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ADVERTENCIA

Si bien el desarrollo del trabajo que a continuacion se describe ha dado lugar a la
proclamacion de maldiciones diversas e invocacion de conjuros satanicos varios, no existe
evidencia fundamentada que pueda vincular a estos con las eventuales maldiciones que
pudieren pesar sobre el lector luego de leer este libro.

No obstante, el autor no se hace responsable por las ocasionales desgracias acaecidas, dafio
fisico, moral o mental que los usuarios de este volumen sufrieren como consecuencia de su
lectura; asi como de cualquier otro uso que se le diere al presente ejemplar.
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BIDCATALISIS APLICADA A REACCIDNES DE ESTERDIDES,
TERPENDS Y DICETDNAS Y A LA SINTESIS DE
PDLIAMIDDAMINAS LINEALES

Leandro N. Monsalve

Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, 2009

Resumen:

En el presente trabajo de tesis se evalu6 la aplicacion de biocatalisis en la
transformacion y sintesis de compuestos de muy diversa naturaleza con potencial utilidad
para multiples aplicaciones.

Primeramente se propuso la aplicacion de lipasas en la acilacion selectiva de
varios pregnanos hidroxilados en la posicion 20. Los resultados obtenidos en este trabajo
permitieron la preparacion de nueve productos novedosos y la inclusion de un paso
biocatalitico en la sintesis de 20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona, un intermediario
en la sintesis de un conjugado esteroide-proteina.

En segundo lugar se estudio la acilacion quimioenzimatica de quinicina. Este
sesquiterpenoide natural ha mostrado interesantes propiedades en cuanto a su actividad
biologica. Por otro lado posee una estructura muy compleja y labil, con lo que su
derivatizacion requiere de varias precauciones. La utilizacion de lipasas en este caso
permitio la preparacion de diez derivados, sicte de ellos novedosos, de este producto
natural.

A continuacion se describi6 la aplicacion de celulas enteras de Rhodotorula
minuta en la preparacion de una serie de a-hidroxicetonas y a-dioles quirales. Estos
compuestos son importantes en la preparacion de bloques de construccion, auxiliares y
catalizadores quirales.

Finalmente se emplearon lipasas en la primera sintesis de poliamidoaminas
lineales a partir de acrilato de etilo y N-metil-1,3-diaminopropano en un solo paso. En
este caso, la capacidad de las lipasas para catalizar tanto reacciones de amino6lisis como de
adicion de Michael permitio la obtencion de un material polimeérico altamente regular y
monodisperso.

Palabras clave: lipasas, Rhodotorula minuta, pregnanos, quinicina, a-dicetonas, acrilato de
etilo, N-metil-1,3-diaminopropano, acilacion, desacilacion, reduccion, aminolisis, adicion

de Michael.
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BIDCATALYSIS APPLIED TD REACTIDNS DF STERDIDS,
TERPENES AND DIKETDNES AND TD THE SYNTHESIS DF
LINEAR PDLIAMIDDAMINES

Leandro N. Monsalve

Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, 2009

Abstract:

In this thesis work we have evaluated the application of biocatalysis to the
transformation and synthesis of natural and synthetic compounds of a very different
nature, that have the potential to be utilized in multiple applications.

The first step was the application of lipases on the selective acylation of
various hydroxylated pregnanes in position 20. The results obtained in this work allowed
the preparation of nine novel products and the inclusion of a biocatalytic step in the
synthesis of 20B-hemisucciniloxy-5aH-pregnane-3-one, an intermediate product in the
synthesis of a steroid-protein conjugate.

Secondly, the chemoenzymatic acylation of cnicin was studied. This natural
sesquiterpenoid has shown interesting properties regarding its biological activity. On the
other hand, its very complex and labile structure requires that its derivation be
accomplished following certain precautionary measures. The use of lipases in this case
allowed the preparation of ten acyl derivatives of this natural product. Seven of these
derivatives are novel.

Following, the description of the application of whole cells of Rhodotorula
minuta in the preparation of a series of chiral a-hidroxyketones y a-diols was made. These
compounds are very important as precursors of chiral building blocks, auxiliaries and
catalysts.

Finally, lipases were employed on the first single-step synthesis of linear
poliamidoamines from ethyl acrylate and N-methyl-1,3-diaminopropane. In this case, the
ability of lipases to catalyze aminolysis reactions as well as Michael additions, allowed to
obtain a highly regular and monodisperse polymeric material.

Keywords: lipases, Rhodotorula minuta, pregnanes, cnicin, a-diketones, ethyl acrylate, N-
methyl-1,3-diaminopropane, acylation, deacylation, reduction, aminolysis, Michael
addition.




ABREVIATURAS

a.C.: antes de Cristo

Ac: acetilo

AcO: acetato

AcOEt: acetato de etilo

AcOiPr: acetato de isopropenilo

AcOVin: acetato de vinilo

Ala: alanina

AM1: Austin Model 1

Asp: acido aspartico

ATCC: American Type Culture Collection

BIU: Batch Interesterefication Units

Bn: bencilo

BzO: benzoato

CAL A: lipasa de Candida antactica A

CAL B: lipasa de Candida antactica B

CCD: cromatografia en capa delgada

CGL: cromatografia gas-liquido

CNT: nanotubos de carbono

Conv.: conversion

COSY: Correlation Spectroscopy

CRL: lipasa de Candida rugosa

Da: Dalton

DCC: N,N’-diciclohexilcarbodiimida

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer

DIAD: azodicarboxilato de diisopropilo

DIPE: éter diisopropilico

DMAP: 4-dimetilaminopiridina

EC: Enzyme Commision

ed: exceso diasteromérico

ee: exceso enantiomérico

EM-IE: espectrometria de masa por impacto
electrénico

E/S: relacion enzima/sustrato

Et: etilo

EtO: etoxido

EtOH: etanol

FAD: flavin adenin dinucle6tido

FID: detector de ionizacion por llama

FMN:: flavin mononucle6tido

FT-IR: espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier

GA: acido gentisico

Gln: glutamina

Gly: glicina

His: histidina

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

Ile: isoleucina

xiii

IUBMB: International Union of Biochemistry and
Molecular Biology
LIP: lipasa de Rhizomucor miehei
Me: metilo
MeOH: metanol
MIC: concentracion inhibitoria minima
M,: peso molecular promedio en nimero
M,: peso molecular promedio en viscosidad
M,: peso molecular promedio en peso
M,: peso molecular promedio Z
m/z: relacibn masa/carga
NAD": nicotinamida adenin dinucle4tido
NADH: nicotinamida adenin dinucle6tido
(forma reducida)
NADP": nicotinamida adenin dinucleétido
fosfato
NADPH: nicotinamida adenin dinucle6tido
fosfato (forma reducida)
norHo: norharmano
PCC: clorocromato de piridinio
PDI: indice de polidispersion
p-eb.: punto de ebullicion
Pf: punto de fusion
PLU: propyl laurate units
PPL: lipasa de pancreas porcino
ppm: partes por millon
Pro: prolina
PS-C: lipasa de Pseudomonas sp.
RMN:: espectroscopia de resonancia magnética
nuclear
RMN "C: espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de carbono 13
RMN 'H: espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de proton
rpm: revoluciones por minuto
Ser: serina
t: tiempo
T: temperatura
TBS: terbutil dimetil sililo
t-Bu: terbutilo
THAP: 2’,4’,6’-trihidroxiacetofenona
THEF: tetrahidrofurano
Thr: treonina
Trp: triptofano
UV-MALDI-TOF: espectrometria de masa de
desorci6n por laser
ultravioleta asistida por
matriz con analizador de
tiempo de vuelo
V: volumen
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I. INTRDDUCCION

