore,
we studied the recycling capacity of 5 applied to the bioreduction
of acetophenone. We observed that the immobilized enzyme
could be used after six catalytic cycles without appreciable loss
of activity (in all cases between 95—100% of remaining
activity). We also found that storing the catalyst for 30 days at
—20 °C after using it in three consecutive catalytic cycles of
reduction of ketone 7, it could be reutilized to perform three
other bioreductions (Figure 1). As can be noted, the immobilized
ADH-A was used after 3 months of storage without loss of
enzymatic activity, showing the high stability of this preparation
and its great potential as biocatalyst for stereoselective biore-
ductions in aqueous media.

Immobilization of CAL-B on Polyphosphazene 3. The use
of polyphosphazene 3 as an adequate precursor to anchor
biocatalysts was extended to other enzymes that work in organic
media. Thus, Candida antarctica lipase B was selected as a
stable enzyme since it has been shown as a very stable catalyst
for many selective transformations over secondary alcohols or
amines.'* First, we tried to covalently link CAL-B employing
the optimized conditions previously described for ADH-A. This
product 6 (Scheme 2) was tested in the acylation reaction of
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Figure 1. Stability study of 5 vs time in the bioreduction of acetophe-
none. Three consecutive catalytic cycles were performed and then 5
was kept for 30 days at —20 °C until the next three catalytic cycles
were done.

Scheme 6. Enzymatic Acylation of 1-Phenylethanol Using
Immobilized CAL-B (6) and Vinyl Acetate

H 6 or CAL-B QAc OH
vinyl acetate H
TBME / 30°C ©/\ *
8 (R)17 (S)-8

rac-1-phenylethanol (8) with vinyl acetate (3 equiv) in TBME
at 30 °C (Scheme 6) to achieve the kinetic resolution of this
substrate. We confirmed that immobilized CAL-B was able to
perform this reaction with high selectivity (¢ = 49%), affording
both enantiopure substrate and product after 24 h. Interestingly,
under the same conditions, commercial pure CAL-B afforded
a conversion of 17%, evidencing an important stability enhance-
ment for this lipase.

To determine the recycling potential of this novel biocatalyst,
it was reutilized several times for the kinetic resolution of rac-8
in TBME (Figure 2). The results showed a progressive loss of
activity, although, after 5 cycles, the conversions were still
higher than 35%.

Conclusions

The novel polyphosphazene derivative {NP[O,C,H7s-
(NHy)o5]},, prepared by reduction of the nitro precursor with
the Lalancette’s reagent, can be advantageously used to
synthesize carriers for biocatalysts such as alcohol dehydroge-
nases and lipases. The covalent attachment of the enzymes was
achieved using glutaraldehyde as linker. Several reaction
parameters were optimized to obtain good catalytic activities
for both preparations. In the case of ADH-A, the catalyst was

60%
50%
40%

30%

conv. (%)

20%

10%

0%

cycle

Figure 2. Recycling study of 6 in the lipase-catalyzed acylation of
rac-8 (t = 24 h).

Cuetos et al.

highly efficient for the stereoselective bioreductions of several
aliphatic and aromatic ketones in aqueous media showing a good
thermal stability and an excellent recycling capacity, being
equally active after three months of storage. For the immobilized
CAL-B, this material showed a higher activity than the pure
lipase to achieve kinetic resolutions on organic solvents and a
moderately good capability of reutilization.
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A novel method has been employed for the selective covalent co-immobilization of a Baeyer-Villiger
monooxygenase (phenylacetone monooxygenase from Thermobifida fusca) and a NADPH recycling
enzyme (glucose-6-phosphate dehydrogenase) on the same polyphosphazene carrier for the first time
starting from {NP[O,C12Hg_x(NH3)x]}» (x ranging from 0.5 to 2) using glutaraldehyde as connector. In all
cases the preparation was active and it was found that the optimum proportion of amino groups in the

starting polyphosphazene was 0.5 per monomer. The immobilized biocatalysts showed similar selectiv-
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ity when compared with the isolated monooxygenase, demonstrating the potential of this novel type of
immobilizing material, although their recyclability must still be improved.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Economy and productivity have been for decades the main cri-
teria to evaluate industrial processes. However, in the last few
years, the design of chemical routes which involve less quantity
of reagents and generate less waste and hazardous materials is
becoming a very important issue, embracing the so called ‘Green
Chemistry’ [1]. In this sense, more and more chemical transfor-
mations are changing from a ‘stoichiometric mode’ to a catalytic
one. The use of these methodologies diminishes costs and enhances
productivity affording better atom economy, higher energy effi-
ciency, and less waste production [2]. Among all the catalytic
protocols developed, biocatalytic reactions have recently gained
more relevance due to the mild conditions employed and the high
chemo-, regio-, and/or stereoselectivities achieved [3-6]. Although
undoubtedly enzymes offer several advantages regarding other
catalysts, they still suffer from certain drawbacks such as high
price and relatively low stability and medium flexibility. These
problems can be minimized by employing techniques of enzyme

* Corresponding author. Tel.: +34 985103462; fax: +34 985103446.
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immobilization [7-9]. When, e.g. a biocatalyst is covalently
attached to a supportinan active form, it can be reused, the enzyme
stability can be improved and the final product is enzyme-free. An
ideal support should offer various characteristics like high chemical
stability and temperature resistance.

In this sense, polyphosphazenes are good model polymers
because their physical and chemical properties can be eas-
ily tuned by selecting the appropriate functionalities linked to
the phosphorous atom [10,11]. The synthesis of functionalized
polyphosphazenes by secondary reactions on pendant side groups
is a fruitful alternative to the classical macromolecular substi-
tution with nucleophiles carrying the desired functional groups
[10-12]. Due to their high chemical resistance, these derivatives
posses a great potential for biotechnological applications and,
in fact, novel materials derived from this type of polymer have
recently been used in the field of medicine [13,14]. Functional-
ized polyphosphazenes have proven to be an efficient material
to covalently attach different types of enzymes like trypsin or
glucose-6-phosphate dehydrogenase on a support of [NP(OPh), |,
on an alumina carrier [15], or an invertase on spherical particles
of [NP(OCH,CF3), ], [16]. In another contribution, an urease was
encapsulated on a hydrogel derived from poly[bis(methoxyethoxy-
ethoxy)phosphazene] through irradiation with y-rays to cross-link
the polymer and trap the biocatalyst [17]. Recently, we have devel-
oped the synthesis of an amino polyphosphazene derivative that


dx.doi.org/10.1016/,DanaInfo=ac.els-cdn.com+j.molcatb.2011.10.002
https://acceso.uniovi.es/science/journal/,DanaInfo=www.sciencedirect.com+13811177
https://acceso.uniovi.es/locate/,DanaInfo=www.elsevier.com+molcatb
mailto:gac@uniovi.es
mailto:vgs@uniovi.es
mailto:vgs@fq.uniovi.es
dx.doi.org/10.1016/,DanaInfo=ac.els-cdn.com+j.molcatb.2011.10.002

A. Cuetos et al. / Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 74 (2012) 178-183 179

could be used as tunable support to immobilize different enzymes.
The polyphosphazene {NP[O,Cy3H75(NH3)05]}n was prepared by
a nitration-reduction sequence and was successfully employed
as carrier to attach Candida antarctica lipase B and alcohol dehy-
drogenase from Rhodococcus ruber (ADH-A). Using these supports
we could demonstrate that the immobilized lipase was stable
in organic solvents while the immobilized alcohol dehydroge-
nase (ADH) was used in aqueous solution [18]. These biocatalysts
could be recycled several times in both aqueous and organic
media.

Oxidoreductases are very interesting catalysts to achieve highly
stereoselective reactions. One of the members of this enzyme fam-
ily are the Baeyer-Villiger monooxygenases (BVMOs, EC 1.14.13.x)
[19-22], a group of NAD(P)H dependent flavoproteins. Apart from
the Baeyer-Villiger reaction, these enzymes are able to catalyze
several oxidative processes with high regio- and stereoselectiv-
ities employing molecular oxygen as mild oxidant. One of the
main drawbacks for scaling-up BVMO-catalyzed reactions is the
need of the expensive nicotinamide cofactor NAD(P)H. For this,
usually another enzyme like glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH) is employed coupled with the BVMO to allow the cost
effective utilization of a catalytic amount of the cofactor. Recently,
a more sophisticated ‘self-sufficient’ approach was described by
covalently fusing both BVMO and a recycling enzyme [23,24]. In
this case, several BVMOs were linked to a phosphite dehydrogenase
(PTDH), which catalyzes the oxidation of phosphite into phosphate
by which it reduces NADP* into NADPH.

There are few examples concerning BVMO immobiliza-
tion. Zambianchi and co-workers co-immobilized cyclohexanone
monooxygenase (CHMO) from Acinetobacter sp. and an ADH from
Thermoanaerobium brockii (ADHTB) on Eupergit C to carry out the
sulfoxidation of thioanisole. Under these conditions, the BVMO
half-life time increased and several reuses could be performed [25].
In a previous report, Abril et al. showed another CHMO immobi-
lization example, but no information concerning its recycling was
given [26]. Very recently, recombinant Escherichia coli whole-cells
overexpressing cyclopentanone monooxygenase (CPMO) were
encapsulated in polyelectrolyte complex capsules which rendered
a biocatalyst more active and stable than the corresponding free
cells [27]. In this study we explored the potential of several amino
polyphosphazenes to covalently attach phenylacetone monooxy-
genase (PAMO) from Thermobifida fusca [28] and G6PDH. PAMO
is an attractive BVMO since it is a thermostable protein able to
selectively oxidize a range of ketones [29-33] and sulfides [34-37].
We report for the first time the attachment of PAMO on sev-
eral polyphosphazene carriers {NP[02C12Hg x(NH3)x|}n (5-7) and
their properties as new biocatalysts. These polymers were used to
immobilize to the same chain both PAMO and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) enzymes.

2. Experimental
2.1. General

Ketone 14, ester 15, sulfides 19 and 21, sulfoxide 20,
glucose-6-phosphate, and glucose-6-phosphate dehydrogenase
from Leuconostoc mesenteroides were purchased from commercial
sources. Compounds 17, 18, 22, 23, and 24 were synthesized as
previously shown [33,37]. PAMO from T. fusca was purified as pre-
viously described [28]. 1unit (U) of PAMO oxidizes 1.0 wmol of
phenylacetone to benzyl acetate per minute at pH 9.0 and 25°C
in the presence of NADPH. Polyphosphazenes 1 [38,39], 2-4 [40],
and 5 [18] were synthesized as previously described. Tetrahydro-
furan (THF) was treated with KOH and distilled twice from Na in
the presence of benzophenone.

The infrared (IR) spectra were recorded with a Perkin-Elmer FT
Paragon 1000 spectrometer. NMR spectra were recorded on Bruker
NAV-400, DPX-300, AV-400, and AV-600 instruments. The 'H and
13C{TH} NMR spectra in deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-d®)
are given in d relative to trimethylsilane (TMS) (DMSO at 2.51 ppm
and 40.2 ppm, respectively). 3'P{!H} NMR are given in 3 relative
to external 85% aqueous H3POy4. The C, H, N, analyses were per-
formed with an Elemental Vario Macro. Tg was measured with a
Mettler DSC Toledo 822 differential scanning calorimeter equipped
with a TA 1100 computer. Thermal gravimetric analyses (TGA)
were performed on a Mettler Toledo TG 50 TA 4000 instrument.
The polymer samples were heated at a rate of 10°Cmin~! from
ambient temperature to 900°C under constant flow of nitrogen
or under air. Gas chromatography (GC) analyses were performed
on a Hewlett Packard 6890 Series Il chromatograph. High perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) analyses were carried out
with an UV detector at 210 nm using a chiral HPLC column. For
the determination of enzymatic conversions and stereoselectivi-
ties, see Supplementary Data.

2.2. Synthesis of {NP[O;C12Hg_x(NH2)x]}n (5-7)

To the prepared Lalancetteis reagent [18,41], THF (50 mL) and
a solution of {NP[0,C12Hg_x(NO3)x]|}n 2-4 [40] (2 g, 9.96 mmol) in
THF (50 mL) were added and the final volume was increased adding
100 mL of THF. The mixture was then refluxed with stirring for 24 h
(the formation of a solid in the walls of the flask was observed). After
cooling to room temperature, 10% (v/v) aqueous HCl (5 mL) were
added and stirring was continued for 7 h. The resulting mixture was
filtered and the solid was stirred with 10% aqueous NaOH (100 mL)
for 24 h. The solid was separated by filtration, washed with plenty of
water until neutral pH, and dried at 40 °C under vacuum for 3 days
(76-87% yield).

6 (x=1): IR (KBr) cm~': 3430, 3366 m.br (v NH), 3064 w (v CH
arom.), 1623 br.m, 1499 m, 1479 m (v CC arom., 3 NH), 1384 sh.m
(typical of biphenoxyphosphazenes, not assigned), 1346 m, 1267
s, 1246 s, 1192 vs (v NP), 1096s (v P-OC), 1040 w, 1013 w (not
assigned), 943-923 s.br (8 P-OC), 820 v.w (not assigned), 785's, 751
s (8 CH arom.), 606 m, 536 m.br (other). "H NMR (ppm, DMSO-
d): 6.6-7.4 v.br (aromatic protons), 4.5 v.br (NH;). 3'P NMR (ppm,
DMSO-d6): —5.0 br. Analysis (Calcd.): C 55.2 (59.0), N 10.9 (11.4),
H 3.5 (3.7), sulfur retained 2%. TGA (from ambient to 900 °C): Con-
tinuous loss from 400 to 800°C; final residue 47% (under N5), 13%
(under air). Tg: 132°C.

7 (x=2): IR (KBr) cm~!: 3435, 3367 m.br (v NH), 3065 w (v CH
arom.), 1623 br.m, 1521 m, 1499 m (v CC arom., 8 NH), 1389 sh.m
(typical of biphenoxyphosphazenes, not assigned), 1347 s, 1231
s, 1194 vs (v NP), 1120 s, 1094 s (v P-OC), 1041 w, 1027 w (not
assigned), 945-925 s.br (8 P-OC), 834 w, 781 s, 744 s (& CH arom.),
636 m, 578 m.br (other). Analysis (Calcd.): C 47.8 (55.6), N 14.8
(16.2),H 2.8 (3.9), sulfur retained 2%. TGA (from ambient to 900 °C):
Continuous loss from 300 to 800 °C with a significant loss at 365 °C;
final residue 37% (under N, ), 19% (under air). Tg: 149°C.

2.3. Immobilization of PAMO on polyphosphazenes 5-7 to obtain
11-13

Polyphosphazene 5-7 (60 mg) was added to a saturated solution
of (NH4),S04 (9 mL) and a solution of glutaraldehyde (1 mL, 2.5%,
v/v) in phosphate buffer 50mM pH 7. Then it was mixed under
magnetic stirring during 2 h at 50 °C. The solid obtained was filtered
off, washed with phosphate buffer 50 mM pH 7 (3 x 1 mL),and dried
under vacuum, affording 8-10 (71-85% yield).

Intermediate 8-10 (20 mg) was added to 1 mL of Tris—HCl buffer
50mM pH 9 with PAMO (20 L, 100 uM, 1U) and was orbitally
stirred (250rpm) at 40°C during 15h. Afterwards, the polymer
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was filtered, washed with Tris—-HCl buffer 50 mM pH 9 (4 x 0.5 mL)
and dried under vacuum. These formulations were obtained as fine
powders, and no control of the particle size (microns) could be
achieved, so the effects of this parameter in the catalytic activity
could not be evaluated. In all cases, buffer employed to wash 11
showed remaining enzymatic activity (<5%), demonstrating that
PAMO was in excess when it was immobilized on polyphosphazene
8.

2.4. Co-immobilization of PAMO and G6PDH on polyphosphazene
5 to obtain 16

To asuspension of 8 at 40 °Cin 1 mL of Tris—-HCl buffer 50 mM pH
9, 20 pL of PAMO (100 wM, 1U) and 10 pL of G6PDH (10U) were
added. The reaction mixture was stirred under orbital shaking at
40°C and 250 rpm overnight. Then, it was centrifuged and washed
with buffer Tris-HClI 50 mM pH 9 (3 x 1 mL) and dried under vacuo.
This formulation was obtained as fine powder, and no control of
the particle size (microns) could be achieved, so the effects of this
parameter in the catalytic activity could not be evaluated.

2.5. Enzymatic oxidation of phenylacetone employing 11-13 as
biocatalyst

20 mg of biocatalysts 11-13 were placed in an Eppendorf tube
and then 500 pL of Tris-HCl buffer 50mM 1 mM NADPH pH 9, p-
glucose-6-phosphate (20 wL, 500 mM), phenylacetone (5pL, 1M
in DMSO), and G6PDH (5 L, 10U) were also added. The reaction
was shaken at 30°C and 250 rpm during 24 h. Afterwards, the reac-
tion was extracted with ethyl acetate (2 x 0.6 mL), and the organic
phase was dried over Na;SO4. Conversion was measured by GC (see
Supplementary Data).

2.6. Enzymatic oxidation employing 16 as biocatalyst

20 mg of biocatalyst 16 were placed in an Eppendorf tube and
then 500 pL of Tris-HCl buffer 50mM 1mM NADPH pH 9, p-
glucose-6-phosphate (20 L, 500 mM), and the substrate (5 pL, 1M
in DMSO) were also added. The reaction was shaken at 30°C and
250 rpm during 24 h. Afterwards, the reaction was extracted with
ethyl acetate (2 x 0.6 mL), and the organic phase was dried over
Na;SO4. Conversions and enantioselectivities were measured by
GC or HPLC (see Supplementary Data).

2.7. Recycling study for the oxidation of 14 with
polyphosphazenes 11 or 16

20 mg of biocatalysts 11 or 16 were placed in an Eppendorf tube
and then 500 p.L of Tris-HCl buffer 50 mM 1 mM NADPH pH 9, b-
glucose-6-phosphate (20 L), phenylacetone (5 L, 1M in DMSO),
and G6PDH (5 pL) in case of polyphosphazene 11 were also added.
The reaction was shaken at 30°C and 250 rpm during 24 h. After-
wards, the reaction was extracted with ethyl acetate (2 x 0.6 mL),
and the organic phase was dried over Na;SO4. To avoid material
loss, the next cycles were performed in the same eppendorf tube,
adding to the polymer the rest of reagents as mentioned before.
Finally, conversion was measured by GC (see Supplementary Data).

3. Results and discussion
3.1. Synthesis of {NP[0,C12Hg_x(NH2)x]}n (5-7)

The synthesis of polymers 5-7 (Scheme 1) was achieved as
previously described starting from polyphosphazene 1 [38,39], by

selective nitration with a sulfonitric mixture at room temperature
during 1.5 h [40], followed by reduction with Lalancette’s reagent

(0]

/
\\ p
" /w \\ H \\NH
N7/ 1x]p
1 2, x=0.5, Y=H; 3, x=1, Y=H,;
4, x=1,Y=NO,
NaBH,S3
THF / reflux

GEG0

Jr* \\HX* \\H

5 x=0.5 Y=H;6, x=1, Y=H;
7,x=1,Y=NH,

Scheme 1. Synthesis of polyphosphazenes 5-7.

[41] under reflux of THF (see Section 2). The composition and
structure of the products was confirmed by the analytical and spec-
troscopic data. The IR showed the expected bands at >3300cm™!
(v NH) and the broadness of the band around 1620 cm~! due to the
overlapping with the NH-bending absorption. The relative intensi-
ties of the IR signals at 1527 and 1478 (in cm~1) was consistent with
the x value in the chemical formula of the nitro polyphosphazenes
2-4 [40]. It must be mentioned that experimental carbon contents
lower than the calculated values are frequent in polyphosphazenes
containing amino groups and is related to high char residues, as
confirmed by the TGA data. The presence of the NH; group was also
observed in the 'H NMR (DMSO-d®) as a very broad signal centered
between 4.5 and 4.9 ppm. The very low solubility of these com-
pounds in THF prevented the measurement of the Myy. In fact, there
was clear a trend: the more percentage of amino groups present in
the polymer, the more insoluble it was. TGAs from r.t. to 900°C
showed a continuous weight loss from 300 to 800°C with a sig-
nificant loss between 360 and 420°C obtaining as final residues
37-47% under N, or 13-19% under air.