I.1. Catalisis

En una primera aproximacion la catalisis puede definirse como la transformacion quimica
motivada por sustancias que no se alteran con el curso de la reaccion.! Todos los
catalizadores tienen en comun la capacidad de aumentar la velocidad de una reaccion
quimica determinada y poder ser recuperados luego de finalizado el proceso en la misma
forma en que fueron introducidos al iniciarlo. Esta tltima propiedad permite que el mismo
catalizador, una vez recuperado, pueda ser utilizado de manera efectiva en un nuevo
proceso sin ningﬁn tratamiento previo.

Por otro lado, el aumento de la velocidad de una reaccion quimica determinada tiene tres

consecuencias importantes:

® Permite el empleo de condiciones de reaccion menos agresivas (temperatura,

presion, etc.) que aquellas que deberian aplicarse en ausencia del catalizador.

® Reduce el tiempo necesario para que la reaccion ocurra. Este hecho no es trivial
porque en muchos casos las velocidades de reaccion alcanzadas en presencia de un
catalizador pueden ser cientos de miles de millones mayores o ain mas que en su
ausencia. En no pocas ocasiones el empleo de catalizadores posibilito la

implementacion de procesos que de otra manera hubieran sido inalcanzables.

® Hace posible el establecimiento de una selectividad entre varias reacciones quimicas
posibles. Un catalizador determinado puede proveer una ruta con una barrera de
activacion menor para una reaccion en particular, por lo que ésta podra ocurrir

mas rapidamente que otras que se desarrollen paralelamente.
Los beneficios alcanzados para la actividad humana en general y para el desarrollo de
procesos quimicos novedosos en particular debidos a la investigacion, desarrollo vy
aplicacion de catalizadores son incontables. Basta con nombrar el proceso Haber? para la
obtencion de amoniaco o el empleo de los catalizadores de Zieg]er—Natta3 para la sintesis a
escala industrial de polimeros estereorregulares, entre otros innumerables ejemplos
relevantes, para describir la magnitud del impacto que ha tenido el empleo de

catalizadores para la sintesis quimica en la humanidad.
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I.2. Catdlisis y organismos vivos

En los organismos vivos ocurren una gran variedad de reacciones quimicas. La gran
/ . o] . .

mayoria de ellas se encuentra ligada a equilibrios muy complejos que son causa, al menos

en parte, del fenomeno que conocemos como vida. Cabe destacar que muchas de estas

reacciones quimicas no ocurren con la misma velocidad, o simplemente no ocurren, si no

. . . o/ . . . /! . .
existe una participacion directa o indirecta de algun organismo vivo en el proceso.

I.2.1. Influencia en la historia de la quimica

El hecho recien mencionado fue advertido por los quimicos en el siglo XVIII, que
recurrieron a la corriente filosofica conocida como vitalismo para explicar las caracteristicas
distintivas de aquellas sustancias que eran aisladas de los organismos vivos. A la luz de esta
corriente, se postulaba que debia existir alguna “fuerza vital” que llevara a cabo la
transformacion de los compuestos de origen mineral para dar lugar a la formacion de
compuestos que solamente podian ser aislados de plantas o animales. De acuerdo con esta
hipotesis, en 1807 Berzelius (quien también introdujo el concepto de catalisis en quimica)
clasifico a los compuestos como orgdnicos o inorganicos segin cual fuera su origen,
distinguiendo por primera vez entre dos grandes disciplinas: la Quimica Inorgdnica y la
Quimica Organica.

Pocos anos mas tarde, Wohler, Kolbe y Berthelot lograron sintetizar compuestos
organicos a partir de compuestos inorganicos sin recurrir a los organismos vivos (con
excepcion de ellos mismos o, tal vez, algin ayudante de laboratorio). Con estos
resultados, el pensamiento vitalista sucumbio6 ante la evidencia experimental y a partir de
alli la Quimica Organica dejo de lado las cuestiones relacionadas al origen de la “fuerza
vital”. Estos temas serian prontamente abordados en investigaciones en el area de la

. s ’ ’ 4
Bioquimica, como se vera mas adelante.
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1.2.2. Biocatdlisis y biotransformaciones

Hoy en dia se sabe que en los organismos vivos existe una diversidad de moléculas que
juegan el rol de catalizadores. Estas moleculas reciben el nombre de enzimas. Este termino
fue acuhado por Kiithne en 1878 para designar a los extractos de levadura con actividad
catalitica. La extensa mayoria de las enzimas son proteinas, aunque también existen
moleculas de acido ribonucleico que poseen actividad catalitica.

Estas moleculas de origen biologico con actividad catalitica, aplicadas a alguna reaccion
sobre algin compuesto en particular, reciben cominmente el nombre de biocatalizadores.
Analogamente, se puede definir a la biocatdlisis como la disciplina que involucra el uso de
biocatalizadores en la transformacion quimica de la materia. El compuesto que sufre la
transformacion en estas condiciones se llama sustrato. Es importante sefalar que los
sustratos empleados en una reaccion biocatalitica no son necesariamente aquellos que son
transformados por la enzima en las reacciones que forman parte del metabolismo del
organismo del cual proviene la misma. Las enzimas utilizadas en biocatalisis pueden
emplearse tanto integradas en el organismo vivo (o sea, usar c¢lulas enteras o tejidos como
biocatalizadores) como aisladas de los mismos con mayor o menor grado de pureza.
También existe otro término asociado al uso de biocatalizadores que se conoce como
biotransformacion. Una biotransformacion puede definirse como cualquier proceso en el
cual un organismo vivo modifica un compuesto quimico. Esta expresion tiene una
aplicacion que excede a la biocatalisis, ya que es empleada con el mismo significado en el
campo de la toxicologia, farmacologia y biorremediaciones. No obstante, es necesario
aclarar que ambos biocatalisis y biotransformacion no tienen acepcion equivalente al
referirse al empleo de biocatalizadores con fines de sintesis de algan compuesto de interes,

ya que las biotransformaciones no involucran el uso de enzimas aisladas.

1.3. Historia de la biocatdlisis

El hombre ha hecho uso de la biocatalisis para su provecho desde tiempos muy remotos.

En el periodo neolitico la introduccion de la agricultura y la ganaderl'a hizo posible el

establecimiento de las primeras comunidades sedentarias. Estos nuevos habitos generaban
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grandes excedentes de alimentos en ¢poca de cosecha de granos o frutos que debian ser
conservados para su consumo en otras ¢pocas del afo. Del mismo modo, la actividad
ganadera generaba leche, un producto alimenticio altamente perecedero. En este contexto
se comenzaron a desarrollar los primeros procesos fermentativos sobre granos, frutos,
leche, miel, etc., utilizando hongos, levaduras y enzimas digestivas procedentes del cuajo
de rumiantes. Inicialmente estos procesos ocurrian de manera accidental, pero poco a
poco fueron puestos a punto por el hombre. De esta manera surgieron los primeros
ejemplos de biocatalisis aplicada a la produccion de nuevos alimentos: vino, cerveza, pan,
queso, hidromiel, etc.

No es posible establecer con precision el momento del nacimiento de estas tecnologias,
pero se puede situar entre el 8000 y el 4000 a.C. aproximadamente. Este periodo, si bien
es posterior a la introduccion del fuego como herramienta es decididamente anterior a la
aparicion de los primeros procesos metah’n‘gicos.5

Si bien el hombre siguio produciendo (y consumiendo) estos productos de fermentacion
desde el neolitico por varios miles de afos hasta la actualidad, no fue sino hasta el siglo
XVIII, en los albores de la quimica moderna, que se decidio explorar el fenomeno de la
fermentacion por si mismo. No obstante, recién en 1837 Cagniard-Latour, Schwann y
Kiitzing identificaron a las levaduras como responsables de la fermentacion. Luego, con
las investigaciones de Pasteur, junto con las de Cohn, Koch, Beijerinck y Winogradsky se
comenzo a estudiar a los microorganismos de una manera mas sistematica dando origen a
una nueva disciplina: la Microbiologia. La caracterizacion morfologica y funcional de los
microorganismos, ademas del desarrollo de técnicas para su cultivo y aislamiento
permitio, entre otras cosas, la realizacion de fermentaciones con un control mucho mas
estricto que hasta entonces.

Paralelamente a la fundacion de la Microbiologia, se comenzaron a dar los primeros pasos
en el area de la Bioquimica. En 1833 Payen y Persoz aislaron por primera vez un
precipitado obtenido al agregar etanol a un extracto acuoso de malta. Este precipitado
podia ser utilizado para llevar a cabo la hidrolisis del almidon y recibio el nombre de
diastasa. En los afios sucesivos, se aislaron distintas fracciones de extractos de origenes

diversos con variada actividad catalitica.
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Durante el siglo XX se realizaron grandes avances con relacion a las enzimas en el campo
de la Bioquimica. Primeramente, se determino que muchas enzimas eran proteinas. En
1926 Summer logro aislar y cristalizar una proteina con actividad catalitica, la ureasa de
poroto gigante (semilla de la planta Canavalia ensiformis). La estructura secundaria y
terciaria de las enzimas pudo ser determinada en los anos siguientes gracias al desarrollo de
la espectroscopia de difraccion de rayos X y las contribuciones de Pauling. Para la década
de 1950 ya se habian aislado y caracterizado cientos de enzimas. En 1960 Hirs, Moore y
Stein lograron determinar la secuencia de la ribonucleasa. A partir de entonces se ha
contado con un numero cada vez mayor de herramientas utiles para una caracterizacion
estructural completa de los biocatalizadores.®

Los conocimientos adquiridos en el campo de la Microbiologia y la Bioquimica a mediados
del siglo XIX contribuyeron rapidamente al desarrollo y optimizacion de la biocatalisis.
Pasteur pudo identificar a los microorganismos responsables de la fermentacion alcoholica
y la fermentacion lactica. Este hecho derivo en una importante mejora en los procesos de
produccion de bebidas alcoholicas. También hizo economicamente viable la obtencion de
etanol y metanol a escala industrial mediante procesos fermentativos. El conocimiento de
los microorganismos también permitio la produccion de otros productos quimicos como el
dcido L-ascorbico.” El empleo de enzimas aisladas proveyo tambien alternativas
industrialmente viables para la obtencion de productos quimicos. Por ejemplo, la diastasa
aislada por Payen y Persoz pudo ser utilizada en lugar de los acidos minerales para la
obtencion de glucosa a partir de almidon.

Durante el siglo XX los progresos de la biocatalisis fueron enormes. Las nociones
provenientes de la Microbiologia y la Bioquimica fueron aplicadas en el desarrollo de
procesos fermentativos para la obtencion de, entre otros productos, metabolitos primarios
y secundarios, entre los que se encuentran muchos antibioticos que han revolucionado la
calidad de vida de la humanidad y se producen a escala industrial en la actualidad. Ademas,
el empleo de microorganismos y enzimas aisladas ha permitido llevar a cabo un sinnamero
de transformaciones sobre sustratos naturales y sinteticos de complejidad muy diversa. Sin
embargo, hoy en dia algunos aspectos de la biocatalisis no han sido elucidados

completamente y la necesidad de progreso de la ciencia y la tecnologl'a presenta nuevos
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desafios en los cuales la biocatalisis puede ser empleada como herramienta para brindar

soluciones.

1.4. Caracteristicas de los biocatalizadores

Los biocatalizadores retinen todas las caracteristicas propias de los catalizadores, con las

particularidades que surgen como consecuencia de que los mismos se encuentran

preparados para desarrollar su actividad en un medio biolégico. Si se traza una analogia

con las caracteristicas principales de los catalizadores, desarrollada en la Seccion 1.1, se

podra decir que el empleo de biocatalizadores en un determinado proceso tiene tres

consecuencias importantes:

Las condiciones de reaccion podran ser aquellas que garanticen la estabilidad del
biocatalizador. Las enzimas pueden emplearse en medio acuoso, solventes
organicos o fluidos supercriticos siempre que la temperatura de trabajo no
produzca su desnaturalizacion. Asimismo, la presencia de acidos o bases fuertes,
agentes caotropicos y sustancias con grupos funcionales que puedan reaccionar

irreversiblemente con las enzimas no son compatibles.

La extensa mayoria de las reacciones que catalizan las enzimas, directamente no
ocurren si la enzima no esta presente y se mantiene el resto de las condiciones.
Comparado con el empleo de condiciones distintas (otros reactivos, catalizadores,

etc.) esta diferencia puede no ser tan notoria.

La selectividad de las reacciones biocataliticas es quizas la caracteristica mas
sobresaliente de las tres. Las enzimas son moléculas muy complejas que se unen a
sus sustratos de una manera bastante especifica y catalizan una reacciéon quimica
determinada. Ademas, son moleculas quirales, por lo que suele ser posible aplicar
biocatalizadores en resolucion de mezclas racémicas y reacciones de sintesis

e .
asimetrica.