3.2. Immobilization of PAMO on polyphosphazene 5. Study of the
carrier structure

Due to our previous experience with polymer 5 [18], we started
the study with this carrier. Thus, it was envisaged to use the same
covalent methodology in view of the excellent results obtained for
ADH-A and CAL-B. Initially, amino polyphosphazene 5 was acti-
vated employing glutaraldehyde due to the fact that this molecule
posses two reactive aldehydes moieties, being a logical choice to
act as linker between the polymer and the protein. In the same
conditions as previously shown [18], polyphosphazene with glu-
taraldehyde 8 was obtained in high yields. In the following step,
we tried to link PAMO (polymer 11, Scheme 2) in the same con-
ditions that were found for ADH-A. Therefore, a PAMO solution in
Tris-HCI 50 mM pH 9 buffer, due to the fact that this is the optimal
pH for this enzyme [28], was added to 8 under magnetic stirring at
5°Cfor 15h.
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Scheme 2. General strategy to covalently link PAMO to activated polyphosphazene 8.

To find out if a biocatalyst has been attached in a support, several
techniques like IR spectroscopy or NMR can be employed, although
in our specific case, the very low solubility of these preparations
led us to use an indirect probe such as the enzymatic activity.
After 15 h of incubation, the immobilized PAMO preparation 11 was
tested using as a model reaction the oxidation of phenylacetone 14
into benzyl acetate 15 in Tris—-HCl buffer. For this, GGPDH and G6P
were added to recycle the cofactor in a ‘coupled enzyme’ approach
(Scheme 3). Although the observed enzymatic conversion (7%), was
much lower than the one obtained with purified PAMO (>97%),
the result clearly demonstrated the anchoring of the enzyme to
the polyphosphazene. In this case, in order to compare the enzy-
matic activities of both preparations, the quantity equivalent to one
enzyme unit (1U) was used.

To optimize the enzyme immobilization (Scheme 2), different
parameters, like reaction time, temperature, and type of shaking
were tested when mixing 8 with PAMO. Due to the fact that PAMO
is thermostable [42], higher temperatures for its immobilization
were tried. Thus, when the reaction was done at room temper-
ature during 15h, the enzymatic conversion was doubled (14%),
although still very low. This process was repeated at 40°C dur-
ing 15h (18% conv.) or 24h (20% conv.), at 50°C for 15h (11%
conv.), and 60°C for 15h (<3% conv.), but still enzymatic con-
versions were not high enough. Since it has been described that
in some cases the magnetic stirring can be harmful for enzymes
[43], orbital shaking was selected to immobilize PAMO at 40°C on
polyphosphazene with glutaraldehyde 8. After one night of incu-
bation, we observed comparable activity to that obtained with the
purified enzyme (>97%). Higher incubation temperatures did not
improve this result. To ensure that unspecific adsorption did not
occur, underivatized polymer 5 was incubated with PAMO and then
washed with buffer. The resulting treated carrier showed very low
enzymatic activity (~10%). Another control experiment was the
incubation of polyphosphazene with PAMO 11 in Tris-HCI buffer
50 mM pH 9 for 24 h at 30°C and 250 rpm. After that time, the poly-
mer was filtered off, washed, and the oxidation of 14 was performed
again, obtaining 84% of conversion after 24 h. The small reduction

(0]

PAMO (11 or free enzyme) Ok
) 2
14 15

R
+0,+ H NADPH NADP +H,0
D-Gluconate-6-P U G6P
G6PDH

Scheme 3. PAMO-catalyzed oxidation of phenylacetone 14 employing a ‘coupled
enzyme' approach.

of the activity can be ascribed to some inactivation of the protein
during the whole process.

In order to measure the units of PAMO attached per mg
of polyphosphazene, a calibration curve plotting U of PAMO vs
enzymatic conversion in the oxidation of 14 was made (see
Supplementary Data), obtaining that 8mUmg~! of polyphosp-
hazene were present in this preparation.

It has been recently found that an immobilized lipase on silica
presented a stability improvement using 1,4-diamines as a space
arm between two molecules of glutaraldehyde [44]. This could be
attributed to a lower steric hindrance between the carrier and the
protein, therefore minimizing undesirable interactions between
other functional groups on the carrier surface. Starting from acti-
vated polyphosphazene with glutaraldehyde 8, 1,4-diaminobutane
was firstly inserted [18]. Due to the higher nucleophilicity of the
aliphatic diamine, the first and second coupling reactions were
done at room temperature, while the last one was achieved at 40°C
in the previous optimal conditions. This new biocatalytic prepa-
ration showed very low enzymatic conversion (9% after 1h) in
comparison to 11 (77% after 1 h). Therefore, these conditions were
dismissed.

Considering the potential hydrolytic instability of the imine
bond present in the biocatalyst 11 that could diminish its activ-
ity within time, a mild reductive agent such as sodium borohydride
(NaBH4)was employed to transform these bonds into stable amino-
type ones [18]. Unfortunately, the material obtained by treating
11 with a solution of NaBH4 (0.026 M) in water for 30 min at 0°C
did not show any measurable enzymatic conversion, indicating the
total inactivation of the monooxygenase during the reduction pro-
tocol. So, it was not further considered.

Once the best conditions of immobilization for PAMO on 5 were
established, the next step was the study of the polyphosphazene
carrier. At this point, we were interested in the possible effect of
enhancing the quantity of linkers present in the polymer. Thus,
polyphosphazenes {NP[O,Cy3Hg_x(NH)x]}» with a higher (6, x=1
and 7, x=2) proportion of amino groups were synthesized in high
yields using the same protocol as for polymer 5 (Scheme 1). The key
step to control the amino ratio was the molar quantity of nitric acid
(ranging from 0.1 to 0.4 M) employed in the nitration step. Subse-
quently, the activation with glutaraldehyde and immobilization of
PAMO were performed in the best conditions found for 5 to obtain
biocatalysts 12 and 13. In order to compare the effect of the sup-
port, the oxidation reaction of phenylacetone 14 was done in the
same reaction conditions as for polymer 11.

After 1h of reaction, the three supported enzymes gave a sim-
ilar conversion of 80%, showing that a percentage of x=0.5 was a
sufficient quantity to get full reactivity. As an increase in the pres-
ence of the amino groups did not lead to an improvement in the
enzymatic conversion, polyphosphazene 11 was selected as suit-
able biocatalyst to perform further experiments. It is important
to notice, however, that polymers 6 and 7 can also be selected
as carriers to immobilize PAMO and that the presence of a higher
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Scheme4. Schematic representation of the co-immobilization of PAMO and G6PDH
on a polyphosphazene carrier (16).

number of reactive moieties does not interfere with the enzymatic
activity.

3.3. Co-immobilization of PAMO and G6PDH on polyphosphazene
5

Until now PAMO was successfully attached on different
polyphosphazenes using GGPDH and G6P to recycle internally the
cofactor. In case of recycling the supported biocatalyst, it would
be highly desirable to co-immobilize the recycling enzyme to
diminish costs, thus being only necessary the addition of G6P to per-
form the biocatalytic reaction in each cycle (polyphosphazene 16,
Scheme 4). This novel biocatalyst would resemble a ‘self-sufficient’
redox enzyme [23,24], where the BVMO and the dehydrogenase are
covalently linked.

Thus, a suspension at different proportions of PAMO and GGPDH
was mixed with 8 in Tris—HCI buffer 50 mM pH 9 in the best immo-
bilization conditions to afford 16 (Scheme 4). In order to study
the effect of the presence of G6PDH in the immobilization pro-
cess, the PAMO/G6PDH ratio was varied among 1-10U, 1-5U,
and 1-2.5U. As mentioned before, to perform the biooxidation of
14, only G6P was added into the buffer. It was observed that a
lower proportion of the recycling enzyme led to a lower biocat-
alytic conversion, probably due to the fact that less protein was
present in the polyphosphazene, and therefore, the overall pro-
cess was slower. While a conversion around 80% was achieved
with a proportion 1-10U after 1 h, it diminished when a propor-
tion 1-5U was employed (58% conv.), and was even lower (40%
conv.)in the case of 1-2.5 U. Therefore, for subsequent experiments
a PAMO/G6PDH proportion 1-10U was used to prove that GGPDH

Table 1

Biooxidation of different substrates employing co-immobilized PAMO and G6PDH 16.?
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Fig. 1. Recycling study of 11 and 16 in the enzymatic oxidation of 14.

was able to work when supported on a polyphosphazene carrier,
as previously shown for other similar supports [15]. Attempts to
quantify the proportion of PAMO and G6PDH in 16 were achieved.
Thus, treatment of the polymer with SDS to extract the flavin of
the BVMO into the solution [28], and then measurement of the UV
spectra at 450 nm (maximum of flavin absorption) was recorded
in order to determine the decrease of the intensity of this signal
comparing polyphosphazenes 11 (only PAMO) and 16 (PAMO plus
G6PDH). Unfortunately, the quantity of PAMO attached to these
polymers was too low and any absorption was observed in any
case. Another probe was done making this experiment with the
same concentration of pure protein in solution, but any absorption
of the flavin was observed, demonstrating again that the quan-
tity of enzyme (and therefore flavin), was under the detection
limit.

3.4. Recycling capacity and stereoselectivity

Enzyme immobilization presents as main advantage the possi-
bility of its recycling during several times, therefore minimizing
the cost of the enzymatic process. This is especially interesting in
the case of oxidoreductases, since these proteins work mainly in
aqueous solutions and are soluble in this medium, avoiding the
possibility of their reuse. Herein, we have studied the recycling
capability of both 11 and 16 applied to the biooxidation of pheny-
lacetone (Fig. 1). It was observed that both preparations were active

(S)-22
Entry Substrate Product % Relative activity® e.e. 16¢ (conf.) e.e. Pure PAMOY (conf.)
1 17 18 28 >99% (S) >99% (S)
2 19 20 11 33%(R) 44% (R)
3 21 22 58 91% (S) 94% (S)
4 23 24 69 >99% (R) 80% (R)

2 For reaction conditions, see Section 2.

b In comparison with model substrate 14. Measured by GC.

¢ Measured by chiral GC or HPLC, see Supplementary Data.

d Obtained for isolated PAMO as previously described [33,37].
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after five catalytic cycles, but an appreciable loss of activity was
noticed in the second cycle, and later a constant decrease in the
activity of these biocatalysts. It is important to note that a very
similar trend was obtained for both polyphosphazenes, indepen-
dently if fresh G6PDH (for 11) or not (for 16) was added in the
reaction medium. This seems to indicate that the loss of activity
is mainly due to PAMO and not due to G6PDH, which is very sta-
ble under these conditions. In a parallel test, purified PAMO was
tested against phenylacetone, measuring the enzymatic conversion
at 30 min without previous treatment (80%) or after 24 h of incu-
bation in Tris—-HCl buffer 50 mM pH 9 at 30°C (6%). As can be seen,
PAMO is clearly inactivated, what supports the assumption that it
is the enzyme that can be more sensitive.

Finally, we were interested in studying the immobilization effect
on PAMO selectivity performing oxidations on a racemic ketone
(17) and on prochiral sulfides (19, 21, and 23). Co-immobilized
PAMO and G6PDH biocatalyst 16 was employed (Table 1), result-
ing in a very similar selectivity to that obtained for purified PAMO
[33,37], except for the case of sulfide 19, where a slight decrease
in the stereoselective oxidation process was observed. Interest-
ingly, in the case of sulfide 23, a remarkable improvement on the
selectivity was observed.

4. Conclusions

The amino polyphosphazenes {NP[O,Ci2Hg_x(NH2)x]}n (5-7),
prepared by nitration followed by a reduction protocol starting
from precursor [NP(OCq,Hg)]n, have been successfully used to
covalently immobilize for the first time a BVMO catalyst (PAMO)
through glutaraldehyde connectors. As the enzyme works in aque-
ous solution, its attachment to a solid support presents several
advantages for the recycling performance. After optimization of
the temperature, reaction time and type of shaking, a good cat-
alytic activity for these immobilized preparations was obtained
with a proportion of 0.5 amino groups per monomeric unit (x=0.5).
The same enzymatic activity was observed with x=1 or 2. It was
also found that the cofactor recycling enzyme G6PDH could be
attached on the same polyphosphazene carrier 5 together with
PAMO to obtain a synthetic ‘self-sufficient’ redox biocatalyst. The
good stability observed for the recycling enzyme G6PDH on this
type of support is very promising to design immobilized biocata-
lysts to be used in a ‘coupled enzyme’ approach [45] with other
oxidoreductases. This bifunctionalized preparation did not sig-
nificantly affect PAMO stereoselectivity, and was tried to reuse,
although probably due to the lower stability of the monooxyge-
nase, these preparations lost their activity in a great extent after few
cycles.
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Parte I: Inmovilizacion Enzimadtica Conclusiones

Se puede concluir que se ha llevado a cabo la sintesis eficiente de diversos
polifosfacenos con diferente grado de funcionalizacion y que se han utilizado de forma
satisfactoria como soportes para la inmovilizacion covalente de varios enzimas como
son la alcohol deshidrogenasa de Rhodococcus ruber ADH-A, lipasa de tipo B de

Candida antarctica y la fenilacetona monooxigenasa de Thermobifida fusca.

Asi, para el caso de la ADH, utilizando glutaraldehido como conector entre el
soporte y la biomolécula, se ha conseguido inmovilizarla sin que la selectividad del
enzima se viera alterada. Ademas se ha constatado la gran estabilidad de esta nueva
preparacion enzimatica ya que pudo ser reutilizada durante varios ciclos de reaccion sin
apreciarse un descenso en su actividad, e incluso pudo ser almacenada durante 3 meses
sin que su actividad enzimatica se viera alterada. La CAL-B fue inmovilizada de igual
forma, y se comprobd que el nuevo biocatalizador mantenia su actividad en medios
organicos catalizando la reaccion de acetilacion del 1-feniletanol, consiguiéndose su

resolucion cinética con una selectividad excelente.

Aprovechando las condiciones de inmovilizacién ya optimizadas, se logrd anclar
también la PAMO y posteriormente este enzima fue co-inmovilizado junto con la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa generando un sistema redox autosuficiente. Se
demostr6d que este sistema era capaz de reciclar el cofactor pirimidinico con la simple
adicion al medio de un azucar accesible como la glucosa-6-fosfato. El sistema co-
inmovilizado fue también reutilizado hasta los cinco ciclos de reaccion aunque en este
caso la actividad enzimdtica no permanecid constante observandose un descenso a lo

largo del tiempo.
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Parte II. Procesos Biocataliticos Dinamicos y Tandem Objetivos

En la segunda parte de esta Memoria se ha llevado a cabo el estudio de varias
resoluciones cinéticas dinamicas catalizadas por alcohol deshidrogenasas y -
transaminasas. Ademads, se ha desarrollado la utilizacion secuencial de una ADH y de
un catalizador metalico para la sintesis “one-pof” de dioles enantioenriquecidos con un

grupo triazol en su estructura. Los objetivos marcados se describen a continuacion:

Sintetizar de una manera eficaz una serie de B-cetoésteres sustituidos en posicion
o que seran empleados como sustratos de partida y asi aprovechar la acidez del

hidrégeno en posicion a para llevar a cabo su racemizacion in situ y realizar las DKRs.

Obtener los a-alquil-B-hidroxiésteres enantio- y diastereomericamente puros a
través de DKRs catalizadas por alcohol deshidrogenasas tanto purificadas como
sobreexpresadas. Demostrar ademas la cuasi-irreversibilidad de este tipo de procesos

llevando a cabo las biorreducciones con un pequefio exceso molar del cosustrato.

Demostrar la posible aplicacion de diferentes w-transaminasas en procesos
dindmicos aplicados a la sintesis de f-aminoésteres sustituidos en o de manera enantio-
y diastereoenriquecida. Estudiar el efecto causado en la selectividad de los enzimas
debido a la variacion en el tamafio de los sustituyentes en los sustratos de partida asi

como a la presencia de un sistema ciclico.

Optimizar la reaccion de tipo “click” empleando una metodologia para generar
Cu(I) que sea sencilla, barata y que permita su reciclabilidad, aplicada a la sintesis de

dioles con un grupo 1,2,3-triazol en su estructura.

Una vez desarrollada, emplearla junto la biorreduccion simultanea de dos
compuestos carbonilicos (una a-azido cetona y una a,B-alquinilcetona), para asi realizar
su posterior cicloadicion [3+2] catalizada por Cu(l) de una manera secuencial en un
mismo recipiente y asi sintetizar los productos finales de manera enantio- Yy

diastereomericamente pura.
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IL.1. B-HIDROXIESTERES a-SUSTITUIDOS: IMPORTANCIA Y SINTESIS

La obtencion de B-hidroxiésteres de manera enantiopura conlleva un interés
especial debido a que esta unidad suele encontrarse en numerosos productos naturales y
otros compuestos bioactivos. Ademads, son precursores de moléculas de gran relevancia
como los oxetanos, las lactonas, los B-hidroxidcidos o los P-aminoacidos, y son
intermedios de diversos derivados con actividad farmacoldgica como los policétidos, las
estatinas y los inhibidores de proteasas.'®® Este tipo de estructuras se encuentran
formando parte de compuestos como el sitofilato (Figura IL1), '*" feromona
perteneciente a una familia de coledpteros que se alimentan principalmente de cereales
y que provocan grandes pérdidas econdmicas, o como el estegobiol (Figura II.1),'®®
producto natural presente en las feromonas sexuales del insecto cominmente conocido

como el carcoma del pan (Stegobium paniceum) y que se encuentra especialmente

extendido en climas calidos.

1% (a) G. F. Liou, C. Khosla, Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7, 279-284; (b) J. Staunton, K. J. Weissman,
Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 380-416; (c) M. Chartrain, P. M. Salmon, D. K. Robinson, B. C. Buckland,
Curr. Opin. Biotechnol. 2000, 11,209-214.

17D, Kalaitzakis, S. Kambourakis, D. J. Rozzell, 1. Smonou, Tetrahedron: Asymmetry 2007, 18, 2418-
2426.

' D Kalaitzakis, I. Smonou, Eur. J. Org. Chem. 2012, 1, 43-46.
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358

sitofilato estegobiol

A \\\

Figura I1.1. Compuestos provenientes de p-hidroxiésteres con propiedades bioactivas

La sintesis de los derivados de B-hidroxiésteres sustituidos en posicion o es
especialmente interesante debido a que estos compuestos poseen dos centros
estereogénicos definidos en su estructura que dan lugar a cuatro posibles
diastereoisomeros, lo que hace que la obtencion estereopreferente de uno de los
isomeros sea un reto sintético. De entre todas las metodologias empleadas para obtener
este tipo de moléculas, se pueden destacar las reacciones de adicion-1,4 a dobles enlaces
conjugados, las alquilaciones estereoselectivas en posicion a, o las reacciones de tipo
aldolico, aunque sin duda aquellas que se basan en la reduccion de un B-cetoéster
sustituido en posicion a a través de una resolucion cinética dindmica son las que mas se
han empleado. En este caso, aprovechando la alta acidez del H en a, la racemizacion del
sustrato de partida puede tener lugar in sifu catalizado por el propio medio de reaccion
incluso a pHs neutros, lo que hace que acoplada con un agente reductor quiral, pueda
conducir a la obtencion preferencial de uno de los cuatro posibles diastereoisdmeros de
los correspondientes B-hidroxiésteres con un rendimiento teoérico del 100%. De hecho,
el término DKR fue acufiado por primera vez por Noyori'® en un proceso de
hidrogenacion para sintetizar B-hidroxiésteres enantiopuros sustituidos en posicion o
utilizando un complejo quiral de rutenio como catalizador. En este sentido, hay que
destacar que en los ultimos afios se han realizado grandes avances en este tipo de
reacciones, tanto en las hidrogenaciones'’’ como en los procesos de transferencia de

hidrégeno'”" catalizados por complejos metélicos.

19 R, Noyori, T. Ikeda, T. Ohkuma, M. Widhalm, M. Kitamura, H. Takaya, S. Akutagawa, N. Sayo, T.
Saito, T. Taketomi, H. Kumobayashi, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 9134-9135.

170 Bibliografia reciente: (a) T. Maeda, K. Makino, M. Iwasaki, Y. Hamada, Chem. Eur. J. 2010, 16,
11954-11962; (b) Y. Hamada, Y. Koseki, T. Fujii, T. Maeda, T. Hibino, K. Makino, Chem. Commun.
2008, 6206-6208.