Cada una de estas caracteristicas tiene sus particularidades que seran desarrolladas

conjuntamente a continuacion.
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1.4.1. Medio de reaccion: biocatdlisis en medios no convencionales

Si bien los biocatalizadores pueden ser empleados en un rango limitado de condiciones, se
ha descubierto que éstas pueden exceder por mucho las condiciones en las que
normalmente se desarrollan los organismos vivos (medios acuosos de pH y fuerza ionica
controlados, temperatura compatible con el crecimiento de un organismo determinado).
El empleo de medios no convencionales en biocatalisis permitio extender enormemente su
. ./
aplicacion.
En 1936 Sym8 comenzo a evaluar el desempefio de enzimas hidroliticas en solventes
14 . / . ! . . . .
organicos para la sintesis de ésteres sencillos. Las investigaciones en este campo no fueron
continuadas hasta que en 1984 Klibanov y colaboradores estudiaron los efectos del empleo
de solventes organicos en reacciones catalizadas por enzimas aisladas: la estabilidad del
. . .. . 9
biocatalizador y la selectividad de la reaccion.
En primer lugar, el uso de solventes orgénicos en reacciones catalizadas por enzimas
o,/ . o/ ./
permitio extender su aplicacion a la transformacion de sustratos que no son solubles en
agua. El hecho de que esta metodologia se haya aplicado con éxito no solamente
demuestra que las enzimas son capaces de mantener su estabilidad en el medio orgénico,
sino que la especificidad de sustrato de un biocatalizador puede ser lo suficientemente
amplia como para aceptar sustratos muy distintos a los que son transformados en el medio
biolc')gico por el mismo biocatalizador. Una explicacion sobre la estabilidad de las enzimas
. . . 1 . . .
en medio organico fue ensayada por Klibanov. 0 Segan su hipotesis, el medio acuoso
permite que las enzimas sean conformacionalmente labiles, por lo que se desnaturalizan
. VA . /4 .
con la temperatura o en presencia de agentes caotropicos o solventes organicos. En el
. /4 . . . /4 / .
medio organico, en ausencia de agua, las enzimas se vuelven mas rlgldas, por lo que
resultan aun mas estables que en medio acuoso. No obstante, se requiere una cantidad de
/ . . . ! <« . ”» .

agua minima unida a la enzima (a la que llamo “agua esencial”) para que exista una
movilidad que permita la catalisis. Estudios mas recientes en los cuales se realizaron
experimentos de dinamica molecular de la lipasa de Candida antarctica B (CAL B) en
solventes orgénicos parecen confirmar la hipotesis de Klibanov. Estas experiencias in silico
mostraron una enzima menos flexible en medio organico que en medio acuoso, con

moléculas de agua formando una red ordenada alrededor de la enzima.!'
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En segundo lugar, la introduccion del medio organico hace necesario que la enzima se
encuentre en una fase distinta a la que se encuentra el sustrato. Las enzimas en estos casos
pueden emplearse en fase liquida dispersa en el medio organico formando emulsiones con
ayuda de un detergente o bien en fase solida. En este Gltimo caso el biocatalizador puede
utilizarse como polvo liofilizado o bien inmovilizado sobre un soporte inerte. Muchas
enzimas han sido inmovilizadas por adsorcion o covalentemente sobre soportes organicos e
inorganicos muy diversos. Las enzimas inmovilizadas han mostrado frecuentemente
actividad y estabilidad térmica superior a sus contrapartes libres. Este efecto fue estudiado
por Klibanov'? incluso antes de que ¢l mismo se abocara al estudio de las enzimas en
solventes organicos. No obstante, la utilizacion de diversos metodos de inmovilizacion en
la aplicacion de alglin biocatalizador especifico a cada reaccion en particular sigue siendo
objeto de estudio." El empleo de enzimas en fase solida tiene una consecuencia notable: la
enzima puede ser separada del medio de reaccion por una simple operacion mecanica, con
lo que se facilita la recuperacion del catalizador en una operacion por lotes y permite su
utilizacion en forma inmovilizada en un reactor de flujo continuo.

El empleo de enzimas hidroliticas aisladas en solventes organicos merece atencion especial,
porque estas enzimas, en su ambiente natural, catalizan reacciones de sus sustratos con el
agua. En medio organico se pueden emplear nucleofilos distintos del agua y llevar a cabo
reacciones distintas a la hidrolisis: alcoholisis, aminolisis, tiolisis y acidolisis. Este hecho
permite ampliar notablemente los horizontes de la biocatalisis aplicada a la quimica
organica de sintesis.

En los Gltimos afios se ha estudiado el uso de otros medios de reacciéon como los fluidos
supercrl'ticos14 y los liquidos ibnicos”” en biocatélisis. Estos medios estan siendo
introducidos con el objeto de minimizar el impacto ambiental en este tipo de procesos,
aunque los efectos de los mismos sobre la eficiencia y la selectividad también merecen su
evaluacion.

En cuanto al empleo de celulas enteras en medios no convencionales, se ha notado que
¢stas mantienen su estabilidad en un rango de condiciones mas limitado que las enzimas
aisladas. No obstante, el empleo de sistemas bifasicos, emulsiones y solventes organicos en

biotransformaciones resulta ventajoso si se considera que:
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e El empleo de solventes orgénicos permite mantener concentraciones altas de

sustratos y cosustratos en el medio de reaccion.

® La cleccion adecuada de sistemas bifasicos o emulsiones permite regular la
concentracion de sustratos o productos en la fase en la que se encuentra el
biocatalizador, disminuyendo asi los efectos negativos que ocurrieren por
inhibicion o toxicidad.
Asimismo, se han desarrollado meétodos de inmovilizacion para celulas enteras en diversas
matrices, lo que ha contribuido a mejorar la estabilidad de estos biocatalizadores y facilitar

su separacion del medio de reaccion.

1.4.2. Aumento de velocidad

Los catalizadores aceleran el curso de una reaccion determinada por medio de una
estabilizacion del estado de transicion con respecto al estado fundamental. Este efecto
puede atribuirse a interacciones especificas entre el reactivo, o sustrato si se emplea un
biocatalizador, y el catalizador. Segan Jencks, lo que distingue a la catalisis enzimatica de
otros procesos cataliticos es la presencia de interacciones del catalizador con el sustrato en
sitios alejados al que ocurre la catalisis. '* Esta hipotesis permite explicar tanto el aumento
de velocidad de reaccion como la selectividad que se puede alcanzar en las reacciones
biocataliticas. En este contexto, multiples interacciones con el sustrato maximizan la
posibilidad de estabilizacion de estados de transicion si todas ellas estan favorecidas en este
punto de la reaccion.

La catalisis enzimatica no suele alterar el equilibrio de una reaccion reversible. Dicho en
otras palabras, las enzimas tienen la capacidad de aumentar la velocidad de una reaccion
tanto en un sentido como en el opuesto.

En términos de eficiencia catalitica para la transformacion de los sustratos en el medio
biologico todas las enzimas producen un cambio en la velocidad de reaccion de varios
ordenes de magnitud con respecto a aquella en ausencia de catalizadores. En la Tabla I.1 se
muestran algunos ejemplos en donde este factor oscila entre 460000 y 1,4x10".

Para tener una idea aproximada de la eficiencia catalitica en el medio biologico, se puede

calcular el tiempo de vida media de la orotidina-5’-fosfato, considerando que unicamente
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se descompone por descarboxilacion. En ausencia de la enzima éste resulta ser mayor a 78
millones de afios, mientras que en su presencia es menor a 18 milisegundos. Ademas, se
puede observar que en presencia de la enzima mas “lenta” de la tabla, la quimotripsina, el
tiempo de vida media de un enlace peptidico hidrolizable por la misma es de apenas 17

segundos.