"I Ejemplos recientes: (a) B. Seashore-Ludlow, F. Saint-Dizier, P. Somfai, Org. Lett. 2012, 14, 6334-
6337; (b) B. Seashore-Ludlow, P. Villo, C. Hacker, P. Somfai, Org. Lett. 2010, 12, 5274-5277; (c) D.
Cartigny, K. Puntener, T. Ayad, M. Scalone, V. Ratovelomanana-Vidal, Org. Lett. 2010, 12, 3788-3791.
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I1.2. B-AMINOESTERES a-SUSTITUIDOS: IMPORTANCIA Y SINTESIS

En la naturaleza los p-aminodcidos y sus derivados aminoésteres y
aminoamidas, estdn presentes en multitud de compuestos naturales con actividad
bioldgica, de ahi que la sintesis y el estudio de nuevos derivados tengan una gran
importancia y reciban una especial atencion por parte del sector de la quimica sintética.
En comparacion con los a-aminoécidos, sus analogos B, los cuales poseen un carbono
mas entre los grupos funcionales amino y 4acido carboxilico, presentan una gran
versatilidad ya que pueden contener diferentes radicales que confieran nuevas
propiedades a los compuestos sintetizados. Ademas los B-aminoésteres sustituidos en
posicion a, puesto que poseen dos centros estereogénicos dan lugar a la formacion de

hasta cuatro posibles diastereoisomeros.

Este tipo de compuestos ha demostrado tener una gran relevancia en diversas
proteinas ya que son capaces de generar estructuras secundarias helicoidales de gran
estabilidad, asi como de integrar péptidos miméticos sintetizados artificialmente.'”
Ademas son sintones de productos importantes con actividad biolégica como son las -

lactamas o los B-aminoacidos sustituidos.

NH O
T 0 ¢
= OH o
®/<o Va
a) taxol
o]
/ H
SN 0 Ne os
: DRPEP
© :
0 CO,H
b) bezoilmetilecgonina (cocaina) ¢) bencilpenicilina

Figura I1.2. Compuestos con propiedades bioactivas con una unidad de [-aminoéster o f-

lactama en su estructura

172 (a) P. G. Vasudev, S. Chatterjee, N. Shamala, P. Balaram, Chem. Rev. 2011, 111, 657-687; (b) B. B.
Toure, D. G. Hall, Chem. Rev. 2009, 109, 4439-4486; (c) J. W. Blunt, B. R. Copp, W.-P. Hu, M. H. G.
Munro, P. T. Northcote, M. R. Prinsep, Nat. Prod. Rep. 2009, 26, 170-244; (d) D. Seebach, J. Gardiner,
Acc. Chem. Res. 2008, 41, 1366-1375; (e) E. Juaristi, en Enantioselective Synthesis of f-Amino Acids, 2°
Ed., Eds. E. Juaristi, V. A. Soloshonok, 2005, pp. 1-17.
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En la Figura I1.2 se muestran algunos compuestos de interés con una unidad de
B-aminoéster o B-lactama en su estructura. El taxol, cuya estructura fue dilucidada en
1971, es un conocido producto natural que se extrae de la corteza del tejo y que se
usa en tratamientos de quimioterapia contra el cancer de mama, ovario o pulmon. Otra
familia de especial interés son las B-lactamas ya que son estructuras muy comunes en un

gran nimero de antibidticos como son las penicilinas o las cefalosporinas.

Pese a existir diferentes rutas sintéticas descritas en la bibliografia (Esquema
II.1), no existe una metodologia general y sencilla para la obtencion de los a-alquil-f-
aminoésteres a través de una aminacion directa en un solo paso de reaccion y sin la
necesidad de usar grupos protectores a partir de los correspondientes B-cetoésteres

sustituidos en a.

GP. NH, O
NH O \2
AN Ri ORs
R4 OR3 Ry
alquilacién en posicion o reduccién de enaminoéster

GP= grupo protector

resolucion cinética
de la mezcla racémica

NH, O
Reacciones multicomponente:
Mannich, adicién tipo Michael... R OR3
R2

Esquema II.1 Diferentes rutas sintéticas para la obtencion de p-aminoésteres enantio- y

diastereoenriquecidos sustituidos en posicion a

La alquilacion en o de p-aminoésteres utilizando bases y auxiliares quirales,'’ la
reduccion de B-enaminoésteres usando triacetoxiborohidruro de sodio como agente

reductor,'”” o la resoluciéon cinética de los racematos utilizando la penicilina G

M. C. Wani, M. L. Taylor, M. E. Wall, P. Coggon, A. T. McPhail, J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 2325-
2327.

7 A. J. McNeil, G. E. S. Toombes, S. M. Gruner, E. Lobkovsky, D. B. Collum, S. V. Chandramouli, B.
J. Vanasse, T. A. Ayers, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 16559-16568.

175 C. Cimarelli, G. Palmieri, J. Org. Chem. 1996, 61, 5557-5563.
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acilasa,'’® son algunos ejemplos utilizados para la obtencion de estos derivados en un
solo paso de reaccion, aunque por lo general los rendimientos y las selectividades
obtenidas no eran totalmente satisfactorias. Otros procedimientos implicaron varios
pasos de reaccion con la consiguiente pérdida de rendimiento. Entre ellos se encuentran
procesos que involucraban reacciones de tipo Mannich, '’ cicloadiciones 1,3-

179
17

dipolares'”® o adiciones de tipo Michael'” junto con la subsiguiente alquilacion en

posicion a.

I1.3. 1,2,3-TRIAZOLES
I1.3.1. Importancia de los 1,2,3-triazoles

Los 1,2,3-triazoles son farmacdforos de gran interés en sectores como el
farmacéutico o el agroalimentario debido a sus multiples propiedades bioldgicas.'™ Asi,
se han descrito derivados hidroxilados con una estructura presente de 1,2,3-triazol como
potentes bloqueadores de receptores B-adrenérgicos o formando parte de moléculas mas

complejas con actividad antiviral o antitumoral (Figura I1.3)."™!

NP

oJ(H
H N=N OH )\ O
N\&NWN
o}

S
: : 00

Figura I1.3 Ejemplo de un derivado hidroxilado con un grupo 1,2,3-triazol presente con

actividad inhibitoria sobre la proteasa del VIH

¢ G. Cardillo, A. Tolomelli, C. Tomasini, J. Org. Chem. 1996, 61, 8651-8654.

"7 (a) T. Kano, Y. Yamaguchi, K. Maruoka, Chem. Eur. J. 2009, 15, 6678-6687; (b) M. Periasamy, S.
Suresh, S. S. Ganesan, Tetrahedron: Asymmetry 2006, 17, 1323-1331; (c) S. Kobayashi, J. Kobayashi, H.
Ishiani, M. Ueno, Chem. Eur. J. 2002, 8, 4185-4190.

78 -P. G. Seerden, M. M. M. Kuypers, H. W. Scheeren, Tetrahedron: Asymmetry 1995, 6, 1441-1450.
17 (a) S. G. Davies, I. A. S. Walters, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1994, 1129-1139; (b) S. G. Davies,
O. Ichihara, 1. A. S. Walters, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 1994, 1141-1147; (c) S. G. Davies, O.
Ichihara, I. A. S. Walters, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1993, 1153-1155.

'%0(a) S. G. Agalave, S. R. Maujan, V. S. Pore, Chem. Asian J. 2011, 6, 2696-2718; (b) R. Kharb, P. C.
Sharma, M. S. Yar, J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2011, 26, 1-21; (c) R. S. Bohacek, C. McMartin, W. C.
Guida, Med. Res. Rev. 1996, 16, 3-50.

'81(a) W. Yan, X. Ye, N. G. Akhmedov, J. L. Petersen, X. Shi, Org. Lett. 2012, 14, 2358-2361; (b) H. C.
Kolb, K. B. Sharpless, Drug Discov. Today 2003, 8, 1128-1137.
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El anillo de 1,2,3-triazol tiene la posibilidad de actuar como mimético de un
enlace peptidico pudiendo ejercer como conector entre diferentes moléculas creando asi
estructuras supramoleculares. Esto es debido a que este heterociclo posee una
localizacion atomica y unas propiedades electronicas similares a las de la funcion amida
(Figura I1.4) con la ventaja de su resistencia frente a condiciones hidroliticas y a
procesos de oxidacion y reduccion. Ademas, los nitrogenos presentes en el anillo tienen
la posibilidad de actuar como dadores o aceptores de enlaces por puente de hidréogeno,
siendo estas caracteristicas las que han hecho que los 1,2,3-triazoles se hayan usado
para un amplio niimero de aplicaciones en ciencias biomédicas, sintesis organica o

ciencia de los materiales.

i R2 R1/<\N/: N .
R "N’ N,
H R,
— R—
distancia Ry-R; = 3.9 A distancia Ry-R, = 5.0 A

Figura 11.4 Similitudes topologicas y electronicas entre una amida y un 1,2,3-triazol

I1.3.2 Reaccion de cicloadicion dipolar [3+2]: Quimica de tipo “click”

El concepto de quimica de tipo “click” fue introducido por Sharpless y
colaboradores'® en el afio 2001 para definir un nuevo tipo de metodologias sintéticas
que utilizaran exclusivamente transformaciones quimicas que fueran lo mas practicas y
eficientes posibles para generar, a partir de reactivos sencillos, moléculas de una mayor
complejidad con una gran eficiencia atomica. La formacion de 1,2,3-triazoles a través
de una cicloadicion dipolar [3+2] entre un alquino y una azida fue descrita por primera

vez por Huisgen en 1963,'® y se ha establecido como el prototipo de reaccion de tipo

“click”.

La gran ventaja de esta reaccion radica en la facilidad para introducir grupos
alquinos o azidas en moléculas organicas a través de metodologias sintéticas conocidas,

y al hecho de que tanto estas funciones como los triazoles generados son estables y

"2H. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.
'3 R. Huisgen, Angew. Chem. Int. Ed. 1963, 10, 565-598.
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permanecen inalterados en presencia de agua, disolventes organicos u oxigeno
molecular. Ademas, la formacion de triazoles mediante cicloadicion 1,3-dipolar es un
proceso termodindmicamente favorecido, aunque requiere temperaturas elevadas y
tiempos de reaccion prolongados dando lugar, en la mayoria de los casos, a mezclas de

los dos posibles triazoles regioisoméricos en posiciones 1,4 y 1,5 (Esquema I1.2).

_ RN
RN N A Ri—= Cullcat Ton
\[ N . | °N + T . N
N R N a ° © b R
R, R, R,—N—-N=N 2
regioisbmero-1,4 regioisémero-1,5 regioisomero-1,4
(mezcla de regioisémeros 1:1 aprox.) (exclusivamente regioisémero-1,4)

Esquema I1.2 Cicloadicion dipolar de alquinos terminales y azidas en condiciones térmicas o

catalizada por una especie de Cu(l)

Si bien la facilidad para generar este tipo de triazoles fue un gran avance en el
campo de la quimica sintética, el verdadero impacto tuvo lugar tras el descubrimiento
del proceso catalizado por Cu(l), el cual no solo aumentaba la velocidad de la reaccion
drésticamente eliminando el uso de temperaturas elevadas, sino que también daba lugar
a la formacion del isomero 1,4 de manera totalmente regioselectiva.'® Esta reaccion
puede llevarse a cabo tanto en fase solida como en disolucion utilizando cominmente
como disolvente agua o mezclas con diferentes disolventes organicos como alcoholes o
DMSO con el fin de aumentar la solubilidad de los compuestos de partida. En estas
condiciones los triazoles finales suelen ser insolubles precipitando en el propio de

medio de reaccion, con lo que por simple filtracién pueden ser recuperados.

El factor més importante en estos procesos es la eleccion de la estrategia
utilizada para formar la especie de Cu(I). Asi, la metodologia més extendida es la
reduccion in situ de sales estables de Cu(Il). Este método posee la ventaja de no requerir
atmosferas inertes a pesar de la inestabilidad del i6n formado. Tradicionalmente, el

sulfato cuprico pentahidratado como fuente de cobre, y el ascobarto de sodio como

8% (@) J. E. Hein, V. V. Fokin, Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1302-1315; (b) M. Meldal, C. W. Tornoe,
Chem. Rev. 2008, 108, 2952-3015; (c) M. V. Gil, M. J. Arévalo, O. Lopez, Synthesis 2007, 1589-1620;
(d) J. E. Moses, A. D. Moorhouse, Chem. Soc. Rev. 2007, 36, 1249-1262; (e) C. W. Tornoe, C.
Christensen, M. Meldal, J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064.
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agente reductor, han sido los mas comunmente empleados.'® Otra estrategia es la
obtencion de Cu(I) por comproporcién entre una sal de cobre(II) y cobre metalico.'™ La
comproporcidén o conmutacion es el proceso quimico en el cual un elemento presente en
dos estados de oxidacion diferentes, pasa a tener un unico estado de oxidacion
intermedio a los anteriores a través de una reaccion de tipo redox, denomindndose al
proceso contrario dismutacion o desproporcion. De este modo se consigue generar
especies de Cu(l) in situ de una manera simple, pudiéndose eliminar el cobre metalico
presente en la reaccion de una manera facil y permitiéndose su reciclado durante varios
ciclos. Otro método comunmente utilizado es la adicion directa de sales solubles de
Cu(I), aunque debido a la inestabilidad del cation, en estos casos suele ser necesaria la
adicion de una base nitrogenada como pueda ser la trietilamina, la piridina o la N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA), con el fin de estabilizar la especie Cu(l) y evitar asi su

oxidacion.

I1.4. APLICACION DE ADHs EN PROCESOS DE TIPO DINAMICO

La biorreduccion de [-cetoésteres sustituidos en posicion o catalizada por
oxidorreductasas en condiciones dindmicas es un campo de investigacion estudiado
desde hace décadas utilizando tanto enzimas purificadas como células enteras. Los
primeros ejemplos al respecto hacian uso de microorganismos puesto que las técnicas
para aislar y purificar proteinas no se encontraban muy desarrolladas. Asi en 1976, Deol
y colaboradores'®’ reportaron la obtencién de una serie de a- y p-hidroxiésteres con una
pureza Optica excelente aunque con rendimientos moderados, a través de la
biorreduccion de los correspondientes cetoésteres por fermentacion utilizando diversas

levaduras de Saccharomyces cerevisiae.

Durante las décadas de los 80s y los 90s se extendio el empleo de células enteras
como catalizadores (especialmente levaduras como la de panaderia, Saccharomyces

cerevisiae), aplicados a la biorreduccion de este tipo de compuestos, aunque por

'3y, V. Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-
2599.

86 F_ Himo, T. Lovell, R. Hilgraf, V. V. Rostovtsev, L. Noodleman, K. B. Sharpless, V. V. Fokin, J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 210-216.

'"7B.S. Deol, D. D. Ridley, G. W. Simpson, Aust. J. Chem. 1976, 29, 2459-2467.
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supuesto hoy en dia se siguen utilizando debido a su bajo coste y facil accesibilidad.'™®
Pese a obtener buenos rendimientos y excelentes excesos enantioméricos en muchos de
los casos, el empleo de células enteras acarrea ciertos problemas intrinsecos como ya se
ha comentado en la introduccion de esta Memoria, ya que diversos enzimas con una
selectividad opuesta u otras actividades no deseadas pueden interferir disminuyendo la
estereoselectividad y el rendimiento global del proceso, y su escalado muchas veces no
es factible debido a las altas diluciones de sustrato necesarias. Para soslayar este tipo de
problemas, recientemente se ha comenzado a utilizar en este tipo de procesos ADHs

. . 167,168,189
tanto purificadas como sobreexpresadas en E. coli.'*"'%%

Un ejemplo reciente de este tipo de reacciones hizo uso de una nueva alcohol
deshidrogenasa de Clostridium acetobutylicum (CaADH), la cual se empled en la
reduccion de diferentes P-cetoésteres a través de procesos de resolucidon cinética
dinamica.'” Este enzima fue expresado en E. coli y posteriormente purificado. Asi,
utilizando este biocatalizador se llevo a cabo la sintesis estereoselectiva de un a-cloro-f3-
hidroxiéster (Esquema II.3). Este compuesto es un intermedio importante en la
obtencion del farmaco Taxotere o Taxol (comercializado bajo el nombre genérico de
Docetaxel). De esta manera, y utilizando como sistema de regeneracion del cofactor
glucosa y GDH, se llevo a cabo la preparacion de este precursor con una conversion del
95% y con unos excesos enantio- y diastereoméricos del 99% y 95%, respectivamente.
Ademads, esta reaccion pudo llevarse a cabo en una escala de varios gramos

manteniéndose la misma selectividad.

'8 (a) R. Bhuniya, T. Mahapatra, S. Nanda, Eur. J. Org. Chem. 2012, 1597-1602; (b) P. Rodriguez, B.
Reyes, M. Barton, C. Coronel, P. Menéndez, D. Gonzalez, S. Rodriguez, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2011,
71, 90-94; (c) S. P. Ravia, I. Carrera, G. A. Seoane, S. Vero, D. Gamenara, Tetrahedron: Asymmetry
2009, 20, 1393-1397; (d) H. Stecher, K. Faber, Synthesis 1997, 1-16; (e) K. Ishihara, K. Iwai, H.
Yamaguchi, N. Nakajima, K. Nakamura, T. Ohshima, Biosci. Biotechnol. Biochem. 1996, 60, 1896-1898;
(f) K. Nakamura, T. Miyai, K. Fukushima, Y. Kawai, B. R. Babu, A. Ohno, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1990,
63, 1713-1715; (g) K. Nakamura, T. Miyai, K. Nozaki, K. Ushio, S. Oka, A. Ohno, Tetrahedron Lett.
1986, 27, 3155-3156; (h) G. Frater, Helv. Chim. Acta 1979, 62, 2825-2828.

'8 (a) D. Kalaitzakis, J. D. Rozzell, S. Kambourakis, I. Smonou, Org. Lett. 2005, 7, 4799-4801; (b) 1. A.
Kaluzna, T. Matsuda, A. K. Sewell, J. D. Stewart, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 12827-12832; (c) P.
Bingfeng, G. Jianxing, L. Zuyi, O. P. Ward, Enzyme Microb. Technol. 1995, 17, 853-855.

Y0G. A. Applegate, R. W. Cheloha, D. L. Nelson, D. B. Berkowitz, Chem. Commun. 2011, 47, 2420-
2422.
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O o OH O Boc,
CaADH s l:\lH (0]
Woa " NOEt —>, :
NADPH - Y OR
Cl Glucosa/GDH Cl Cl
Taxotere

Esquema I1.3. Obtencion de un precursor del farmaco Taxotere a través de un proceso de DKR

catalizado por una alcohol deshidrogenasa

Otro ejemplo destacable de un proceso dindmico catalizado por una ADH fue

publicado por Berkowitz y colaboradores,'*®

en el que partiendo de nuevo de un
racemato, en lugar de obtenerse una mezcla de diastereoisdmeros, se formé un alcohol
con un centro quiral solamente. En este caso, utilizando una alcohol deshidrogenasa
aislada de un microorganismo termofilo (Sulfolobus solfataricus, SsADH), se
sintetizaron de manera enantiopura una familia de (S)-profenos, compuestos
antiinflamatorios no estereoideos, a través de un proceso de DKR (en el trabajo
denotado como DYRKR). Aprovechando la gran estabilidad del enzima en condiciones
drésticas de reaccion, se pudieron llevar a cabo las biorreducciones a pH 9 y 80°C de
temperatura, facilitindose de esta manera la racemizacion de los aldehidos de partida

(Esquema I1.4), obteniéndose los (S)-profenos en una escala de varios gramos y con

conversiones y estereoselectividades muy altas.

r° o

Ri NADH, EtOH 5% v v-!  Ri
0,
R, pH 9, 80°C R,
(S)-profeno
Krac

H. _O
Rq
R;

Esquema I1.4. Preparacion de varios (S)-profenos enantioenriquecidos mediante un proceso de

DKR catalizado por una alcohol deshidrogenasa proveniente de un microorganismo termofilo
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IL5. APLICACION DE ADHs EN PROCESOS CONCURRENTES O
SECUENCIALES

La combinacion de alcohol deshidrogenasas con catalizadores de diferente
naturaleza (metalicos, organocataliticos o incluso otros biocatalizadores) en procesos de
tipo secuencial, tindem o en cascada, es un campo de investigacion que estd siendo
abordado por numerosos investigadores hoy en dia, ya que facilita la obtencion de
productos complejos a través de varios pasos de reaccidon con una mayor eficacia y
rendimientos de reaccion elevados sin necesidad de aislar los intermedios, ofreciendo
ademas la posibilidad de utilizar un medio benigno como es el agua. Asi, por ejemplo,
la aplicacion de ADHs junto con derivados de prolina o complejos de zinc para obtener

117,191 : e . . .- 192
7191 o en combinacion con reacciones de tipo Wacker-Tsuji,

1,3-dioles enantiopuros,
Heck,'”? Suzuki,"* o Suzuki-Miyaura'®” catalizadas por complejos de paladio ha abierto

un sinfin de posibilidades (Esquema IL.5).

0 Pd(PPhs),Cl, O PdCl,
MeOH/H,0 (7:1), t.a.

H,0, 70°C R, x
R4B(OH), g R4 benzoquinona R,

Suzuki Wacker

/)
s

\

biorreduccioén

* R2
R
Esquema I1.5. Obtencion de alcoholes enantioenriquecidos en procesos ‘“one-pot” por

combinacion de una ADH con catalizadores de paladio

1S, Sonoike, T. Itakura, M. Kitamura, S. Aoki, Chem. Asian J. 2012, 7, 64-74.

121 Schanapperelle, W. Hummel, H. Groger, Chem. Eur. J. 2012, 18, 1073-1076.

93 (a) A. Boffi, S. Cacchi, P. Ceci, R. Cirilli, G. Fabrizi, A. Prastaro, S. Niembro, A. Shafir, A.
Vallribera, ChemCatChem 2011, 3, 347-353; (b) S. Sgalla, G. Fabrizi, R. Cirilli, A. Macone, A.
Bonamore, A. Boffi, S. Cacchi, Tetrahedron: Asymmetry 2007, 18,2791-2796.

"4 E. Burda, W. Hummel, H. Groger, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 9551-9554.

95 AL Prastaro, P. Ceci, E. Chiancone, A. Boffi, R. Cirilli, M. Colone, G. Fabrizi, A. Stringaro, S. Cacchi,
Green Chem. 2009, 11, 1929-1932.
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En este sentido, la cicloadicién 1,3-dipolar también ha sido descrita en procesos
concurrentes o secuenciales con biocatalizadores. Hua y colaboradores'*® describieron
la sintesis de ambos enantiomeros de una familia de derivados de 2-azido-1-ariletanol
con excelentes excesos enantioméricos y elevadas conversiones. Para ello se realizo la
biorreduccion de las correspondientes a-azidoacetofenonas precursoras con dos alcohol
deshidrogenasas en forma recombinante y con una estereopreferencia opuesta, la ADH
de Candida magnoliae (CMCR) y una proveniente de Saccharomyces cerevisiae
(Ymr226¢). Una vez obtenidos los a-azido alcoholes enantiopuros, estos fueron usados
junto con diversos alquinos terminales en presencia de Cu(l) (generado a través del
sistema de CuSOs/acido ascorbico), para obtener los alcoholes derivados de 1,2,3-
triazol mediante cicloadicion, demostrandose asi la potencial aplicabilidad de estos

procesos en la obtencién de compuestos enantioenriquecidos.

Otro ejemplo reciente para obtener alcoholes enantiopuros con un anillo de
1,2,3-triazol presente en la estructura ha sido descrita por Feringa, Janssen y
colaboradores,'”” haciendo uso de una ADH junto con una halohidrina deshalogenasa
(Hhe), enzima capaz de catalizar la formacion selectiva de epoxidos a partir de las
correspondientes halohidrinas y su posterior apertura con diversos tipos de nucledfilos.
Asi, partiendo de una serie de a-bromo- o a-cloroacetofenonas, y utilizando células
recombinantes de E. coli que co-expresaban una alcohol deshidrogenasa (ADH de
Thermoanaerobacter sp. o de Lactobacillus brevis) junto con una halohidrina
deshalogenasa (Hhe de Agrobacterium radiobacter AD1 o de Mycobacterium sp. GP1,
respectivamente) y en presencia de azida de sodio, se sintetizaron los correspondientes
1,2-azidoalcoholes enantiopuros. Posteriormente se estudiaron las condiciones de
cicloadicion con un alquino terminal utilizando como catalizador Cu(I) obtenido por
reduccion de sulfato de cobre (II) con ascorbato de sodio en presencia de un ligando
(MonoPhos), que se suele emplear en este tipo de procesos ya que estd descrito que
acelera la velocidad de esta reaccion. Tras optimizar las condiciones, se consigui6 llevar
a cabo la sintesis de una serie de 1,2,3-triazoles combinando ambas reacciones en un

mismo recipiente a través de un proceso tandem (Esquema I1.6).

"H. Ankati, Y. Yang, D. Zhu, E. R. Biehl, L. Hua, J. Org. Chem. 2008, 73, 6433-6436.
YT w. Szymanski, C. P. Postema, C. Tarabiono, F. Berthiol, L. Campbell-Verduyn, S. de Wildeman, J. G.
de Vries, B. L. Feringa, D. B. Janssen, Adv. Synth. Catal. 2010, 352, 2111-2115.
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O OH
0
R1)K/x R1)*\/x R1A<l )\/

i NaN3
NADPH  NADP* HX
sistema de reciclaje CuS04-5H,0
del cofactor Ac. ascorbico
MonoPhos

2

/,<

X=Cl, Br )\/
Esquema 11.6. Obtencion de alcoholes derivados de 1,2,3-triazol enantioenriquecidos en un

proceso tandem empleando una alcohol deshidrogenasa y una halohidrina deshalogenasa

I.6. APLICACION DE ®-TRANSAMINASAS EN PROCESOS DE TIPO
DINAMICO

Como ya se ha comentado, el empleo de las w-transaminasas en el campo de la
Biocatalisis esta en constante desarrollo debido a las aplicaciones prometedoras de este
tipo de enzimas en la obtencion de aminas enantiopuras de una manera sencilla y
altamente selectiva en condiciones suaves y en un solo paso de reaccion. Cabe destacar
que, pese a estar en auge su estudio y existir numerosos trabajos en los que se usan
como catalizadores en resoluciones cinéticas de aminas racémicas con el fin de obtener
la amina remanente enantiopura, o en procesos de aminacion de grupos carbonilos
pudiéndose obtener hasta un 100% de rendimiento teérico de la amina quiral, apenas
existe un ejemplo descrito en el que se haya aplicado este tipo de enzimas en sistemas
dinamicos. En este trabajo, Kroutil y colaboradores'”® llevaron a cabo la obtencion de
manera enantioenriquecida del compuesto (R)-4-fenilpirrolidin-2-ona, intermedio en la
obtencion del acido 3-fenil-y-aminobutirico, firmaco que actia sobre el sistema
nervioso y que se administra para controlar enfermedades como el Parkinson o brotes

s L4l 199
psicoticos.

8 D. Koszelewski, D. Clay, K. Faber, W. Kroutil, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2009, 60, 191-194.

9 (a) J. G. Hardman, L. E. Limbird, A. G. Gilman, Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis
of Therapeutics, 10* Ed., McGraw-Hill, 2001; (b) P. L. McGeer, E. G. McGeer, en Basis Neurochemistry:
Molecular, Cellular and Medical Aspect, 4* Ed., Eds. G. J. Siege, B. Agranoff, R. W. Albens, P.
Molinoff, Raven, 1989.
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_0 ATA-117 [\in H
H 6.5, 30°C
\WQCOZEt P N \\“-&COZEt E/\:O
|
o CoN | C e

Kiac D-alanina ac. pirtvico EtOH
0 sistema de reciclaje i
del cofactor
CO,Et
NADH/NAD*

NH,
ac. lactico ©\ CO,H

Esquema IL.7. Aplicacion de una w-TA en un proceso dindamico para la obtencion de un

precursor del dacido (R)-3-fenil-y-aminobutirico

Aprovechando la racemizacion espontanea de un aldehido sustituido en posicion
a en el medio de reaccion, se estudid su aminacion con varias m-transaminasas. Asi, la
amina primaria obtenida reaccionaba espontdneamente mediante una adicion
nucleofilica intramolecular sobre el grupo éster obteniéndose la lactama
enantioenriquecida (Esquema II.7), precursor del fdrmaco deseado. Los mejores
resultados se obtuvieron utilizando la enzima R-selectiva ATA-117 y la alanina como
agente donador del grupo amino, obteniéndose el producto deseado con un 92% de
rendimiento y un exceso enantiomérico del 68% (R). Ademas se pudo llevar a cabo la
reaccion en una escala de 100 mg en presencia de un 15% v v'' de DMSO que actuaba

como cosolvente facilitando la solubilidad del sustrato de partida.
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En un primer proyecto se ha llevado a cabo la biorreduccién de una serie de
derivados de B-cetoésteres sustituidos en posicion o tanto con grupos alifaticos como
aromaticos, catalizada por alcohol deshidrogenasas (sobreexpresadas en E. coli o
parcialmente purificadas) a través de un proceso de resolucion cinética dindmica con el
fin de obtener de manera enantio- y diastereomericamente pura los alcoholes finales con

una conversion cuantitativa (Esquema I1.8).

O O OH O
R1)KHJ\OR3 R OR3
R2 R2

syn

u - R1)N(U\OR3 I::>

O O m Ro )Oi/ﬁ

M NAD(P)H NAD(P)* R ¥ ORj3
R Y "ORj \ :
B R2
R anti
sistema de reciclaje \ )
del cofactor

Esquema I1.8. Esquema de la obtencion de a-alquil-p-hidroxiésteres enantioenriquecidos

catalizada por una alcohol deshidrogenasa a través de un proceso dinamico
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Inicialmente se sintetizaron los sustratos de partida a través de una alquilacion
en la posicion o de los B-cetoésteres con los correspondientes halogenuros de alquilo en
medio basico. Seguidamente se sintetizaron los a-alquil-B-hidroxiésteres racémicos
mediante una reduccién con borohidruro sodico, con el fin de obtener los productos
finales y desarrollar un método analitico con el que poder separar los cuatro

diastereoisomeros generados.

Las alcohol deshidrogenasas utilizadas en este trabajo se clasificaron en tres
grupos diferentes en funcion de su preferencia en cuanto a su estereoespecificidad
(Prelog o anti-Prelog) y de acuerdo al tipo de sustrato modelo que aceptaban (Tabla

IL1).

Tabla I1.1. Alcohol deshidrogenasas utilizadas en este estudio agrupadas segun su selectividad

y sustrato modelo

. . - regeneracion
grupo ADH microorganismo selectividad cofactor del cofactor
ADH-A Rhodococcus ruber S NADH 2-propanol
1? CPADH Candida parapsilosis S NADH 2-propanol
E. coli/TesADH Thermoanaeffobacter S NADPH 2-propanol
ethanolicus
E. coli/RasADH Ralstonia sp. S NADPH  GDH/glucosa
2 o
E. coli/fSyADH Sp hzngobzum S NADPH 2-propanol
yanoikuyae
LBADH Lactobacillus brevis R NADPH 2-propanol
3C
LKADH Lactobacillus kefir R NADPH  GDH/glucosa

* Selectividad de tipo Prelog aceptando sustratos con al menos un sustituyente pequefio.

Selectividad de tipo Prelog aceptando sustratos voluminosos. ¢ Selectividad de tipo anti-Prelog.

Se realizé un estudio minucioso de la biorreduccion de los diferentes sustratos
con todos los enzimas observandose por lo general una tendencia clara hacia la
formacion de los diastereoisdomeros syn frente a los anti. Estructurando el estudio en los
tres grupos de enzimas mostrados en la Tabla II.1, se observo que de entre las primeras,
la alcohol deshidrogenasa TesADH sobreexpresada en E. coli era el enzima que mejores
resultados mostr6 con la mayoria de los sustratos, obteniéndose el diastereoisémero syn-

(2R,3S) con unos excesos enantio- y diastereoméricos excelentes, especialmente con los
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a-etil- y o-alil-B-cetoésteres, los cuales demostraron ser sustratos ideales para esta
alcohol deshidrogenasa. En el caso de los o-metil-B-cetoésteres, el enzima mas
apropiado fue la CPADH. Esta alcohol deshidrogenasa mostr6 ademas una marcada
dependencia en su diastereoselectividad con respecto al tamafio del grupo alquilo
presente en el éster. Asi, en la biorreduccion de los derivados sustituidos con un grupo
etilo en posicion a, se pasod de una ligera diastereopreferencia hacia el alcohol anti con
el éster de metilo, a una selectividad entorno al 90% hacia la formacioén del
diastereoisomero syn con el éster de isopropilo. Con derivados mas voluminosos los
resultados ya no fueron satisfactorios, mientras que en el caso de la a-

acetilbutirolactona la ADH-A mostro resultados positivos.

En el caso de las alcohol deshidrogenasas capaces de aceptar sustratos mas
voluminosos, la SyADH demostr6 de nuevo una elevada preferencia por la formacion
de los derivados syn-(2R,3S) con una buena conversion especialmente en los casos de
los B-cetoésteres sustituidos en posicion o con grupos metilo o etilo. En cuanto a la
RasADH, la selectividad mostrada fue baja en la mayoria de los casos, aunque demostro
una diastereoselectividad elevada (90%) en la obtencion del diastereoisdémero anti-
(25,3S5) del alcohol 2-bencil-3-hidroxibutanoato de isopropilo. Este enzima también fue
capaz de reducir sustratos mas voluminosos que no eran aceptados por el resto de las

alcohol deshidrogenasas.

Puesto que la LBADH y la LKADH son enzimas con selectividad anti-Prelog,
en la mayoria de los casos la configuracion obtenida para los alcoholes fue 3R, sin
embargo se pudo apreciar que en algunos casos, especialmente con la LKADH, el
alcohol preferencial fue el de configuracion 3S. Se comprob6 ademas que a medida que
el grupo alquilo del éster aumentaba su tamafio, tanto la enantio- como Ia
diastereoselectividad disminuian drésticamente. Los sustratos voluminosos no fueron
aceptados por la LBADH, aunque se obtuvo el alcohol syn-(2S5,3R) resultante de la

biorreduccion de la a-acetilbutirolactona con elevada diastereoselectividad.

Con el fin de aumentar la selectividad para alguno de estos procesos, se
realizaron diferentes pruebas disminuyendo la temperatura de las reacciones de 30°C a
20°C, pero en todos los casos tan solo se observo un descenso en la conversion y no se

aprecid una mejoria en los excesos diastereoméricos. Asimismo, varias reacciones
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pudieron ser escaladas facilmente a 50 mg obteniendo los alcoholes enantioenriquecidos

con rendimientos entre un 60-80%.

Los hidroxiésteres formados son susceptibles de formar un enlace de hidrogeno
intramolecular entre el grupo hidroxilo y el &tomo de oxigeno del carbonilo del éster
(Figura ILS), confiriendo a estos compuestos de una estabilidad adicional, como
también ocurre en el caso de las 1,2- y las 1,3-dicetonas, las cuales han mostrado que
pueden ser reducidas por ADHs de una manera cuasi-irreversible empleando un

pequeiio exceso de cosustrato.

Figura IL5. Interaccion estabilizante en los B-hidroxiésteres obtenidos por formacion de un

puente de hidrogeno intramolecular

Para comprobar si este fenomeno también ocurria con estos sustratos, se llevo a
cabo la biorreduccion de los mismos catalizada por las ADHs utilizando como sistema
de regeneracion 2 equivalentes de isopropanol solamente. Asi, se observé tras 24 h de
reaccion que las conversiones obtenidas apenas variaban en comparacion con las
pruebas realizadas con un 5% en volumen del cosustrato, demostrandose que para este
tipo de derivados no era necesaria la utilizacion de un gran exceso molar de

isopropanol, lo que conlleva un aumento en la eficiencia atdmica y redox del proceso.
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Aprovechando la obtencion de los a-alquil-B-cetoésteres sintetizados para el
proyecto anterior, se propuso emplear algunos de estos derivados con una serie de
transaminasas comerciales y asi, en condiciones dindmicas, dar lugar a los
correspondientes P-aminoésteres sustituidos en posicion o a través de un proceso de

transaminacion (Esquema I1.9).

7 NH, O NH, O
,R1)\|)J\OR3 o R1)\|)k0,
o o o o ! Ro Ry !
:R1 OR3 (o] R1 O ’< +
LR, Ro ! / \ NH, O NH, O
N NH 9 R Y OR; o R Y O
:\\ 2 2 :
e .

Esquema I1.9. Sintesis estereoselectiva de f-aminoésteres sustituidos en posicion o. catalizada

por una transaminasa a través de un proceso dindmico

De esta manera se sintetizaron los sustratos de partida por alquilacion en
posicion o de los acetoacetatos precursores comerciales empleando halogenuros de
alquilo en medio basico, obteniéndose asi una serie de derivados con diferentes grupos
en posicién a al carbonilo (R*= metilo, etilo, bencilo) y como sustituyentes en el éster

(R*= metilo, etilo, isopropilo).

Posteriormente, para tener la referencia analitica de los productos finales de los
procesos enzimaticos, se disefid una ruta sintética para obtener los P-aminoésteres
racémicos sustituidos en a que constaba de tres etapas (Esquema I1.10): 1) formacion de
una enamina de configuracion Z por reaccion del B-cetoéster con bencilamina usando
catalisis por ultrasonidos a 30°C en tiempos cortos (0.5-1 h); 2) reduccion de las
enaminas a los correspondientes B-aminoésteres N-bencilados empleando para ello
NaBH(OACc); a 0°C durante unas horas (4-12 h); y 3) desproteccion del grupo bencilo
mediante una hidrogenacion catalizada por Pd sobre C en acetato de etilo durante una
noche dando Iugar a los derivados racémicos finales. En cuanto a la
diastereoselectividad, hay que sefialar que en el proceso de reduccion de la enamina se

obtuvo normalmente el isomero syn en exceso, tal como esta descrito.
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)O O BnNH,, ac. acético  NeBHs NH O
Ry ‘\HJ\OR3 ultrasonidos B} /S)J\ ac. acetlco Ri ORs3
Rz 30°C, 0.5-1 h 0°C, 4-12 h Ro
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Pd/C, H,
Rdto:62-87%| AcOEt
ta.,,5h
NH, O
R OR;
Ry
syn + anti

Esquema I1.10. Sintesis de los a-alquil-f-aminoésteres racémicos

Una vez sintetizados todos los materiales de referencia y puestos a punto los
métodos analiticos, se procedieron a estudiar los procesos de aminacion dindmicos con
24 TAs de origen comercial. En un primer lugar se realiz6 la transaminacion sobre un f3-
cetoéster sin ninguna sustitucion en posicion o (acetoacetato de etilo), empleando para
ello alanina o isopropilamina como dadores de amino y DMSO como cosolvente (2.5%
v v') para favorecer la solubilidad del sustrato, para asi observar cuales de estos
enzimas podian ofrecer una buena actividad con los compuestos sustituidos. De esta
forma se detectaron varias TAs con selectividades opuestas que dieron lugar al
correspondiente producto con muy buenas selectividades, obteniéndose mejores

resultados con la isopropilamina.

A continuacién se realizé la aminacion selectiva de un sustrato alquilado en
posicion o con un grupo etilo, formandose los aminoésteres syn y anti con buenas
conversiones y excesos enantioméricos, aunque los eds normalmente eran bajos o
moderados. Con el fin de mejorar estos resultados, se traté de emplear medios basicos o
adicionar resinas basicas para aumentar la velocidad de racemizacion, o disminuir la

temperatura o la carga de enzima, para rebajar la velocidad de la reaccién enzimatica,
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pero los resultados apenas mejoraron en términos de diastereoselectividad, de ahi que se

tomara un pH de 7.5 y una temperatura de 30°C como las condiciones dptimas.

En un siguiente paso se procedido a la extension del estudio con todos los
sustratos utilizando las TAs. Se observo que de entre los 24 biocatalizadores la mitad
mostraban una preferencia hacia la formacion de los productos de configuracion S

mientras que otros tantos hacia los de configuracion R.