Tabla I.1. Ejemplos de aceleracion de reacciones mediante catalisis enzimatica.

Constante de Constante de

Enzima velocidad sin enzima velocidad con enzima  Factor de aceleracion

kﬂﬂ (srl) kfﬂf (Sil> k[ﬂt/knﬂ
Ciclofilina’ 2,8x10 1,3x10* 4,6x10°
Anhidrasa carbonica’ 1,3x10" 10° 7,7x10°
Corismato mutasa* 2,6x10° 50 1,9x10°
Quimotripsinab 4x10” 4x107 107
Triosafosfato 6x107 2x10° 3x10’
isomerasa’
Fumarasa’ 2x10* 2x10° 10"
Cetoesteroide 1,7x107 6,6x10* 3,9x10"
isomerasa’
Carboxipeptidasa A" 3x10” 578 1,9x10"
Adenosina 1,8x10"° 370 2,1x10"
desaminasa“
Ureasa’ 3x10™"° 3x10* 10"
Fosfatasa alcalina” 10" 10 10"
Orotidina-5’-fosfato 2,8x10" 39 1,4x10"
descarboxilasa“

“ Radizca, A.; Wolfenden, R. Science, 1995, 267, 90-93.
" Horton, H. R.; Moran, L. A.; Ochs, R. S.; Rawn, J. D.; Scrimgeour, K. G. Principles of Biochemistry; Neil
Patterson: Englewood Cliffs, NJ, 1993.

Este efecto, que resulta bastante impresionante a la luz de los nimeros que se acaban de
mostrar, se puede explicar en base a los mecanismos que gobiernan la catalisis enzimatica:

® Desolvatacion: siempre que un sustrato en solucion penetra la enzima para alcanzar

el sitio activo debera deshacerse de las moleculas de solvente que lo rodean. Esto

produce una desestabilizacion del estado fundamental (Figura I.1), sobre todo si el
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sustrato posee grupos polares o cargados ya que la constante dieléctrica en el sitio
activo es menor que en solucion. La constante dieléctrica en el interior de las
proteinas se ha estimado, in silico, muy inferior a la del agua y comparable a la del

benceno o el dioxano.!”

Catalizado por enzima|
No catalizado

Energia

ES P
EP i

Coordenada de reaccién

Figura I.1. Efectos energéticos de la catalisis enzimatica. Una
reacciéon que ocurre en un solo paso en ausencia de catalizador
tiene al menos tres barreras de activacion si existe catalisis
enzimatica: la desolvatacion del sustrato (S) y su interaccion con
el sitio activo para formar el complejo enzima-sustrato (ES), la
transformacion quimica del mismo para formar el complejo

enzima-producto (EP) y la liberacion del producto (P).

Interacciones especificas: los residuos que interaccionan con el sustrato se
encuentran en una posicion relativa mas o menos fija. La ubicacion de residuos
polares y cargados proveen una forma de estabilizar distribuciones de carga
electrica muy especificas, por ejemplo de los estados de transicion. Asimismo,
hace posible la coexistencia de grupos acidos y basicos en un mismo entorno, cosa
imposible de lograr en solucion. Tambicen los parametros de acidez y basicidad de
grupos funcionales (como el pKa), tanto de residuos de la enzima como del
sustrato en el sitio activo, se ven fuertemente afectados por la distribucion espacial
que éstos tienen con respecto a los residuos que se encuentran proximos a ellos.
Algunos mecanismos de catalisis enzimatica también incluyen la formacion de
intermediarios unidos covalentemente con la enzima o alglin cofactor para acelerar

un paso de reaccion posterior.
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Proximidad: como consecuencia de las interacciones especificas recien descpritas,
una enzima puede ser capaz de ubicar a dos o mas especies reactivas en su sitio
activo con una disposicion espacial favorable para que se produzca una reaccion
entre ellos. Este efecto fue ampliamente discutido por Bruice en sus publicaciones

alo 1argo de més de cuarenta afios. '

Tension y distorsion: Koshland sugiri(') que la conformacion de una enzima cuando
. / 19 .

se une al sustrato no es necesariamente la mas estable.”” Teniendo en cuenta esta

hipotesis, la enzima debe unirse al sustrato en un estado conformacionalmente

excitado. La relajacion conformacional del complejo puede facilitar el paso

catalitico debido a una distorsion estructural del sustrato o a una correcta

alineacion de los grupos funcionales que participan en la catalisis.

Si bien estos mecanismos siguen siendo los motores de la catalisis enzimatica cuando ésta

se aplica a la transformacion de sustratos de diversa indole en medios no convencionales,

los incrementos de velocidad no suelen ser tan drasticos. Esta reduccion relativa del

aumento de la velocidad con respecto a procesos no enzimaticos en solventes orgénicos

puede tener varias causas:

El efecto de la desolvatacion del sustrato no es tan pronunciado porque la
diferencia entre la constante dieléctrica del medio y la del sitio activo es menor

en estos casos.

Para un sustrato que no es el habitual para la enzima en el medio biologico se
espera un menor numero de interacciones intermoleculares cataliticamente
favorables con el biocatalizador.

La enzima en el medio orgénico presenta mayores restricciones
conformacionales.

Muchos procedimientos en Quimica Organica de sintesis pueden llevarse a cabo
utilizando una combinacion adecuada de reactivos, solventes y catalizadores

distintos a las enzimas.

A modo de ejemplo, en nuestro laboratorio se han llevado a cabo reacciones de acilacion

_ N e 20
sobre una variedad de sustratos, tanto por via enzimatica como no enzimatica.” Las

reacciones en las cuales se emplearon métodos tradicionales, como por ejemplo anhidridos

o cloruros de acido en piridina, alcanzaron sus conversiones maximas a las pocas horas. Las
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reacciones en las cuales se emplearon lipasas como catalizadores y acidos carboxilicos o sus
4 . . .

esteres como donores de acilo se completaron en tiempos variables entre unas pocas horas
y cinco dias. De estos hechos salta a la vista que el tiempo necesario para llevar a cabo una
reaccion dada empleando enzimas puede ser comparable a aquel que se precise utilizando

una combinacion adecuada de reactivos.

1.4.3. Selectividad

Esta es la caracteristica en la cual los biocatalizadores presentan su mayor potencial.
Selectividad, por ejemplo, es una palabra clave en sintesis organica. La posibilidad de
discriminar entre grupos funcionales reactivos tiene una gran relevancia a la hora de armar
una estrategia para la construccion de moleculas. La sintesis de moleculas complejas puede
comprender muchos pasos de sintesis que suelen incluir el empleo de grupos protectores,
resoluciones de mezclas racémicas y separaciones de productos secundarios. El uso de
biocatalizadores en Quimica Organica de sintesis suele permitir la discriminacion entre
varios grupos reactivos de una molécula o la reaccion selectiva con un componente
determinado de alguna mezcla. Esta caracteristica se puede aplicar en la implementacion
de caminos sinteticos con un nimero menor de pasos de reaccion y mayor eficiencia global
comparada con estrategias que no involucren el uso de biocatalizadores.