En cuanto a la familia de las transaminasas (S)-selectivas, la mayoria dio lugar a
los B-aminoésteres enantiopuros de conformacion syn-(2R,3S) de manera preferencial,
aunque normalmente con diastereoselectividades muy bajas (hasta un 60/40). En
cambio la TA-P1-A06, la TA-P1-G06 y la ATA-103 mostraron una selectividad opuesta
formando el isémero anti-(2S5,3S) mayoritariamente con mejores diastereoselectividades
(hasta casi un 80/20). En la mayoria de los casos no se detectdé una influencia muy
marcada por el cambio en el patron de sustitucion de estos derivados, aunque en algun
caso, como con la TA-P1-A06, si que se aprecio un efecto significativo cuando el grupo
en posicion o era voluminoso (grupo bencilo), llegdindose a obtener

diastereopreferencias opuestas.

Las TAs (R)-selectivas mostraron también por lo general una predileccion por la
formacion del isémero syn-(25,3R) de manera enantiopura aunque de nuevo con
selectividades bajas (hasta un 60/40). De entre todas ellas la que mejor eds ofreci6 fue
la TA-P2-A07. En cambio, la ATA-301 dio lugar al isdémero enantiopuro anti-(2R,3R)
para varios de los sustratos con moderadas diastereoselectividades, siendo en algun caso
mayores de 80/20. De nuevo para este biocatalizador se observo una influencia muy

marcada cuando el grupo en posicion a era un bencilo.

Puesto que los resultados obtenidos en cuanto a diastereoselectividad no eran
muy satisfactorios, se procedid a utilizar compuestos con una mayor rigidez estructural
y que pudieran dar lugar a mejores selectividades. Asi, se emplearon dos sustratos
ciclicos en la reaccion de transaminacién. En un primer ejemplo se usé la a-
acetilbutirolactona que presentaba un grupo carbonilo exociclico, y en este caso se
observaron mejores eds con las enzimas (S)-selectivas, formandose los derivados anti-

(25,1°S) de manera preferencial mientras que con las (R)-selectivas no se apreciaron
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grandes mejoras. En cambio cuando se wus6 como sustrato el 2-
oxociclopentanocarboxilato de etilo, que poseia el grupo carbonilo dentro del ciclo, si
que se identificaron dos enzimas, la ATA-113 y la TA-P1-GO05, que dieron lugar al
isomero anti-(1S5,2S) con muy buenas conversiones y estereoselectividades (>99% ee,

>94 de).

Debido a estos buenos resultados, se procedid a realizar el proceso de
transaminacion a una escala de 50 mg del sustrato obteniendo, tras 24 h de reaccion
utilizando en esta ocasion EtOH como cosolvente para facilitar el aislamiento del
producto final, y después de una extraccion simple &cido-base, el (1S,25)-2-
aminociclopentanocarboxilato de etilo con un 58% de rendimiento aislado de manera

practicamente enantiopura (Esquema I1.11).

0 TA-P1-G05 NH,

é/COzEt Tampon/EtOH G/COzEt

NH, O (18,29)
)\ )k >99% ee, 98% de
Rdto:58%

Esquema I1.11. Sintesis estereoselectiva del anti-(1S,2S)-2-aminociclopentanocarboxilato de

etilo a través de un proceso dinamico de transaminacion
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En el ultimo proyecto se ha desarrollado la sintesis de 1,2,3-triazoles con dos
centros estereogénicos de manera enantio- y diastereomericamente pura empleando una
ruta secuencial hecha en un mismo recipiente. Utilizando como sustratos de partida dos
cetonas proquirales (una a-azido cetona y una a,f-alquinil cetona), se realizé un estudio
de la biorreduccion simultdnea de ambos compuestos con el fin de obtener ambos
alcoholes de manera cuantitativa y enantiopura. Una vez obtenidos, y sin necesidad de
ser aislados del crudo de reaccién, se llevd a cabo la reaccion de cicloadicion [3+2]
catalizada por Cu(l) entre ambos intermedios, generandose de esta manera los dioles
derivados de 1,2,3-triazol con unas conversiones altas y unos excesos enantio- y

diastereoméricos excelentes (Esquema I1.12).

0 OH
AN 1
N cusos/cu Ry N
+ > + > Y\N * Ry

Tampoén / ‘PrOH Tampon / ‘PrOH OH N=N

T 30°C o 60°C
N

Esquema I1.12. Ruta general para la sintesis enantio- y diastereoenriquecida de derivados de

1,2,3-triazol a través de un proceso de tipo tandem

En un primer paso, una vez sintetizadas, se optimizé la biorreduccion de una
serie de o-azido cetonas y a,fB-alquinil cetonas tanto alifiticas como aromaticas
catalizada por alcohol deshidrogenasas. La ADH-A de Rhodococcus ruber
(sobreexpresada en E. coli) con selectividad de tipo Prelog y la LBADH de
Lactobacillus brevis con una preferencia opuesta, fueron los enzimas que mejores
resultados mostraron de entre una serie de ADHs, obteniéndose una conversion
completa y unos excesos enantioméricos excelentes con la mayoria de los sustratos. Hay
que resefiar que se eligid6 un tampon fosfato 50 mM pH 7.5 para realizar las
biorreducciones puesto que con la reguladora Tris se observd que las alquinil cetonas se
descomponian al cabo de unas horas. En vista de los buenos resultados alcanzados para
obtener de manera enantiopura los alcoholes, se llevd a cabo una prueba de
biorreduccion simultanea de ambos compuestos para comprobar que no hubiera ninguna

interferencia entre ambos sustratos o con el enzima. Asi, tras 24 horas de reaccidon se
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obtuvieron los alcoholes productos de las biorreducciones con conversiones completas y

de manera enantiopura.

El siguiente paso fue la optimizacion del proceso de cicloadicion [3+2] entre los
alcoholes obtenidos. Para ello, y utilizando dos derivados modelo en su forma racémica,
se realizd0 un estudio de la reaccion controlando factores como el disolvente, la
temperatura o el catalizador. Asi, cuando la reaccion se llevd a cabo utilizando una
disolucion de CuSO4 y 4cido ascorbico para generar in situ Cu(l) a temperatura
ambiente en una mezcla de HO : ‘BuOH 1:1 v v'!, no se obtuvieron conversiones
completas. Con el fin de estudiar otras fuentes de Cu(l), se contempl6 la posibilidad de
generarlo de una manera facil y econdémica a través de un proceso de comproporcion
empleando cobre metélico y una disolucion catalitica de sulfato de cobre (II). Asi, se
enroll6 un filamento de cobre metalico alrededor de un imédn permitiendo de esta forma
la agitacion de la reaccion, a la vez que una fécil recuperacion del catalizador y su
reutilizacion durante varios ciclos. Asi, puesto que el metal se pasivaba con el uso
continuado del mismo, se procedié a un simple lavado del mismo con HCI 2 N durante

5 minutos y asi poder recuperarlo.

Utilizando este sistema como fuente de cobre (I), se estudiaron las condiciones
de reaccion variando el disolvente y la temperatura, observandose tras 24 h de reaccion
a 60°C la formacion de los derivados de 1,2,3-triazol con muy buenas conversiones en
una mezcla de H,O : ‘PrOH 1:1 v v''. Con el objetivo de poder desarrollar la sintesis de
estos compuestos a través de un proceso de tipo tindem variando lo menos posible las
condiciones de reaccion, se llevdo a cabo una prueba utilizando el mismo medio
necesario para la biorreduccion de las cetonas de partida catalizada por las ADHs,
comprobandose que al utilizar como disolvente una mezcla de tampén fosfato : ‘PrOH

-1 ., . ., . . ,
95:5 v v la conversidn de la cicloadicion no disminuia.
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OH o OH
BN BADH M YT R
- + B +
¥ OH Tampon / 'PrOH o] Tamp6n / ‘PrOH OH
H ° N 30°C \/\/\/k/ N
DN N | soc M 8 (R) ®
(S
CuSO,4/Cu CuSO,4/Cu
Tampon / 'PrOH, 60°C Tampon / 'PrOH, 60°C
OH OH
(S) (R) :
OH N=N OH N=N
[ Rdto: 82%,99% ee, 99% ed | [ Rdto: 85%, 99% ee, 99% ed |

Esquema I1.13. Ejemplo de la obtencion de dioles derivados de 1,2,3-triazol de manera
enantio- y diastereomericamente pura a través de una sintesis quimioenzimdtica de tipo tandem

dirigida por la estereopreferencia de la alcohol deshidrogenasa

Una vez optimizadas por separado tanto la biorreduccion como la cicloadicion,
se realizo la sintesis secuencial en dos pasos de los dioles derivados de 1,2,3-triazol en
un mismo recipiente. Para ello, primero se llevaron a cabo las biorreducciones a 30°C,
obteniéndose los alcoholes enantiopuros tras 24 h de reaccion. Tras ello, en un segundo
paso, se adicion6 una disolucidon catalitica de CuSO4 y el cobre metélico,
manteniéndose la reaccion a 60°C durante otras 24 h. De esta manera, y en funcion de la
estereopreferencia de la alcohol deshidrogenasa utilizada en las biorreducciones, se
pudo dirigir la sintesis hacia la formacion de uno de los cuatro posibles
diastereoisomeros de varios 1,2,3-triazoles con muy buenas conversiones y unos

excesos enantio- y diastereoméricos excelentes (Esquema I1.13).
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Abstract: a-Alkyl-p-hydroxy esters were obtained
via dynamic kinetic resolution (DKR) employing pu-
rified or crude E. coli overexpressed alcohol dehy-
drogenases (ADHs). ADH-A from R. ruber,
CPADH from C. parapsilosis and TesADH from T.
ethanolicus afforded syn-(2R,3S) derivatives with
very high selectivities for sterically not impeded ke-
tones (‘small-bulky’ substrates), while ADHs from S.
yvanoikuyae (SyADH) and Ralstonia sp. (RasADH)
could also accept bulkier keto esters (‘bulky-bulky’
substrates). SYyADH also provided preferentially syn-
(2R3S) isomers and RasADH showed in some cases
good selectivity towards the formation of anti-

(28,3S) derivatives. With anti-Prelog ADHs such as
LBADH from L. brevis or LKADH from L. kefir,
syn-(28,3R) alcohols were obtained with high conver-
sions and diastereomeric excess in some cases, espe-
cially with LBADH. Furthermore, due to the ther-
modynamically favoured reduction of these sub-
strates, it was possible to employ just a minimal
excess of 2-propanol to obtain the final products
with quantitative conversions.

Keywords: alcohol dehydrogenases; biocatalysis; dy-
namic kinetic resolution; hydrogen transfer; p-hy-
droxy esters

Introduction

During the last years, the development of dynamic
protocols in order to obtain enantio- or diastereo-
merically pure compounds starting from easily avail-
able racemic substrates has been intensified. An in-
creasing number of processes involving enzymatic and
homogeneous catalysis in dynamic conditions has
been designed to achieve successful transformations
for synthesising optically pure derivatives in quantita-
tive yields. It is accepted that when these reactions in-
volve the deracemisation of a racemic mixture, a dy-
namic kinetic resolution (DKR) is taking place,'!
while the de-epimerisation of a mixture of diastereo-
mers is classified as a dynamic kinetic asymmetric
transformation (DYKAT).” Thus, employing DKRs,
the deracemisation of sec-alcohols® and rac-primary
amines” among others have been performed, while
DYKATSs have often been applied for the de-epimeri-
sation of polyalcohols.”

Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 1743 -1749
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One example of a dynamic process is the reduction
of an o-substituted f-keto ester (Scheme 1) to obtain
the corresponding alcohols with high diastereomeric
excess (de).l'®% This reaction has been successfully
achieved using metal and enzyme catalysis, due to the
high acidity of the a-hydrogen that ensures a fast sub-
strate racemisation even at neutral pH. Historically
this transformation has been categorised as a DKR-
type process.”! In fact, the first time where this term
was implemented by Noyori,® corresponds to an Ru-
catalysed hydrogenation of a-substituted p-keto
esters. Initial examples of the biocatalysed reduction
of these compounds were shown by Deol etal. in
1976 employing baker’s yeast.”) In the 1980s and
1990s, whole cells were mainly employed as biocata-
lysts, especially baker’s yeast,®®!”! and despite the ex-
cellent conversions and enantiomeric excess (ee)
achieved in some cases, the presence of several active
enzymes with different selectivities depleted the
global stereoselectivity. More recently, the develop-
ment of dynamic protocols using isolated or overex-
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Scheme 1. ADH-catalysed reduction of a-substituted -keto esters to afford a mixture of two diastereomeric pairs of alco-

hols through base-catalysed racemisation.

pressed alcohol dehydrogenases (ADHs),'!) has over-
come this drawback along with the development of
efficient techniques!'” to recycle the expensive cofac-
tor required in these processes.

Herein, a set of o-substituted p-keto esters has
been successfully reduced with several purified or
crude preparations containing overexpressed ADHs
in E. coli affording the corresponding f-hydroxy
esters in many cases with excellent enantio- and dia-
stereoselectivities. Taking into account that enan-
tioenriched a-alkyl-p-hydroxy esters are building
blocks of many natural and bioactive structures such
statins,”®!  pheromones,'"" polyketides, and other
pharmaceuticals,"® we selected a series of B-keto
esters for their preparation. On the other hand, the
ADHs studied here have not been previously assayed
toward this type of derivative.!"!

Results and Discussion

Initially, several a-alkylated -keto esters were syn-
thesised following a methodology previously de-
scribed,!”! consisting of the treatment of the P-keto
ester with the corresponding alkyl halide in basic
medium (1a-1, Scheme 2). Then, the biotransforma-

ADH
—_—

o O
R1MOR3
R2 NAD(P)
1a-I

recycling
system

tion conditions were optimised in order to ensure
a successful DKR process. As previously shown with
isolated enzymes,'!! neutral pH is enough to achieve
a fast substrate racemisation (Scheme 1). Thus, the
enantiomers of the a-substituted (-keto ester are
quickly interconverted through an achiral intermedi-
ate, giving access to each of the four diastereomeric
products after reduction. Since, at first, ADH-cata-
lysed redox transformations are reversible and are
mediated by the action of either the reduced or the
oxidised form of the nicotinamide cofactor,® it is
necessary the use of a huge excess of 2-propanol in
a ‘coupled-substrate’ approach or to employ, e.g., glu-
cose dehydrogenase (GDH)/glucose in a ‘coupled-
enzyme’ methodology to both recycle the nicotin-
amide cofactor and force the thermodynamic equilib-
rium to the product side. Therefore, TrissHCl buffer
50 mM pH 7.5 was chosen as a suitable medium to
carry out these bioreductions. In all cases, a catalytic
amount of NAD(P)H (1 mM) was added.

DKRs with ‘Small-Bulky’ Prelog ADHs

Rhodococcus ruber ADH (ADH-A),' Candida para-
psilosis ADH (CPADH),""! and Thermoanaerobacter

OH ©O OH O
R1J\|/U\OR3 + R1\|)J\OR3
R2 R2

2a—1 3a-1

1a, R = Me, R2= Me, R3= Me; 1b, R = Me, R2= Me, R3= Et; 1c, R' = Me, R2= Me, R3 = j-Pr;

1d, R'= Me, R?= Me, R3= Bn; 1e, R' = Me, R? = Et, R®= Me; 1f, R = Me, R? = Et, R3 = Et;

1g, R'= Me, R? = Et, R3= i-Pr; 1h, R" = Me, R2 = allyl, R3 = i-Pr; 1i, R = Me, R2 = Bn, R3 = [-Pr;

1j, R'= Et, R2= Me, R®= Me; 1k, R' = Ph, RZ= Me, R® = Et; 1I, R' = Me, R2— R® = -[(CH,),]-

Scheme 2. DKRs of (3-keto esters 1a-1 using ADHs purified or overexpressed on E. coli.
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Table 1. Selected bioreductions of o-substituted p-keto
esters 1la-1 employing ‘small-bulky’ Prelog ADHs through
DKR processes (=24 h).[?

Substrate ADH Conversion ee [% ] de [% ]
[%][b]
2a-1 3a-l
1a CPADH 77 3  >99 (2R3S) 93 (2R3S)
1a TesADH 90 3 >99 (2R3S) 93 (2R3S)
1b CPADH 99 1  >99 (2R3S) 98 (2R3S)
1c CPADH 97 <1  >99 (2R3S) 99 (2R3S)
1d CPADH 68 <1 >99 (2R3S) 99 (2R3S)
le TesADH 97 <1  >99 (2R3S) 98 (2R3S)
1f TesADH 97 <1  >99 (2R3S) 98 (2R3S)
1g TesADH 97 <1  >99 (2R3S) 98 (2R.3S)
1h TesADH 99 <1  >99 (2R3S) 99 (2R3S)
1i TesADH 65 <1  >99 (2R3S) 99 (2R3S)
1j ADH-A 19 1 >99 (2R3S) 90 (2R3S)
1l ADH-A 95 2 >99 (2R3S) 96 (2R3S)

[] For experimental details and other bioreduction results,
see Experimental Section and Supporting Information.

] Measured by GC.

[l Measured by GC or HPLC on a chiral phase.

[l The major diastereomer appears in brackets.

ethanolicus ADH (TesADH),"®! were firstly studied
as biocatalysts to perform these reactions. While the
first two ADHs were used in a purified form, the last
one was employed as a lyophilised E. coli preparation
containing the overexpressed enzyme.'”) These en-
zymes present in general an excellent Prelog selectivi-
ty,” and while the first two are highly active toward
methyl alkyl or aryl ketones,"*'”?!! the last one can
also accept ethynyl ketones and ethynyl keto
esters.'??l Furthermore, all of them have demonstrat-
ed tolerance against organic solvents, and therefore
they can be used in a ‘coupled-substrate’ approach
employing an excess of 2-propanol (5% vv™') to recy-
cle the cofactor.'*181%212] Gelected results of the bio-
reduction of substrates 1a-1 with these three biocata-
lysts are shown in Table 1.

These ADHs displayed excellent stereoselectivities
leading to the Prelog products, exclusively affording
an (S)-configured centre at position 3 with very high
conversions in many cases. For a-methylated p-keto
esters 1la-d, CPADH showed excellent enantio- and
diastereoselectivities towards the formation of syn-
(2R ,35)-2a-d alcohols, while TesADH and ADH-A
achieved excellent ee although lower de, especially in
the case of the last one (entries 1-5 in Table 1 and
Table S1 in the Supporting Information). However,
with a-ethylated ketones le-g TesADH allowed the
selective formation of alcohols (2R3S)-2e-g (en-
tries 6-8) while CPADH and ADH-A showed lower
diastereoselectivities (see the Supporting Information,
Table S1). There is a remarkable trend observed for
CPADH toward this family of compounds (Figure 1).

Adv. Synth. Catal. 2012, 354, 1743 -1749

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

90 1
70 4 alcohols syn
50 4

30

de (%)

10 1
o

alcohols anti

-30 A1

-50

le 1f 1g

Figure 1. Influence of alkyl ester chain in the bioreductions
of ketones le-g with CPADH.

Depending on the ester alkyl moiety, a pronounced
change in de was observed. The bulkier the alkyl
chain was, the more favoured was the formation of
syn isomer 2e—g. In fact, for methyl ester derivative
1e, a slight preference for anti isomer 3e was found,
while the isopropyl derivative 1g afforded a 15:1 mix-
ture of 2g and 3g. Interestingly, bulkier ketones 1h
and 1i could be reduced by these ADHs, although
TesADH afforded the best stereoselectivities to ach-
ieve (2R,35)-2h and 2i (entries9 and 10, Table 1).
Ethyl ketone 1j could only be reduced by ADH-A
with very high ee and de (entry 11, Table 1), although
at low conversion. Phenyl keto ester 1k was not a suit-
able substrate for any of these ADHs, as expected
due to high sterical hindrance (see the Supporting In-
formation, Table S1). Finally, cyclic derivative 11 was
stereoselectively reduced by ADH-A at very high
conversions to form syn alcohol 21 (entry 12, Table 1),
while CPADH and especially TesADH gave lower
conversions and de (see the Supporting Information,
Table S1).

DKRs with ‘Bulky-Bulky’ Prelog ADHSs

The study was continued employing Sphingobium ya-
noikuyae ADH (SyADH),”! and Ralstonia sp. ADH
(RasADH).*" These enzymes are known to accept
‘bulky-bulky’ ketones. Therefore, we expected in
some cases a complementary behaviour to the previ-
ous ADHs (Table 2 and the Supporting Information,
Table S2). The glucose/GDH system was employed to
recycle the nicotinamide cofactor in the case of
RasADH,* while for SyADH-catalysed bioreduc-
tions, a ‘coupled-substrate’ approach using 2-propanol
was chosen.®!