La palabra selectividad en biocatalisis se emplea en un contexto un poco mas amplio que
en sintesis organica. En esta Gltima disciplina, la selectividad se aplica a la capacidad de
alglin reactivo o catalizador para transformar diferencialmente grupos funcionales distintos
o con distinta disposicion espacial en un reactivo dado, rindiendo una mezcla de productos
siendo uno de ellos mayoritario. En cambio, cuando una reaccion lleva a la obtencion de
un tnico producto se dice que ésta es especifica (asociado al término especificidad).”’ En el
ambito de la biocatalisis, la palabra selectividad suele hacer referencia a cualquiera de estas
dos situaciones.”

La selectividad de una reaccion puede ser caracterizada segin permita discriminar entre
grupos con caracteristicas quimicas similares del sustrato (quimioselectividad), entre grupos
funcionales identicos en distintas posiciones del sustrato (regioselectividad), o entre centros

asimetricos, atomos, grupos funcionales o caras proquirales del sustrato (estereoselectividad).
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Los biocatalizadores muestran frecuentemente un comportamiento regio-, quimio- y
estereoselectivo caracteristico en las reacciones que catalizan. Las rutas metabolicas de los
organismos vivos presentan multiples ejemplos de este comportamiento. En particular, las
enzimas son catalizadores quirales, con lo cual suelen presentar un comportamiento
enantioselectivo.

La selectividad de los biocatalizadores puede explicarse en funcion de las interacciones
especificas que tiene una enzima con el sustrato. En algunos casos pueden enunciarse
reglas mas o menos generales que describen el comportamiento selectivo de un
biocatalizador, como la regla de Prelog,23 que describe la estereoselectividad de las
deshidrogenasas en la reduccion de compuestos carbonilicos (se describira en detalle mas
adelante). Sin embargo, estas reglas no son aplicables a la totalidad de las reacciones
catalizadas por un tipo de enzima determinado. La gran diversidad de fuentes (arqueas,
bacterias, hongos, levaduras, vegetales, animales) que puede existir para una enzima, junto
con la amplia variedad de sustratos que pueden ser empleados en condiciones muy
disimiles (distintos solventes, formas de inmovilizar el biocatalizador, etc.) hacen que la

selectividad de un biocatalizador sea objeto de estudio para cada reaccion en particular.

1.4.4. Promiscuidad

La promiscuidad enzimatica se puede definir como la capacidad de una enzima para aceptar
varios sustratos estructuralmente no relacionados (promiscuidad de sustrato) o catalizar
reacciones distintas a aquellas que catalizan en medio biologico (promiscuidad catalitica).
La idea de promiscuidad enzimatica fue introducida por Jensen,” quien sostuvo que la
misma tiene origen en la evolucion de las enzimas. La hipotesis supone unos pocos
ancestros comunes para todas las enzimas. Estos ancestros comunes habrian tenido la
capacidad para aceptar muchos sustratos y catalizar varias reacciones. La duplicacion del
material genético y las mutaciones sucesivas habrian producido la divergencia para la
aparicion de un nimero mayor de enzimas con un grado mayor de especializacion.

La Tabla I.2 muestra algunas enzimas que poseen promiscuidad catalitica.
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Tabla I.2. Ejemplos de promiscuidad catalitica.

Enzima

Actividad primaria

Actividad promiscua

L-asparaginasa
A-esterasa

Anhidrasa carbonica Il
Anhidrasa carbonica III
Quimotripsina

Citosina metiltransferasa
Mioglobina

Pepsina A
Fosfotriesterasa bacteriana
Fitasa

Albtmina de suero

Ureasa

Amidohidrolasa

Esterasa

Hidratacion de CO,/ esterasa
Hidratacion de CO,/esterasa
Amidasa

Metilacion de citosina

Union a O,

Amidasa

Fosfotriesterasa

Fosfomonoesterasa

Ureasa

Nitrilasa
Fosfotriesterasa
Fosfotriesterasa
Fosfomonoesterasa
Fosfotriesterasa
Desaminacion de citosina
Sulfoxidacion
Sulfito hidrolasa
Fosfodiesterasa
Sulfoxidacion
Esterasa

Hidrolisis de fosforoamidato

L5. Clasificacion de las enzimas

En su nomenclatura la mayoria de las enzimas contiene el sufijo —asa para que sean
distinguidas como tales. En general, el prefijo esta asociado a la reaccion que catalizan
(peptidasas hidrolizan enlaces peptidicos, lipasas hidrolizan lipidos, oxidasas oxidan
diversos compuestos, etc.).

La Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(IUBMB, acronimo de International Union of Biochemistry and Molecular Biology) es el
organismo que ha tomado a su cargo la clasificacion y nomenclatura de las enzimas. Segin
la ITUBMB, existen dos nomenclaturas para una enzima: una trivial (como los ejemplos que
aparecen en el parrafo anterior) y otra sistematica. La clasificacion sistematica consta de
una serie de cuatro nimeros asignados por la Comision de Enzimas (EC, acronimo de
Enzyme Commission) que siempre van antepuestos por la sigla EC y separados por puntos. El
primer nimero indica el tipo de reaccion que la enzima cataliza y las divide en seis clases.
El segundo nimero (subclase) y el tercer numero (sub-subclase) caracterizan la reaccion

con mayor precision y el cuarto nimero es un namero de serie particular para la enzima.
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La Tabla 1.3 resume de un modo general el sistema de clasificacion de enzimas
normalizado por la IUBMB.

Por ejemplo, las lipasas de trigliceridos son EC 3.1.1.3. Esto significa que pertenecen a la
clase 3 (hidrolasas), subclase 1 (actiia sobre uniones éster), sub-subclase 1 (hidrolisis de
esteres derivados de acidos carboxilicos) y numero de serie 3.

Para la clasificacion completa de un biocatalizador, ademas de las nomenclaturas descriptas

debera indicarse la fuente de la enzima y el soporte si se encuentra inmovilizada.

Tabla I.3. Clasificacion sistematica de las enzimas segtin la IUBMB.

Clase Reaccion que catalizan Subclase
EC 1 Oxidaciones, Indica grupo oxidado en el dador de hidrogeno
oxidorreductasas  reducciones
EC?2 Transferencia de grupo Indica el grupo que se transfiere
transferasas funcional
EC3 Hidrolisis Indica el tipo de enlace que se hidroliza
hidrolasas
EC4 Adicion/eliminacion no Indica el enlace que se forma o rompe
liasas hidrolitica
EC5 Isomerizaciones Indica el tipo de isomerizacion
isomerasas
EC6 Formacion de enlaces Indica el tipo de enlace que se forma
ligasas con consumo de ATP

1.6. Biocatdlisis aplicada

La biocatalisis aplicada se define como la aplicacion de un biocatalizador para realizar una

transformacion quimica en un biorreactor bajo condiciones controladas. El biocatalizador
. . . . ’ 25

puede ser una enzima aislada, un complejo de enzimas, organelas o células enteras.