SyADH showed a very high preference for the for-
mation of syn-(2R,3S) isomers of the o-methylated,
ethylated, allylated, and benzylated derivatives 2a-
i with excellent conversions, while RasADH showed
lower diastereoselectivities with the exception of sub-
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Table 2. Selected bioreductions of a-substituted f-keto esters la-k employing ‘bulky-bulky’ ADHs overexpressed on E. coli

through DKR processes (t=24 h).[?

Substrate ADH Conversion [%]® ee [% 4 de [%]e4
2a-k 3a-k

1a SyADH 90 2 >99 (2R3S) 96 (2R 3S)
1b SyADH 98 2 ~99 (2R 3S) 96 (2R 3S)
1c SyADH 76 4 99 (2R35) 90 (2R.3S)
1d SyADH 99 <1 99 (2R3S) 99 (2R3S)
1f SyADH 9% 4 99 (2R3S) 92 (2R 3S)
1h RasADH 38 62 99 (2R 3S)

99 (2535) 24 (2535)
1i RasADH 5 95 > 99 (2535) 90 (25.35)
1 RasADH 37 29 78 (2R 3S)

>99 (25.35) 12 2R 3S)
1Kl RasADH 4 7 >99 (283R) 89 (283R)

] For experimental details and other bioreduction results, see Experimental Section and Supporting Information.

] Measured by GC.
[l Measured by GC or HPLC on a chiral phase.
@ The major diastereomer appears in brackets.

[l Switch in Cahn-Ingold—-Prelog (CIP) priority at position 3.

strate 1i, leading to anti-(25,3S) p-hydroxy ester 3i
with 90% de (entry 7, Table 2). B-Keto esters 1j and
1k, which could not be transformed by the ‘small-
bulky’ ADHs, were reduced by RasADH at some
extent, and although for 1j the diastereoselectivity
was low, bulky ketone 1k was accepted showing good
conversion and very high stereoselectivity for the for-
mation of anti-(2S,3R) isomer 3k (entry 9, Table 2).
Finally, 11 was not a suitable substrate for these bio-
catalysts (see the Supporting Information, Table S2).
Both ADHs displayed excellent stereoselectivities
leading to the Prelog products, exclusively affording
an (S)-configured centre at position 3 for products a—
j and an (R)-configured centre for k, due to a switch
in the CIP priority (Scheme 2).

DKRs with anti-Prelog ADHs

Until this stage, all ADHs employed showed Prelog
selectivity, therefore affording only 2 out of 4 possible
diastereomers presenting an (S)-configured carbon at
position 3. So, we tested two ADHs with anti-Prelog
selectivity, namely Lactobacillus brevis ADH
(LBADH)®'  and  Lactobacillus  kefir =~ ADH
(LKADH)™ as purified enzymes. For the first one 2-
propanol was used to recycle the cofactor while for
the second one a system with GDH/glucose was em-
ployed. Results with LBADH and LKADH are sum-
marised in Table 3 and the Supporting Information,
Table S3.

As expected, in most cases the (3R)-isomers were
obtained with high preference, but with some sub-
strates there were noticeable changes in the stereose-
lectivity, especially with LKADH (see the Supporting
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Table 3. Selected bioreductions of a-substituted f-keto
esters 1la-1 employing LBADH through DKR processes (t=
24 h).[M

Substrate ADH Conversion ee [% ]9 de [% ]
[%][b]
2a-1 3a-1
1a LBADH 68 7  94(2S3R) 81 (253R)
1b LBADH 34 15  >99 (2S3R)

20 2R3R) 38 (253R)
1c LBADH 6 8 n.d. n.d.
1d LBADH 21 35 24 (2R 3S)

49 2R3R) 25 2R3R)
1e LBADH 38 3  >99 (2S3R) 85 (253R)
1f LBADH 11 4  45(2S3R) 47 (2S3R)
1g LBADH 12 3  83(2S3R) 60 (2S3R)
1j LBADH 27 2  >99 (2S3R) 86 (25.3R)
1l LBADH 95 5  >99 (2S3R) 90 (25.3R)

[l For experimental details and other bioreduction results,
see Experimental Section and Supporting Information.

[l Measured by GC.

[l Measured by GC or HPLC on a chiral phase.

4l The major diastereomer appears in brackets.

Information, Table S3). The nature of the alkyl ester
moiety has a significant influence, leading to dimin-
ished enantio- and diastereoselectivities the bigger
the alkyl ester moiety was. In fact, a clear trend can
be observed with ketones 1la-d and le-g. Especially
for methyl, although also with ethyl ester derivatives,
the stereoselectivity of the enzymes usually favoured
the formation of (25,3R)-syn isomers, but for bulkier
compounds such as 1¢, 1d and 1g, the Prelog p-hy-
droxy esters were formed in high amounts. These bio-
catalysts did not accept bulky substrates showing in
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addition low selectivity. Apart from methyl p-keto
esters 1la and 1le, cyclic substrate 1l (entry 9, Table 3)
was nicely reduced by LBADH affording (25,3R)-2l
with very high stereoselectivity.

At this point it has to be mentioned that in order to
improve the diastereoselectivity in some of these dy-
namic processes, a lower temperature (20°C) was
tried, but in all cases just lower conversions were ach-
ieved with no improvement in the selectivities (data
not shown). When using lyophilised E. coli cells con-
taining overexpressed ADHs, where some lipases or
esterases can be present in the host microorganism,
a study of the substrate stability was performed to dis-
card hydrolysis or transesterifications of methyl or
ethyl esters with 2-propanol employed in the ‘cou-
pled-substrate’ approach. Due to the easy handling of
lyophilised E. coli cells, these reactions could be read-
ily performed at a 50-mg scale isolating the enan-
tioenriched a-substituted B-hydroxy esters with high
de and isolated yields (60-80% ).

DKRs under ‘Quasi-Irreversible’ Conditions

In previous contributions we have shown that biocata-
lysed hydrogen transfer processes using ADHs in
a ‘coupled-substrate’ fashion can be carried out em-
ploying a small excess of the co-substrate at deter-
mined conditions. Since these transformations mainly
rely on the thermodynamic equilibrium between the
redox pairs of substrate and co-substrate,””) depend-
ing on the chemical structure of compounds reduced/
oxidised, the reaction equilibrium will be easily (or
not) displaced into the final products. Thus, we have
observed that carbonyl groups presenting an electron-
withdrawing moiety at the a-position can be quasi-ir-
reversibly reduced by ADHs./?%7%

This effect has also been observed in the case of bi-
oreductions of 1,2- and 1,3-diketones, probably due to
the fact that an intramolecular H-bond is formed be-
tween the formed alcohol moiety and the remaining
carbonyl group, hampering their oxidation reaction.”*’!
With this in mind, we envisaged that bioreductions of
these B-keto ester derivatives could be highly fav-
oured due to the formation of an intramolecular H-
bond affording a stabilised 6-membered ring
(Figure 2), and therefore a small excess of 2-propanol
could be used to achieve quantitative conversions of
the corresponding -hydroxy esters.

Figure 2. Intramolecular H-bond interaction in f-hydroxy
esters 2 or 3.
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Consequently, substrate 1b was reduced with sever-
al ADHs that accept 2-propanol as co-substrate
(ADH-A, CPADH, and LBADH), using only 2 equiv-
alents of the hydrogen donor (corresponds to 0.45%
vv!). In all cases similar conversions were obtained
as when employing an excess of donor (5% vv~!, 23
equivalents). For instance, ADH-A and CPADH gave
conversions around 95% after 24 h. This shows that
a large excess of 2-propanol is not required for these
substrates, thus being possible to improve both
atomP and redox™ economies. To the best of our
knowledge, this is the first example of a DKR process
via hydrogen transfer under ‘quasi-irreversible’ condi-
tions.

Conclusions

Enantioenriched a-alkyl-B-hydroxy esters are building
blocks of many natural and pharmaceutical com-
pounds, so studies about catalysts that allow their
preparation with high selectivity under mild condi-
tions are of high relevance. Herein we have shown
the DKR process via reduction of various a-alkyl-f3-
keto esters employing purified or lyophilised E. coli
cells containing overexpressed ADHs, affording the
corresponding [-hydroxy esters generally with excel-
lent conversions and stereoselectivities. The high acid-
ity of the a-proton ensured a fast substrate racemisa-
tion yielding the enantioenriched products at conver-
sions close to 100% even at almost neutral pH.

Depending on the biocatalyst, the substrate scope
and selectivity were different. While ‘small-bulky’
ADHs such as ADH-A, CPADH and TesADH ren-
dered syn-(2R,3S) derivatives with very high diaste-
reoselectivities for substrates that are not very steri-
cally demanding, ‘bulky-bulky’ ADHs from S. yanoi-
kuyae and Ralstonia sp. could also accept bulkier keto
esters. While the former also afforded preferentially
syn-(2R,3S) isomers, the latter showed in some cases
a good selectivity towards the formation of anti-
(25,3S) derivatives. Finally, with anti-Prelog ADHs
such as LBADH or LKADH, syn-(2S,3R) alcohols
were obtained in some cases with high conversions
and ee. Furthermore, with some of these enzymes
a trend could be observed, which can be very useful
for further applications. While for CPADH isopropyl
esters gave better diastereoselectivities than methyl
ones, for LBADH methyl esters were more appropri-
ate than bulkier alkyl chains.

On the other hand, processes employing lower
amounts of reagents are advisable for economical and
environmental reasons. Since 1,2- or 1,3-diketones
could be reduced with ADHs under quasi-irreversible
conditions,” i.e., by employing a low excess of the
required co-substrate (2-propanol), we took advant-
age of this principle to show that this methodology
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can also work for performing DKRs over these a-sub-
stituted B-keto esters.

Experimental Section

General Remarks

Ketones 1b, 1e, 1f and 11 were purchased from commercial
sources. All other reagents and solvents were of the highest
quality available. Glucose dehydrogenase (GDH 002,
30 Umg™'), ADH-A from Rhodococcus ruber (20 Umg™),
CPADH from Candida parapsilosis (0.4 UpL™"), and
LBADH from Lactobacillus brevis (3.7 UuL™") were ob-
tained from Jiilich-Codexis. LKADH from Lactobacillus
kefir (0.42 Umg™") was obtained from Fluka. Overexpressed
ADHs have been obtained following the methodology pre-
viously described.™?*! One unit (U) of ADH reduces
1.0 uM of 2-octanone to 2-octanol (for TesADH) or propio-
phenone to 1-phenylpropanol (for RasADH or SyADH)
per minute at pH 7.5 and 30°C in the presence of NADPH.

General Procedure for the DKR over the Racemic o-
Alkyl-p-keto Esters 1a-1 Employing Purified ADHs

The corresponding racemic a-alkyl-p-keto ester (50 mg) was
dissolved in Tris-HCI buffer (50 mM, pH 7.5, 12 mL). Then,
NAD(P)H (1 mM), the ADH (30U), and 2-propanol
(650 uL) for ADH-A, CPADH or LBADH [glucose dehy-
drogenase (50 uL) and glucose (50 mM) for LKADH] were
added. The mixture was shaken at 250 rpm at 30°C from 24
to 72 h. The reaction was stopped by extraction with EtOAc
(3x10 mL). The organic layer was dried over Na,SO,, the
solvent was evaporated under reduced pressure and conver-
sions were measured by GC. The final products were isolat-
ed after flash chromatography on silica gel, using hexane/
EtOAc or diethylether/CH,Cl, mixtures as eluent with
yields ranging from 60 to 80%.

General Procedure for the DKR over the Racemic o-
Alkyl-f-keto Esters 1a-1 Employing Overexpressed
ADHs

The corresponding racemic a-alkyl-B-keto ester (50 mg) was
dissolved in Tris-HCI buffer (50 mM, pH 7.5, 12 mL). Then,
NADPH (1 mM), the lyophilised cells of E. coli overex-
pressing the ADH (150 mg), and 2-propanol (650 uL) for
TesADH or SyADH [glucose dehydrogenase (50 uL) and
glucose (50 mM) for RasADH] were added. The mixture
was shaken at 250 rpm at 30°C from 24 to 72 h. The reaction
was stopped by centrifugation and extraction with EtOAc
(3x10mL). The organic layer was dried over Na,SO,, the
solvent was evaporated under reduced pressure and conver-
sions were measured by GC. The final products were isolat-
ed after flash chromatography on silica gel, using hexane/
EtOAc or diethylether/CH,Cl, mixtures as eluent with
yields ranging from 60 to 80%.
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Moving Forward Dynamic Kinetic Protocols: Transaminase-Catalyzed Synthesis of
a-Substituted p-Amino Ester Derivatives

Anibal Cuetos,™ Ivan Lavandera,*"* and Vicente Gotor*'"!

Abstract: Several a-alkylated B-amino
esters have been obtained via DKR
process employing a kit of
commercially available transaminases
(o-TAs) and isopropylamine as amino
donor in aqueous medium at mild
conditions. Thus, using a first set of
racemic acyclic a-alkyl-B-keto esters,
several (S)- and (R)-selective enzymes
could provide the corresponding final
derivatives with excellent conversions
and  enantioselectivities, although
usually with modest
diastereoselectivities. (S)-Selective TAs
generally afforded the syn-(2R,3S5)
compounds in excess but some
biocatalysts such as TA-P1-A06, TA-

P1-G06 and ATA-103  formed
preferentially the anti-(25,3S) isomer.
In the case of the (R)-specific family of
transaminases, a similar picture was
observed, usually obtaining the syn-
(2S§,3R) amino esters with low
inductions. With some substrates,
ATA-301 showed a good preference to
form the opposite anti-(2R,3R) isomer.
For some TAs, a remarkable effect on
their diastereoselectivity was found
when the substituent at a-position was
modified. Using a bulky group such as
benzyl, the diastereopreference of the
biocatalyst could be reversed. As an
extension, more constrained cyclic B-
keto esters were employed as amino

acceptors. Gratifyingly, although lower
conversions were generally achieved,
higher inductions could also be
observed. Thus, ethyl anti-(2S5,35)-2-
aminocyclopentanecarboxylate  could
be synthesized with excellent enantio-
and diastereoselectivities through the
corresponding dynamic transamination
of the racemic cyclic B-keto ester
precursor.

Keywords: dynamic kinetic
resolutions ¢ biocatalysis ®
transaminases * 3-amino esters ®
organic synthesis

Introduction

During the last years, the development of enzymatic strategies that
enable access to 100% theoretical yield of stereoisomerically
enriched compounds starting from easily available racemic or
prochiral derivatives, has attracted many efforts due to the simpler
isolation and purification techniques required in order to obtain
higher yields of the desired target, and therefore diminishing costs
while enhancing the atom economy of the process.l'’ In this sense,
recent advances achieved in, e.g. dynamic systems to get access to
enantio- or diastereomerically pure compounds have been described.
Thus, performing a kinetic resolution on a substrate which
simultaneously can undergo racemization has led to efficient

[a] A. Cuetos, Dr. I. Lavandera, Prof. V. Gotor
Departamento de Quimica Organica e Inorganica
Instituto Universitario de Biotecnologia de Asturias, University of Oviedo
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Supporting information for this article is available on the WWW under
http://www.chemeurj.org/ or from the author.

dynamic kinetic resolutions (DKRs).”) While this methodology has
been extensively employed with hydrolases (usually in combination
with a metal-based racemization)®! and oxidoreductases (often
combined with a racemization in basic conditions),¥ for other
enzyme classes it has been scarcely exploited.

o-Transaminases (o-TAs, EC 2.6.1.x) are probably one of the
most promising biocatalysts applied to the synthesis of chiral amines
starting from the racemic derivatives, through kinetic resolutions, or
from the prochiral ketones, through asymmetric aminations, in
aqueous solution at mild reaction conditions and with excellent
stereoselectivities.”) Although the increasing relevance of these
biocatalysts is undoubtedly, it is remarkable that only one example
described by Kroutil and co-workers can be recognized as a
dynamic kinetic resolution.”? In this contribution, the authors
proposed the DKR of an o-chiral aldehyde through spontaneous
racemization combined with the use of an ®-TA to afford, after ring
closure, 4-phenylpyrrolidin-2-one with 92% isolated yield and 68%
ee.



Scheme 1. General overview for the synthesis of enantioenriched a-alkylated f-amino
esters through ©-TA-catalyzed dynamic amination.

Due to our previous experience with the synthesis of several a-
alkylated B-keto esters,*™ and since these substrates can racemize
at neutral pH due to the high acidity of the proton at a position, it
was decided to study the DKR of these compounds through ©-TA-
catalyzed amination to obtain the corresponding o-substituted p-
amino esters (Scheme 1). These compounds have a great relevance
since they are present in nature in biologically active peptides,!”) and
also these units are potentially valuable for the preparation of
peptidomimetics,™ and can be used as intermediates for the
production of high-added value substituted B-lactams’ and B-amino
acids.l'” Furthermore, the selective synthesis of these unprotected
synthons appears challenging, and apart from the diastereoselective
a-alkylation of B-amino esters,!'!! the stereoselective reduction of B-
enamino esters with sodium triacetoxyborohydride,!'” the penicillin
G acylase-catalyzed kinetic resolution of racemates,!' or multi-step
procedures involving the Mannich reaction," 1,3-dipolar
cycloadditions,!" or the Michael addition plus alkylation,¥ no
general strategy comprising the direct asymmetric reductive
amination of the a-substituted P-keto ester precursors has been
described until now.!"”

Results and Discussion

Thus, as a first part of this project, it was planned the synthesis of
racemic PB-keto esters 1b-k and the corresponding mixture of syn
and anti diastereoisomers of the a-substituted f-amino esters 2b-k
and 3b-k (Scheme 2), to optimize the analytical methods to measure
the  enzymatic  conversions and the  enantio- and
diastereoselectivities. Some of the B-keto esters 1b-k were
commercially available while other were achieved through treatment
of the B-keto ester precursors with the corresponding alkyl halide in
basic medium as previously described.™ In a subsequent step
adapting a protocol described by Brandt and co-workers,!'®
ultrasonication of these derivatives under the presence of
benzylamine in acetic acid at 30 °C afforded smoothly the (Z)-N-
benzylated enamine esters 4b-k in excellent yields. Then, the
corresponding N-protected Pf-amino esters syn-Sb-k and anti-6b-k
were obtained as diastereoisomeric mixtures by reduction of the
C=C double bond with NaBH(OAc); at 0 °C after few hours in high
yields. As previously described, under these conditions the syn
isomers were preferentially formed."'>'") In a last step, deprotection
of these compounds under the typical hydrogenation conditions
afforded the a-substituted B-amino esters syn-2b-k and anti-3b-k in
high yields. In this manner, a series of alkyl derivatives were
synthesized changing the a-alkyl chain (R>= Me, Et, Bn) and the
ester alkyl moiety (R3: Me, Et, iPr), in order to have a nice

overview of the effect of these substituents in the transaminase-
catalyzed reactions. Furthermore, two cyclic compounds 1j and 1Kk,
were also tried as substrates to study the effect of constrained
systems in these dynamic processes.

BnNH,, CH3CO,H
R OR® —— NH O
R?2 ultrasound g
30°C, 0.5-1h IR1J\HL0F<3

1a-k 88-95% R2
4b-k
NaBH,
CH,CO,H
0°C, 4-12 h
72-85%
NH, O
Pd/C, H, W o
1 3
R OR EtOAc
R? rt,15h R OR®
62-87% R?

2a, syn-2b-k and anti-3b-k syn-5b-k and anti-6b-k
a, R'= Me, R%= H, R3= Et; b, R'= Me, R2= Me, R3= Me
¢, R'= Me, R2= Et, R3= Me; d, R'= Me, R%= Bn, R%= Me
e, R'= Me, R?= Me, R3= Et; f, R'= Me, R?= Et, R%= Et
d. R'=Me, R?= Me, R3= 'Pr; h, R'= Me, R?= Et, R3= 'Pr
i, R'= Me, R?= Bn, R3='Pr; j, R'= Me, R?, R3= -[(CH,),]-
k, R', R?= -[(CH,),]-, R®= Et

Scheme 2. Synthesis of racemic aliphatic o-substituted B-amino ester derivatives
through enamine formation-reduction protocol.

To perform these biocatalyzed transformations, a series of 24
commercially available transaminases, Codex® Transaminase
Screening Kit, was purchased as most of them are able to work
under the very convenient conditions using isopropylamine in molar
excess as amino donor (Scheme 3).2”

o o B-TA/PLP NH, O NH, O
buffer / DMSO
R1MOR3 R1/'\|)J\OR3 + R1J\E)kOR3
R2 R2 R2
1ak NH, o) 2a-k 3b-k

Scheme 3. Proposed synthesis of a-substituted B-amino esters through transaminase-
catalyzed reaction using isopropylamine as amino donor.

In a first set of experiments, in order to check the feasibility of
this methodology, unsubstituted ethyl acetoacetate 1a was studied as
substrate for these TAs (Table 1 and Tables S1-S2 in the Supporting
Information) using alanine or isopropylamine as amino donors.
Better conversions were achieved in the second case utilizing an
excess (1 M) of the amine in phosphate buffer 100 mm pH 7.5, and
in the presence of PLP (1 mMm) and DMSO (2.5% v v™') for solubility
reasons. Various (S)-selective and, more importantly, some (R)-

2



selective enzymes, were detected showing very high to excellent
conversions and stereoselectivities. Especially the last ones are
interesting since not many (R)-selective TAs are described in the
literature.?"]

Table 1. Transamination of B-keto ester 1a using isopropylamine as amino donor.!

Entry Enzyme ¢ [%]™ ee 2a [%]
1 TA-P1-A06 >99 99 (S)

2 TA-P1-F12 >99 >99 (S)
3 TA-P1-G05 >99 >99 (S)
4 TA-P1-G06 >99 99 (S)

5 TA-P2-A07 99 92 (R)

[a] For other enzymatic results and experimental conditions, see the Supporting

Information. [b] Measured by GC. [c] Measured by chiral GC.

Afterwards, different reaction conditions were explored to
optimize the transamination process using o-ethylated keto ester 1c
as starting material (Scheme 3). After enzymatic screening, a few
TAs were chosen as suitable catalysts since they afforded a
diastereomeric mixture of P-amino esters 2¢ and 3¢ with high
conversions, excellent ee and moderate to high de. Then, some
parameters such as pH, temperature, biocatalyst loading and
addition of basic resins were studied to improve the DKR conditions
(see Tables S3-S4 in the SI). While increasing the pH up to 9 or
adding a basic resin as Dowex MWX-11 to achieve a faster
racemization process did not show any improvement in the previous
results obtained at pH 7.5, decreasing the temperature until 4 °C or
diminishing the TA quantity in the reaction just provided a lower
amount of the B-amino esters while de was slightly enhanced.
Therefore, 30 °C and pH 7.5 were selected as the best conditions to
perform these transformations.

As a further step, the TA-catalyzed reactions with a-alkylated -
keto esters 1b-i were attempted to have a nice overview of the effect
that could present: a) the alkyl group at a-position, and b) the
substitution in the ester moiety. The results are shown in Table 2
and Tables S5-S12 in the SI. In all cases, it was found that 12 TAs
showed (S)-stereopreference while other 12 were (R)-selective. It
was remarkable that with just few exceptions (ATA-007, ATA-009,
and ATA-117), these biocatalysts afforded high conversions for
these substrates and were highly specific for the amination of the
carbonyl group, showing excellent selectivities at position 3, just
obtaining in most cases 2 out of 4 diastereoisomers.

Regarding the (S)-selective family of transaminases, generally
the syn-(2R,3S) isomers were provided in slight excess (up to 60/40)
and very high conversions (around 90%). Among them, ATA-224,
ATA-234, TA-P1-F12, and TA-P1-G05 were the most active. While
less common, (S)-selective enzymes affording preferentially anti-
(2S,3S) appeared as more diastercoselective. TA-P1-A06, TA-P1-
G06 and ATA-103 were able to produce enantiopure (25,3S5)-3b,
(2S5,35)-3c¢, (25,35)-3f, and (25,3S5)-3i with moderate to high ratios.
Though in many cases there was not a crucial effect that could be
ascribed to the alkyl substituents at a-position and in the ester
moiety, some remarkable exceptions were found.

w0 TA-P1-A06

W syn

anti
70 -
60 -
50 -

40 -

30
20
10 4 I
0 - T T T T T
b 1 1d 1g 1h 1

Figure 1. Effect of the alkyl group at a-position in the transaminations catalyzed by TA-
P1-A06. In all cases, ee of both diastereoisomers were higher than 99%.

c[%] ———>

For some TAs, e.g. TA-P1-A06 and ATA-103, it remained clear
that the presence of a benzyl moiety at a-position could largely
influence the diastereoselectivity of the process (Figure 1). Thus,
while the transamination with o-methylated 1b or o-ethylated keto
ester lc¢ favored the formation of the anti-(2S,3S) isomers, o-
benzylated 1d preferentially afforded syn-(2R,3S). On the other hand,
for isopropyl esters an opposite effect was observed, getting mainly
anti-(28,35)-3i (R*= benzyl) whereas no selectivity was achieved for
keto esters 1g (R’= methyl) and 1h (R’= ethyl). These results
obviously pointed out to a different substrate disposition within the
active centre site of the transaminases.

60 ATA-301

anti
50 4

40 4
30 1

20
1 N . ‘
b 1c 1d 1g 1h 1i

Figure 2. Effect of the alkyl group at a-position in the ATA-301-catalyzed aminations.
In all cases, ee of both diasterecoisomers were higher than 98%.

c[% ——>

(R)-Selective biocatalysts also showed a slight stereopreference
for the formation of the enantiopure syn-(2S,3R) amino esters
(usually up to 60/40) with excellent conversions (>90%), especially
ATA-015, ATA-016, ATA-024, ATA-025, and ATA-033. Although
showing lower conversions, TA-P2-A07 was the most selective
enzyme for most of the keto esters. In contrast, ATA-301 presented
an opposite diastereopreference for anti-(2R,3R), in some cases
higher than 80/20. Again for this enzyme (Figure 2), a remarkable
effect due to the substituent at a position was observed, changing
from anti to syn preference when a bulky benzyl group was present
(1d and 1i).



Table 2. Selected results from the transamination of racemic acyclic a-alkyl-B-keto esters 1b-i using isopropylamine as amino donor.®

]

(S)-Selective (R)-Selective

Entry 1b-i | Enzyme c[%]®  Ratio2/3 ee2[%]" ee 3 [%] Enzyme c[%]®  Ratio2/3  ee2[%]" ee 3 [%]

1 1b | TA-P1-A06 88 34/66 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-301 25 17/83 n.d. >99 (2R,3R)
2 ATA-113 89 57143 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | TA-P2-A07 61 58/42 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
3 1c | TA-P1-A06 87 16/84 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-301 21 20/80 n.d. 98 (2R,3R)
4 ATA-231 88 54/46 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | TA-P2-A07 47 62/38 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
5 1d | TA-P1-A06 98 58/42 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-024 >99 56/44 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
6 1e | -- - - - - ATA-301 39 36/64 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
7 TA-P1-G05 88 56/44 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | TA-P2-A07 79 55/45 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
8 1f TA-P1-A06 93 29/71 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-301 41 32/68 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
9 ATA-224 93 55/45 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | TA-P2-A07 50 58/42 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
10 1g | - - - - - ATA-301 47 32/68  >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
11 TA-P1-G05 94 57143 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-025 95 54/46 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
12 1h | -- - - - - ATA-301 35 38/62 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
13 ATA-103 88 54/46 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | TA-P2-A07 53 54/46 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)
14 1i ATA-103 94 23/77 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | -- - - - -

15 TA-P1-F12 98 58/42 >99 (2R,3S) >99 (2S,3S) | ATA-301 89 59/41 >99 (2S,3R) >99 (2R,3R)

[a] For other enzymatic results and experimental conditions, see the Supporting Information. [b] Measured by GC. [c¢] Measured by chiral GC.

Due to the low induction usually achieved with this family of a-
substituted B-keto esters, it was envisaged that the employment of
more constrained derivatives could improve the diastereoselectivity
of the process while maintaining the excellent ee. Therefore, two
cyclic compounds (1j and 1k) were tried as possible amino
acceptors for these TAs (Table 3 and Tables S13-S14 in the SI). The
first one presented the ketone moiety attached to a five-membered
lactone, while the second one had the carbonyl group within the
cyclic structure. For 1j generally lower conversions (<40%) were
observed, but several (S)-selective biocatalysts could afford
preferentially the anti-(2R,1°S) isomer (entry 1), while (R)-TAs did
not show good diastereoselectivities (entry 2). Better results were
obtained for keto ester 1k (entries 3 and 4), finding that ATA-113
and TA-P1-G05 were able to produce anti-(15,25)-3k with very
high conversions, ee (>99%) and de (94-96%).

Table 3. Transamination of cyclic B-keto esters 1j-k with isopropylamine as amino

donor.™
Entry 1j-k Enzyme c [%]™ Ratio 2/3  ee 2 [%]" ee 3 [%]"
1 1j TA-P1- 38 18/82  >99 >09

A06 (2RI’ (25,159
2 ATA- 28 44/56  >99 >09

033 2SR  @2R1TRM
3 1k ATA- 99 3/97 n.d. >09

113 (18,28)®
4 TA-P1- 85 2/98 n.d. >09

G05 (18,28)®

[a] For other enzymatic results and experimental conditions, see the Supporting
Information. [b] Measured by GC. [c] Measured by chiral GC. [d] The carbonyl group

is at 1’-position. [e] The carbonyl group is at 2-position.
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Scheme 4. Synthesis of (15,25)-3k through a DKR process with a transaminase using
isopropylamine as amino donor.

2-aminocyclopentanecarboxylate derivatives can be useful
monomers to synthesize constrained peptides,” and since (15,25)-
3k appeared as a challenging substrate to be obtained by other
methods,?! the selective transamination of 1k in a bigger scale was
attempted (Scheme 4). It was envisaged to exchange DMSO by
other polar solvent with a lower boiling point to simplify the work-
up process. Thus, reactions with TA-P1-G05 and ATA-113 were
repeated but using EtOH as organic co-solvent, and while similar
results were attained with the first biocatalyst, the second one was
highly deactivated, so a 50 mg-scale reaction was achieved with
TA-P1-GO5 obtaining by simple acid-base extraction the chiral
amino ester (1S5,25)-3k with a good yield and excellent ee and de.

Conclusions

The use of hydrolases or oxidoreductases applied to dynamic
processes is highly spread out and has become a robust tool for
organic chemists to obtain enantio- or diastereomerically pure high
added-value compounds, overcoming the 50% yield handicap of
kinetic resolutions. Surprisingly, just one example making use of
transaminases under DKR conditions describing the synthesis of one
specific substrate, has been described in the literature. Herein we
show our first results about the application of a set of commercially
available ®-TAs to provide several a-alkylated f-amino esters using
a dynamic protocol. These highly interesting targets are difficult to
synthesize by other methodologies and in most cases the synthetic
routes involve several steps or the employment of harsh conditions.
The synthesis proposed here just comprises the direct transamination
utilizing isopropylamine as amino donor of a racemic a-substituted
B-keto ester easily accessible. This derivative can racemize in the
aqueous reaction medium at a pH close to neutral due to the high
acidity of the o-proton allowing, in the ideal case, the synthesis of
one single diastereoisomer of the f-amino ester in one step.

Thus, a series of acyclic a-alkyl-B-keto esters were synthesized
and used as substrates for these enzymes, finding that although
excellent conversions and ee were achieved for many of them,
diastereoselectivities remained modest with few exceptions. Both
alkyl chains at a-position and in the ester moiety were exchanged in
order to observe a possible trend to further improve the results but,
with some exceptions, there was not a remarkable change in the
selectivity that could be ascribed to this effect. As an additional
extension, the application of two constrained cyclic derivatives was
performed to study their effect in the transamination reactions.
Gratifyingly, racemic ethyl 2-oxocyclopentanecarboxylate showed
excellent ee and de under our dynamic conditions, so the
corresponding amino ester anti-(1S5,25)-3k could be synthesized at
higher scale. With these preliminary results in hand, the application
of these biocatalysts over new constrained substrates will be done,
and due to the development of highly efficient tools in the
Molecular Biology field,'™** the design of novel transaminases

that could provide specifically each diastereoisomer in
enantiomerically pure form seems highly feasible in a near future.

Experimental Section
General

B-Keto esters 1a, 1c¢, le, 1f, 1j and 1k and B-amino ester 2a were purchased from
commercial sources. Codex” Transaminase Screening Kit (ATASK-000250), PLP,
lactate dehydrogenase and glucose dehydrogenase were purchased from Codexis. All
other reagents and solvents were of the highest quality available. Methyl (+)-2-methyl-
3-oxobutanoate 1b was obtained by esterification of 1e employing MeOH under reflux
and catalytic HCI (77% yield). Flash chromatography was performed using silica gel 60
(230-400 mesh). Ultrasound reactions were performed using a J.P. Selecta ultrasonic
bath (150 W). IR spectra were recorded on a Perkin-Elmer 1720-X infrared Fourier
transform spectrophotometer on NaCl pellets. 'H-, *C-NMR, and DEPT were obtained
using a Bruker DPX-300 ('H, 300.13 MHz and “*C, 75.5 MHz) spectrometer for routine
experiments. The chemical shifts (8) are given in ppm and the coupling constants (J) in
Hertz (Hz). ESI" mode was used to record mass spectra (MS) and ESI-TOF for HRMS.
Gas chromatography (GC) analyses were performed on a Hewlett Packard 6890 Series
II chromatograph. HPLC analyses were performed with Hewlett Packard 1100 LC
liquid chromatograph. Optical rotations were measured using a Perkin-Elmer 241
polarimeter and are quoted in units of 10”" deg cm® g'.

General procedure for the synthesis of (Z)-a-alkyl-f-N-benzylated enamino esters
4b-k""*

A mixture of (+)-a-alkyl-B-keto esters 1b-k (3 mmol), benzylamine (4.5 mmol, 1.5
equiv.) and acetic acid (0.6 mmol, 0.2 equiv.) was placed in an ultrasound bath [150 W,
(the temperature never exceeding 30 °C)] for 0.5-1 hour. At the end of the reaction,
CH,Cl, (5 mL) was added, and the formed solution was dried (Na,SO,), filtered and
concentrated in vacuo to give the pure product. Compounds (2)-4e,*” (2)-4£,*% (2)-
4j®" and (2)-4k'*® exhibited physical and spectral properties in accordance with those
reported.

General procedure for the synthesis of (+)-a-alkyl-B-N-benzylamino esters syn-Sb-
k and anti-6b-k">"”!

A solution of NaBH(OAc); was prepared by adding NaBH, (0.34 g, 9.0 mmol) to
glacial acetic acid (5 mL) while keeping the temperature between 10 and 20 °C. After
the H, evolution ceased (1 h), the solution was cooled to 0 °C. Then, 4b-k (3.0 mmol)
was added in one portion and the reaction was stirred for 4-12 h at 0 °C. Acetic acid was
evaporated under vacuo at 50 °C and the residue was extracted with CH,Cl, and washed
with a saturated aqueous solution of Na,CO;. The organic layers were combined and
dried over Na,SO,. The solvent was concentrated under vacuo and the residue subjected
to column chromatography (hexanes/ethyl acetate 4:1) furnishing a diastereomeric
mixture of 5b-k and 6b-k (see SI for ratios). Compounds 5b-6b™*” and 5k-6k!'”’
exhibited physical and spectral properties in accordance with those reported.

General procedure for the synthesis of (+¥)-a-alkyl-p-amino esters syn-2b-k and
anti-3b-k

To a solution of the diastereomeric mixture of 5b-k and 6b-k (2 mmol) in deoxygenated
EtOAc (20 mL), Pd/C on charcoal (10% w w', 20 mg) was carefully added and the
reaction was stirred for 15 h and room temperature under H, pressure (balloon). Then
the reaction was filtered over celite and washed with EtOAc. The solvent was
concentrated under vacuo and the residue subjected to column chromatography
(methanol/ethyl acetate 1:1) furnishing a diastereomeric mixture of 2b-k and 3b-k.
Compounds 2b-3b,?% 2d-3d,"" 2j-3j"") and 2k-3k"*! exhibited physical and spectral
properties in accordance with those reported.

Transaminase-catalyzed reaction using alanine as amino donor

In a 1.5 mL Eppendorf tube, transaminase (2 mg), L- or D-alanine (2.5 mg), PRM-102
(15 mg, containing the lactate dehydrogenase, NAD", glucose and glucose
dehydrogenase neccessary to achieve this transformation), B-keto ester 1a (25 mm), and
DMSO (12.5 pL) were added in phosphate buffer 100 mm pH 8 (500 pL, 1 mm PLP).
The reaction was shaken at 30 °C and 250 rpm for 24 h and stopped by addition of a
saturated solution of Na,CO; (400 uL) and extraction with ethyl acetate (2 x 500 uL).
The organic layers were separated by centrifugation (90 sec, 13000 rpm), combined and
dried over Na,SO,. Conversion and ee of amine 2a were determined by GC. The
acetylation (K,CO;, acetic anhydride) of the sample was necessary to measure the
enantioselectivities.



Transaminase-catalyzed reaction using isopropylamine as amino donor

In a 1.5 mL Eppendorf tube, transaminase (2 mg) and B-keto ester (1a-k, 25 mm) were
added in phosphate buffer 100 mm pH 7.5 (500 pL, 1 mm PLP, 1 M isopropylamine),
and DMSO (12.5 pL). The reaction was shaken at 30 °C and 250 rpm for 24 h and
stopped by addition of a saturated solution of Na,COs (400 pL). Then the mixture was
extracted with ethyl acetate (2 x 500 L), the organic layers separated by centrifugation
(90 sec, 13000 rpm), combined and finally dried over Na,SO,. Conversion, ee and de of
amines 2a-k were determined by GC or HPLC. The acetylation (K,CO;, acetic
anhydride) of the sample was necessary to measure the stereoselectivities.

Transaminase-catalyzed synthesis of anti-(15,25)-3k

In a 15 mL Falcon tube, TA-P1-GO05 (25 mg) and B-keto ester (1k, 50 mg, 25 mMm) were
added in phosphate buffer 100 mm pH 7.5 (5 mL, 1 mM PLP, 1 M isopropylamine), and
EtOH (125 pL, 2.5% v v'"). The reaction was shaken at 30 °C and 250 rpm for 24 h and
then the reaction was acidified with HCl 1 M (5 mL) and extracted with EtOAc (2 x 10
mL). Then the aqueous phase was basified with a saturated solution of K,CO; until pH
10-11 and then extracted with ethyl acetate (3 x 10 mL). The organic layers were dried
over Na,SO, and the solvent was evaporated under reduced pressure obtaining anti-
(15,29)-3k (58% yield, >99% ee, 98% de) with excellent purity, so no further
purification was neccessary. [a]p™’ = +69.0 (c 1.0, EtOH); experimentally described:
[0]p™ =+61.8 (c 1.0, EtOH).1")
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A fully convergent one-pot two-step synthesis of different chiral
1,2,3-triazole-derived diols in high yields and excellent enantio- and
diastereoselectivities has been achieved under very mild conditions
in aqueous medium by combining a single alcohol dehydrogenase
(ADH) with a Cu-catalysed ‘click’ reaction.

Nowadays, the selective synthesis of enantioenriched derivatives for
fine chemicals must go in hand with the design of sustainable
processes." Hence, final targets must be obtained with excellent
purities, but minimising the use of harmful solvents, reagents and
also purification steps involved in a synthetic pathway.” In this sense,
the employment of water as reaction medium,” recyclable catalysts®
and the design of one-pot multi-step sequential or concurrent
synthesis® are highly desired. In the last few years enzymes have
been elegantly employed together with organo- or metal-catalyst(s),
achieving (chemoenzymatic) one-pot multi-step synthesis of
interesting compounds.® Besides lipase-based dynamic processes,”
most of the examples deal with the concurrent use of oxidoreductases
with organo’ or metal-'® catalysts. For instance, alcohol dehydro-
genases,"" responsible for the stereoselective reduction of carbonylic
compounds, have been successfully combined with proline*® or
Zn-catalysedmb aldol reactions to obtain enantioenriched 1,3-diols,
and with Pd-based catalysts for Wacker-Tsuji,'* Heck,'* Suzuki,'*%*
or Suzuki-Miyaura'®" reactions. In these examples, the non-enzymatic
transformation occurred first to afford the non-isolated (di)ketone
which further underwent ADH-catalysed reduction.