Si bien se puede considerar que la aplicacion de la biocatalisis es tan antigua como su

origen, no fue hasta el nacimiento de la Microbiologia y la Bioquimica que fue posible

entender y controlar eficientemente los procesos biocataliticos. En este contexto, la

aplicacion de biocatalizadores a diversos procesos industriales comenzo a crecer a fines del

siglo XIX con el advenimiento de la segunda revolucion industrial.
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Una busqueda de patentes que describan el aislamiento, produccion o empleo de

biocatalizadores puede reflejar su evolucion en los Gltimos cien afos. La historia de la

biocatalisis aplicada moderna se puede dividir en tres periodos:

1894 — 1945: comenzaron a aparecer las primeras aplicaciones. Principalmente se
trataba de mejoras en procesos de produccion de alimentos, tratamiento de fibras
textiles y cueros, papel y obtencion de gomas. Hasta 1922 no existian mas de 65
patentes. A partir de ese momento el nimero de patentes crecié a un mayor ritmo
y se sumaron nuevas aplicaciones como ser la produccion de enzimas y su uso en
productos de limpieza. Se encontraron 915 patentes correspondientes a ese

periodo.

1945 — 1960: se introducen aplicaciones en sintesis de productos de quimica fina,
principalmente antibioticos, esteroides y algunos metabolitos primarios (1273

patentes).

1960 — presente: al haberse desarrollado conocimientos mas profundos en
bioquimica, se pueden encontrar patentes donde se protege la utilizacion de cepas
especificas de microorganismos (mutantes y no mutantes) y genes (para la
produccion de enzimas recombinantes) en la fabricacion de diversos productos

(mas de 448.000 patentes).

1.6.1. Fuentes y aplicacion de biocatalizadores

Los biocatalizadores estan omnipresentes en la naturaleza. La fuente mas abundante y

! . . . ./ . . .
econ6mica son los microorganismos. Tambien es posible aislar enzimas de forma

economica de 6rganos de animales superiores. El reino Vegetal es una fuente mas limitada

de biocatalizadores, con lo que las enzimas y celulas vegetales se usan menos

frecuentemente.

1.6.1.1. Enzimas aisladas

Las enzimas aisladas tienen aplicacion industrial y existen varios proveedores de enzimas

en el mundo. Se estima que durante el ano 2000 el mercado de enzimas generé ventas por
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2000 millones de euros,” con una participacion mayoritaria de las enzimas hidroliticas
(lipasas, proteasas, glicosidasas). La principal ventaja que poseen estas enzimas es que no
requieren cofactores.

La mayor parte de las ventas de enzimas fueron para la industria de alimentos, seguida por
la de fabricacion de detergentes. Entre estas dos concentran cerca de un 80% del mercado
de enzimas. El 20% restante se destina a otras aplicaciones: industria textil, tratamiento de

residuos industriales, industria farmacéutica, quimica fina y quimica analitica.

1.6.1.2. Células enteras

Existe una gran variedad de bancos de c¢lulas, ptblicos y privados que tienen sus cultivos
disponibles para diversas aplicaciones. El mercado de levaduras solamente en Europa
durante el afio 2007 alcanz6 un volumen de ventas de 560 millones de dolares, aunque
para tener una idea mejor de las ganancias que generan las celulas enteras hay que tener en
cuenta también el mercado de enzimas aisladas (en la seccion precedente) y la produccion
mundial de muchos antibioticos, vacunas, bebidas alcoholicas, productos lacteos y
panificados, entre otros.

El empleo de celulas enteras puede ser mas economico que el uso de enzimas aisladas. Esto
se debe a que es posible hacer crecer un cultivo celular en condiciones adecuadas (que
obviamente no ocurre con las enzimas aisladas) y al costo que insume el aislamiento de
enzimas. Ademas, existen muchas enzimas, como por ejemplo las deshidrogenasas, que
requieren cofactores para cumplir su funcién. En estos casos resulta mas ventajoso el
empleo de c¢lulas enteras que contienen a la enzima que cataliza la reaccion de interes,
junto con los cofactores y rutas metabolicas para la regeneracion de estos tGltimos.

Por otro lado, las c¢lulas poseen una gran cantidad de enzimas, con lo que se corre riesgo
de perder selectividad en las transformaciones que se desean efectuar.

Al igual que con enzimas aisladas, se han ensayado metodologias de inmovilizacion de
microorganismos para mejorar su estabilidad y facilitar su separacion del medio de
reaccion. Asimismo, se ha estudiado el empleo de celulas enteras en solventes organicos,

mezclas bifasicas y emulsiones para mejorar la solubilidad de sustratos hidrofobicos. En
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este punto las c¢lulas enteras son, en general, menos tolerantes que las enzimas aisladas a
medios de reaccion distintos al medio acuoso.

El desarrollo de herramientas de ingenieria genctica ha permitido ampliar los horizontes
del empleo de celulas enteras, permitiendo expresar enzimas de diferentes organismos en
microorganismos de crecimiento rapido, buena tolerancia a los productos quimicos y facil

manipulacion. 27

L7. Lipasas

Para llevar a cabo una gran parte de este trabajo de tesis se emplearon lipasas de
trigliceridos (EC 3.1.1.3) de origen comercial. Estas enzimas tienen la capacidad de
catalizar la hidrolisis de enlaces ¢ster en sustratos no solubles en agua. En este contexto
resulta importante desarrollar las caracteristicas particulares de este biocatalizador.

1.7.1. Funcion

En su funcion fisiologica, las lipasas catalizan la hidrolisis de los trigliceridos generando

como productos mono-, digliceridos, acidos grasos y glicerol (Esquema I.1).

)
Py
w
I
Q
) >:O

T R1
OH
O O Hzo
> 5 +
R1\H/O Rz/&O Lipasa HO™ R OH
OH

o

R', R2, R%: cadena alquilica lineal

Esquema I.1. Hidrolisis total de un triglicérido catalizada por lipasas.

La capacidad que tienen las lipasas para aceptar sustratos hidrofobicos las han hecho

atractivas para su aplicacion en sintesis orgénica. El uso de las mismas ha demostrado que
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son capaces de aceptar como sustratos a compuestos de estructura y complejidad muy
diversa. Particularmente, se ha descubierto que su empleo como catalizadores en solventes
organicos ha permitido ampliar mucho su versatilidad, pudiendo catalizar reacciones de
hidrolisis (a), esterificacion (b), transesterificacion (c), aminolisis (d), tiolisis (e), acidolisis
(f) e interesterificacion (g). El Esquema I.2 muestra la variedad de reacciones que pueden

ser catalizadas por lipasas.
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Esquema I.2. Reacciones catalizadas por lipasas.