1,2,3-Triazoles are very important pharmacophores that can exert
multiple biological activities,"* e.g;, hydroxylated derivatives have
been described as potent B-adrenergic receptor blockers."** Besides,
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triazole-containing structures are versatile ligands in coordination
chemistry,"*” and some related complexes have displayed antitumor
activities.”** In this sense, the copper(i)-catalysed version of the
Huisgen cycloaddition in water between an alkyne and an azido
compound to form them, is perhaps the most outstanding example
of the so-called ‘click’ chemistry."* A Cu(1) salt must be added into
the reaction medium, but in the last few years, the in situ formation
of this species by reduction of Cu(n) salts with e.g. ascorbate has been
mostly employed. Albeit more scarcely studied, comproportionation
of a Cu(u) salt with Cu(0) is gaining more relevance due to availability
and economic issues."> Noteworthily, there are few examples in
which biocatalysis and click chemistry have been combined in one-
pot procedures, although both protocols can be perfectly compatible.
In this sense, the kinetic resolution of aromatic epoxides by
halohydrin dehalogenase (Hhe)-catalysed azidolysis has been
reported, affording the corresponding B-azido alcohols that
subsequently reacted with alkynes to achieve chiral 1,2,3-triazole
alcohols.'® Yields of these processes could be increased by
introducing the bioreduction of an a-halo ketone as a first step.'”

Herein, we envisaged a one-pot two-step fully convergent
strategy in which, starting from two achiral compounds, a pair
of suitable chiral precursors could be stereoselectively formed
and then assembled by a ‘click’ reaction, giving rise to a single
compound bearing two chiral centres (Scheme 1).

The synthesis of the enantioenriched 1,2,3-triazole-derived diols
was performed by the concurrent stereoselective bioreduction of an
a-azido- and an alkynyl ketone, followed by cycloaddition catalysed

Q <D

concurrent

convergent
enzymatic metal-catalysed a
steps step
non-isolated

Scheme 1 One-pot two-step fully convergent strategy combining stereo-
selective enzymatic and metal-catalysed transformations.

Chem. Commun., 2013, 49, 2625-2627 | 2625


http://dx.doi.org/10.1039/c3cc38674k
http://pubs.rsc.org/en/journals/journal/CC
http://pubs.rsc.org/en/journals/journal/CC?issueid=CC049026

Published on 08 February 2013. Downloaded by Universidad de Oviedo on 26/06/2013 18:06:40.

o OH
R1)J\\ R1/*\\ Ry
X X HO @
1a-b 2a-b
" ADH + CuSQ,/Cu - //N
o] Buffer / 'PrOH OH Buffer / ‘PrOH N—N
N 30°C N 60°C "
Ry ¢ Rz)*\/ ¢ R OH
1c-g 2c-g 2
syn- or anti-3

a: Ry= CHg; b: Ry= (CH,)4CH3
¢: Ry=Ph; d: Ry= 2-Np; e: Ry= (CH,)sCHg; f: Ry= 4-O,N-Ph; g: Ry= 4-HO-Ph
Scheme 2 Chemoenzymatic protocol to synthesise enantioenriched 1,2,3-tri-

azole-derived diols.

by Cu(y) in situ formed via comproportionation of Cu(u) and Cu(0)
(Scheme 2).

Several practical issues were considered in advance: (a) both
ketones should be quantitatively reduced so, after the cycloaddition
step, only diols must be formed, avoiding hydroxy ketones or
diketones that would make the purification more complex;
(b) alkynyl ketones may decompose in aqueous media,'® so the
bioreduction step must also be quick and clean; (c) the selectivity of
the ADH-catalysed process must be high to avoid the formation of
diastereoisomers at the end of the sequence; (d) the cycloaddition
step must take place in the presence of the enzyme and the
hydroalcoholic medium without the loss of the performance; and
(e) it would be highly desirable that the Cu(0)-precatalyst source
could be easily recycled with no stirring impairment.

In a first set of experiments, we studied the influence of different
alkynones (1a-b) and o-azido ketones (1c-g) bearing aliphatic or
aromatic (phenyl or 2-naphthyl) groups with e.g. nitro or hydroxy
moieties on ADH-catalysed reduction using Prelog ADHs over-
expressed in E. coli (ADH-A from Rhodococcus ruber,”> ADH-T from
Thermoanaerobium sp.,”° and TesADH from Thermoanaerobacter
ethanolicus™") or commerecially available anti-Prelog enzymes (LBADH
from Lactobacillus brevis®* or LKADH from Lactobacillus kefir™®). In
ADH-catalysed bioreductions, Tris-HCI buffer is usually a suitable
medium, but it was observed that alkynones were not stable, so we
turned to phosphate buffer (50 mM) pH 7.5 at 30 °C and 250 rpm, in
which these derivatives remained stable for longer periods. Under
these conditions, the reduction of all ketones was tested using ADHs
(Table 1), showing in some cases quantitative conversions (c) and
excellent stereoselectivities (ee).

Especially ADH-A as a Prelog representative enzyme and LBADH
as an anti-Prelog counterpart rendered quantitative conversions and
excellent ee with several substrates. Furthermore, they were able
to accept both alkynones and o-azido ketones, being excellent
candidates to achieve the desired one-pot process. In a second stage,
simultaneous bioreduction of a 1:1 mixture of alkynone-azido
derivatives was tried to study if any interference could exist, either
between reactants or with the ADH. Pleasingly, both substrates were
perfectly reduced with the same values of stereoselectivity and no
cross-inhibition was detected.

Later, the Cu-catalysed ‘click’ reaction was studied to find out
suitable conditions. In this regard, the source of Cu(i) was firstly
studied using racemic alcohols, rac-2a and rac-2c, as model substrates
to afford a mixture of syn- and anti-3ac diols. CuSO,-ascorbic acid in
a H,0:BuOH 1:1 viv ' mixture was tried at room temperature
for 24 h, but the conversion was not complete. At this point,

2626 | Chem. Commun. 2013, 49, 2625-2627
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Table 1 Stereoselectivities in selected bioreductions of alkynones 1a-b and -
azido ketones 1c-g employing ADHs (t = 24 h)?

o ADH OH
R1)J\ Ry Buffer / 30°C Ry * "Ry
1a-g 2a-g

Ketone” E. coli/ADH-A E. coli/ADH-T E. coli/TesADH LBADH LKADH

1a 96 (S) 96 (9) 76 (S) 64 (R) —
1b° 98 (R) 90 (R) 96 (R) >99 (S) 99 (S)
1c° >99 (R) >99 (R) — >99 (S) 98 (5)
1d° >99 (R) — — — —
1¢° 99 (R) 99 (R) — 99 (S) 99 (S)

1f° >99 (R) — >99 (5) —
1g° >99 (R) — - _ _

“ For experimental details, see ESL © In all cases where an ee value appears,
the conversion was quantitative. For incomplete reactions, see ¢ and ee in
Tables S1 and S2 in ESI. ¢ Change in Cahn-Ingold-Prelog (CIP) priority.

we envisaged a system that could be simple, economic and environ-
mentally friendly to obtain Cu(1) via comproportionation using a Cu
wire with a catalytic amount of CuSO,. Thus, a copper wire was
rolled on a magnetic bar (see ESIT), allowing at the same time
stirring, easy recovery and its reuse along several cycles. Different
solvent mixtures were tried (H,O:BuOH 1:1 v vl H,0:'PrOH
1:1vv % Hy0:'PrOH 95:5 vv %) at 60 °C for 24 h, obtaining in all
cases the triazole diols with quantitative conversions, but since the
enzymatic step took place with 'PrOH (5% v v~ *),* we chose the last
setting to perform the sequential chemoenzymatic transformation.
Microwave heating was also tried, but due to the formation of
by-products, eg 1,5-regioisomers,” this methodology was not
further investigated. After four cycles, the Cu wire got passivated,
but it could be recovered by simple washing with HCI 2 N for 5 min.

In the final stage, the one-pot fully convergent chemoenzymatic
approach was achieved furnishing the 1,2,3-triazole-derived diols
in good overall yields and excellent selectivities (Fig. 1). After
performing the bioreduction in phosphate buffer at 30 °C with
2-propanol for 24 h, the copper wire and CuSO, were added into the
reaction mixture, and it was heated up at 60 °C for 24 h. While with
alkynone 1b syn-3 diols were obtained, in the case of substrate 1a,

E. colilADH-A
OH (R,S)-3ac, R= Ph, 69% yield, 99% ee, 96% de
(R,S)-3ad, R= 2-Np, 82% yield, 99% ee, 96% de

R\;/\N\ = (R.S)-3ae, R= CqHyg, 71% yield, 99% ee, 96% de
OH NZN (R.S)-3af, R= 4-O,N-Ph, 78% yield, 99% ee, 96% de
(R.S)-3ag, R= 4-HO-Ph, 70% yield, 99% ee, 96% de
OH E. colilADH-A
R (R,R)-3bc, R= Ph, 78% yield, 99% ee, 98% de
N\/Y\/) (R.R)-3bd, R= 2-Np, 73% yield, 99% ee, 98% de
On  N=N (R,R)-3be, R= CgH1a, 85% yield, 99% ee, 98% de

OH
LBADH
R\PN X (S.5)-3be, R= CgHs, 82% yield, 99% ee, 99% de
i NN (S,S)-3bf, R= 4-O,N-Ph, 71% yield, 99% ee, 99% de

Fig. 1 Examples of 1,2,3-triazole-derived diols synthesised using the chemoenzymatic
approach. ee values correspond to the major diastereoisomer obtained. Isolated yields
(69-85%) are relative to the diastereoisomeric mixture of the final diols.
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since the enzyme recognised the ethynyl group as the ‘big’ moiety,*®
anti-3 diols were synthesised.

In the last years, the combination of bio- and metal-catalysis has
emerged as a potent tool to achieve the synthesis of novel derivatives
in a ‘one-pot’ fashion, thus avoiding the time-consuming and
yield-lowering isolation of intermediates. In this sense, biocatalysed
redox processes and copper(1)-catalysed [3+2] cycloadditions can be
perfectly compatible in an environmentally benign medium like
water. Herein a one-pot two-step fully convergent® synthesis of
different chiral 1,2,3-triazole-derived diols in high yields and
excellent enantio- and diastereoselectivities under very mild condi-
tions has been developed. Hence, starting from two prochiral
ketones and using a single ADH with 'PrOH in a first step, and
then applying a catalytic amount of CuSO, and a Cu-wrapped
stirring bar, a triazole core bearing two chiral centres could be
easily synthesised. Moreover, the Cu(0)-precatalyst could be
recycled, easily removed, and remained active after several cycles.
The possibility of the enzymatic recycling via immobilisation®
could also afford a more efficient and cost-effective method. This
system also has the advantage that by simple selection of the
enzyme, the chirality of the final compounds can be finely tuned.
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Parte II. Procesos Biocataliticos Dinamicos y Tandem Conclusiones

A lo largo de este segundo bloque se ha llevado a cabo la obtencion de
compuestos enantio- y diastereoenriquecidos de alto valor afiadido a través de
resoluciones cinéticas dinamicas o tdndem partiendo de sustratos facilmente accesibles
como son los [-cetoésteres sustituidos en posicion a, las o-azido cetonas y las

alquinilcetonas.

En un primer lugar, utilizando una serie de alcohol deshidrogenasas tanto
purificadas como sobreexpresadas en E. coli, se ha mostrado un amplio estudio aplicado
a la preparacion de B-hidroxiésteres sustituidos en posicién a siendo posible dirigir la
biorreduccion hacia la formacion de uno u otro diastereoisomero de manera enantiopura
en varios casos en funcion de la preferencia del enzima utilizado. Ademds se ha
demostrado el concepto de cuasi-irreversibilidad que tiene lugar con este tipo de
compuestos realizdndose la biorreduccion de una manera cuantitativa con tan sélo dos

equivalentes del cosustrato necesario para regenerar el cofactor pirimidinico NAD(P)H.

También se ha realizado un estudio de la potencial aplicabilidad en procesos de
resoluciones cinéticas dindmicas de las o-transaminasas con el fin de obtener los f-
aminoésteres sustituidos en o de manera enantio- y diastereomericamente enriquecida.
Se ha mostrado, en la mayoria de los casos, la formacion de los diastereoisomeros syn y
anti de manera enantiopura y en diferentes relaciones, pudiéndose obtener uno u otro de
forma mayoritaria en funcion del enzima utilizado. Se ha demostrado la importancia
crucial de la estructura del B-cetoéster en la diastereoselectividad del proceso, viéndose
drésticamente incrementada hacia la formacion del isémero anti en algunos compuestos
con una mayor rigidez en su esqueleto. Aunque ain en un estado preliminar, se ha
mostrado que con estos biocatalizadores es posible una sintesis eficaz presentando el
potencial de ser una metodologia elegante aplicada a la obtencion de derivados de f3-

aminoacidos sustituidos en posicion a a través de procesos dindmicos.

En el ultimo capitulo se ha optimizado la biorreduccion simultanea de dos
sustratos (una a-azido cetona y una a,B-alquinilcetona) con diferentes ADHs obteniendo
en la mayoria de los casos y en funcion de la preferencia del enzima los alcoholes

derivados de manera enantiopura. Ademas se optimizé la cicloadicion [3+2] de estos
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alcoholes catalizada por Cu(l) generado in situ a través de una reaccion de
comproporcion entre cobre metalico y una disoluciéon de CuSOs. De este modo, usando
un precursor del catalizador simple y facilmente reciclable, se obtuvieron diferentes
derivados de 1,2,3-triazol con dos centros estereogénicos definidos con buenos
rendimientos. Tras optimizar ambas reacciones por separado, se llevdo a cabo la
combinacion de la biorreduccion y la cicloadicion [3+2] a través de una ruta tandem
secuencial en dos pasos y en un mismo recipiente. Asi, sin la necesidad de aislar los
alcoholes intermedios, se obtuvieron los dioles derivados de 1,2,3-triazol de forma
cuantitativa y de manera enantiopura, pudiéndose dirigir la sintesis hacia la formacion
de uno de los diastereoisomeros en funcién de la estereopreferencia del enzima

utilizado.
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Parte Experimental

Enzimas, reactivos y disolventes

Las alcohol deshidrogenasas de Lactobacillus brevis (LBADH, 300 U/mL), Candida
parapsilosis (CPADH, 30 U/mL), ADH-A de Rhodococcus ruber (18 U/mg), la lipasa de tipo B
de Candida antarctica, la glucosa deshidrogenasa de Bacillus megaterium (GDH, 60 U/mg), y
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides (G6PDH, 166 U/mg) fueron
obtenidas a través de Codexis Inc. La ADH de Lactobacillus kefir (LKADH, 0.42 U/mg) fue
adquirida a Fluka. La fenilacetona monooxigenasa (PAMO) de Thermobifida fusca fue donada
por el Prof. Marco W. Fraaije (Universidad de Groningen). La ADH-A, TesADH, ADH-T,
SyADH y RasADH sobreexpresadas en células de E. coli BL21 fueron donadas por el Prof.
Wolfgang Kroutil de la Universidad de Graz. Las células se crecieron en un medio LB con
ampicilina como antibiotico (1 L, 100 mg/L) a 30°C y 150 rpm durante 24 h. A continuacion se
afiadi6 ampicilina adicional [50 mg/L y ZnCl, (100 mg/L) en el caso de la ADH-A] e isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG, 450 mg/L) y se dejo agitando 24 h a 20°C. Las células se
centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en una disolucion tampén de fosfato (pH 7.5, 50

mM), se congelaron con nitrégeno liquido y se liofilizaron. Las células obtenidas se guardaron a

4°C.

Todos los demaés reactivos se adquirieron a Acros Organics, Aldrich, Fluka o Merck, sin

ser necesarios tratamientos previos a su utilizacion.

Los disolventes empleados fueron sometidos previamente a un tratamiento de secado,
almacenandose bajo atmosfera de nitrégeno. E1 TBME, el Et;0, el tolueno, y el THF fueron
secados sobre sodio empleando como indicador benzofenona, mientras que el acetonitrilo, la

DMEF, el CH,Cl, y el MeOH fueron secados sobre hidruro calcico.

Las reacciones ultrasonicadas se llevaron a cabo en un bafio ultrasoénico J. P. Selecta
(150 W). Las reacciones catalizadas por microondas se llevaron a cabo en tubos de reaccion

sellados, en un horno de microondas DEM Discover S-Class con una pontencia de 200 W y 250

psi.
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Técnicas de andlisis

Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina se han utilizado cromatofolios de gel de silice
POLYGRAM SIL G/UV;s4 (0.25 mm de espesor) comercializados por Merck, los cuales llevan
incorporado un revelador ultravioleta. Como revelador se utilizé una disolucion acuosa al 1% de

KMnOy4, 5% de K,CO3; y un 5% de NaOH.

Para la cromatografia de columna se emple6 gel de silice 60 (230-240 Mesh) adquirida a

Merck.

Los analisis mediante cromatografia de gases se realizaron utilizando un cromatédgrafo
de gases Hewlett Packard 6890, una columna de relleno aquiral HP-1 (30 m x 0.32 mm x 0.25
m) y las columnas de relleno quiral CP-Chiralsil-DEX-CB (25 m % 0.25 mm x 0.25 pm, 12.2
psi N») y Rt-B-dexe (30 m x 0.25 mm X 0.25 um)

Los anélisis mediante la técnica de HPLC se llevaron a cabo utilizando un cromatografo
Hewlett-Packard 1100 y las columnas de relleno quiral Chiralcel OD (25 % 0.46 cm), Chiralcel
OD-H (25 % 0.46 cm), Chiralpak IC (25 cm x 4.0 mm), y Chiralcel OJ-H (25 cm % 4.6 mm). La
deteccion se efectud con un detector visible-ultravioleta a 210 y 215 nm. Como fase movil se

emplearon mezclas de hexano y 2-propanol.
Espectroscopia infrarroja (IR)

Se registraron los espectros en un espectrémetro Varian 1000 FT-IR empleando pastillas
de NaCl para liquidos o de KBr para muestras solidas. Las bandas de tension se indican en
valores de v maxima y se expresan en cm’.

Puntos de fusion

Los puntos de fusion se han llevado a cabo con un aparato Gallenkanp en tubos capilares

abiertos y por tanto sus valores no estan corregidos.
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Espectrometria de masas de baja resolucion

El calculo de masas de baja resolucion se ha realizado empleando un espectrémetro
Finigan MAT 95 acoplado a un cromatégrafo HP1100 empleando las técnicas de ESI", ESI” o

EI'. Los valores se refieren a unidades de masa atomica (uma).
Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS)

El célculo de las masas exactas de los compuestos orgénicos obtenidos se llevaron a cabo
con un espectrometro Bruker MicroTofQ empleando las técnicas de ESI', ESI" o EI'. Los

valores se refieren a unidades de masa atomica (uma).
Andalisis elementales

El célculo del porcentaje elemental de C, N, H de los compuestos obtenidos se llevo a

cabo en un analizador Elemental Vario Macro.
Andlisis termogravimétricos

Los andlisis termogravimétricos fueron llevados a cabo en un instrumento Mettler
Toledo TG 50 TA 4000. Las muestras de los polimeros fueron calentadas con una rampa de
10°C/min desde t.a. hasta 900°C bajo atmodsfera de nitrogeno y aire. La temperatura de
transicion vitrea (T,) se midi6 en un Mettler DSC Toledo con 822 barridos calorimétricos

diferenciales.
Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H-RMN, "C-RMN, *'P-RMN vy
secuencia de pulsos DEPT han sido realizados con espectrometros Bruker AV-300 (300.13
MHz para 'H, 125.5 MHZ para >'P y 75.5 MHz para "°C), Bruker DPX-300 (300.13 MHz para
'H, 125.5 MHz para *'P y 75.5 MHz para "°C). Los desplazamientos quimicos se dan en valores

de 0 en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento en Hertzios (Hz).

Rotacion optica especifica
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Para la medida de las rotaciones especificas se ha utilizado un polarimetro Perkin-Elmer

241. Los valores se dan en unidades 10" cm® x grado x g
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