La utilidad que presentan estos biocatalizadores ha traido como consecuencia la existencia
de una amplia variedad de catalizadores comerciales conteniendo lipasas. Estos han sido
usados exitosamente en el procesamiento de alimentos y en la sintesis de productos de

quimica fina, entre otras aplicaciones.
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1.7.2. Fuentes

Las lipasas pueden ser aisladas de una gran variedad de fuentes: microbiana, vegetal o
animal. Las lipasas que estan disponibles en el mercado son en su mayoria de origen
microbiano. No obstante, las técnicas de ingenieria genctica permiten la produccion
sencilla y a gran escala de enzimas de cualquier origen empleando microorganismos
recombinantes. Muchas de las lipasas que actualmente se comercializan se encuentran

inmovilizadas sobre diversos soportes, lo que facilita su manejo y recuperacion.

1.7.3. Mecanismo

Las lipasas son capaces de catalizar una amplia variedad de sustituciones nucleofilicas sobre
grupos acilo (descriptas en el Esquema [.2) mediante un mecanismo de catalisis
nucleofilica. En su sitio activo existe un residuo que es capaz de unirse covalentemente al
acilo para luego ser desplazado por un nucleofilo. El residuo que cumple esta funcion en
las lipasas es una serina. En el sitio activo, el hidroxilo de la serina es altamente
nucleofilico gracias a una disposicion adecuada de un residuo de histidina y de aspartato.
Estos tres residuos juntos conforman lo que se conoce como triada catalitica.

El mecanismo de reaccion, descripto en el Esquema 1.3, puede resumirse de la siguiente
manera: en el paso 1 el acilo del éster que actia como sustrato es atacado por el oxigeno
de la serina, que es altamente nucleofilico gracias a los puentes de hidrogeno que forman la
serina con la histidina y ésta con el aspartato. Esta adicion genera un intermediario
tetracdrico que es estabilizado por los residuos del llamado hueco oxianién. Este hueco
posee residuos dadores de puente de hidrogeno que estabilizan la carga negativa del
intermediario. En el segundo paso, la eliminacion del alcohol produce el complejo acil-
enzima. En el tercer paso, la adicion de un nucleofilo al complejo acil-enzima produce
nuevamente un intermediario tetraédrico que colapsa en el paso 4 con la eliminacion del
residuo de serina, la liberacion del producto y la regeneracion del sitio activo para otro
ciclo de catalisis. El nucleofilo que ataca al complejo acil-enzima puede ser agua, un
alcohol, una amina primaria o secundaria o un tiol segin el tipo de reaccion que se lleve a

cabo (Esquema 1.2).
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Esquema I.3. Ciclo catalitico de las lipasas. El hidroxilo de la serina (Ser) se adiciona al carbonilo del éester
A. La carga negativa se transfiere al intermediario tetra¢drico desde el carboxilato del aspartato (Asp)
mediante puentes de hidrogeno con el imidazol de la histidina (His) y de éste con oxigeno de la serina. El
intermediario se estabiliza por la presencia del hueco oxianion. Luego se elimina el alcohol B, se produce
el ataque del nucledfilo C y finalmente se elimina el producto D.

Este tipo de mecanismo es comun a las lipasas, como también a muchas otras hidrolasas
(esterasas, proteasas). El criterio mas adecuado para diferenciar a una lipasa de otras
hidrolasas es su afinidad preferencial por triacilgliceroles de cadena larga, mas que su

mecanismo.

1.7.4. Estructura

A partir de 1990 se llevaron a cabo trabajos en los cuales se describieron la estructura y
datos bioquimicos de muchas lipasas. Estos trabajos contribuyeron a rechazar al fenomeno
de activacion interfacial como caracteristica distintiva de las lipasas.28 Este fenomeno
ilustra el incremento de actividad que poseen algunas lipasas cuando el sustrato se

encuentra en una fase distinta a la enzima, en forma de micelas o vesiculas. En principio,
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se creyo que esta activacion respondia a la presencia de un segmento peptidico anfipatico
que actiia como tapa protegiendo el sitio activo. Sin embargo, algunas lipasas como la CAL
B”” no presentan el fenémeno de activacion interfacial a pesar de poseer la tapa anfipatica.

En general, la estructura terciaria de las lipasas es comtn a una gran cantidad de hidrolasas.
El plegamiento a/p hidrolasa constituye un motivo cuyo nucleo generalmente consta de

ocho laminas beta paralelas que se encuentran conectadas por helices alfa (Figura 1.1 ).

Figura I.1. Estructura de la CAL B” que se muestra como ejemplo de un plegamiento a/f hidrolasa. Se

pueden observar siete laminas beta paralelas (en azul). En la posicion central se encuentra la triada catalitica

(Ser 105, His 224, Asp 187) y los residuos del hueco oxianion (Gln 106, Thr 40).

Con motivo de establecer caracteristicas estructurales que distingan a las lipasas, Pleiss y
colaboradores’' analizaron la estructura de varias serina hidrolasas (hidrolasas que poseen
serina en su triada catalitica) clasificadas como lipasas o esterasas. Se analizaron las
estructuras de los sitios de union del acilo y del alcohol. Se encontro que basicamente la
diferencia entre las esterasas y las lipasas consistia en las dimensiones del sitio de union del
acilo (mucho mas pequefio en la acetilcolinesterasa, por ejemplo, que en las lipasas), lo

que refuerza el concepto de clasificacion enunciado en seccion anterior. No obstante, se
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hizo hincapi¢ en que la especificidad de longitud de cadena en lipasas se ve influenciada no
solo por la topologia del sitio de union del acilo, sino también por los solventes
empleados, soporte de inmovilizacion y otros factores estructurales como la geometria de
la tapa anfipatica.

En las lipasas el sitio de union del alcohol es bastante mas pequeno. Su forma y tamafio es
considerada clave para el comportamiento selectivo de las lipasas. Se considera que este
sitio tiene dos bolsillos, uno mas grande y otro mas pequefo, donde se alojan los
sustituyentes del nucleofilo. En funcion de este parametro estructural, Kazlauskas®’
propuso una regla general que describe el comportamiento estereoselectivo de las lipasas
(Esquema I.4). Se ha determinado que, en general, se observa comportamiento
estereoselectivo en la hidrolisis de ésteres de alcoholes quirales con preferencia hacia los
que tienen configuracion absoluta R en el carbono vecino al oxigeno. Mas raramente, se ha
observado esterecoselectividad hacia la hidrolisis de ésteres de acidos quirales. En este

ultimo caso, la configuracion del centro asimetrico vecino al acilo es preferentemente S.

Sustrato tipo | Sustrato tipo Il

Esquema I.4. Regla de Kazlauskas. Los sustratos tipo I (izquierda) son ésteres de alcoholes secundarios
quirales y se hidrolizan preferentemente a su enantiémero. Los sustratos de tipo II (derecha) son ésteres de
acidos quirales y se hidrolizan preferentemente a su enantiomero, aunque mas raramente que los sustratos
tipo I. Las configuraciones absolutas de los centros asimétricos son: R para el sustrato tipo Iy S para el
sustrato tipo II, siempre que R, (sustituyente grande) tenga mayor prioridad que R, (sustituyente pequefio)
al aplicar las reglas de Cahn-Ingold-Prelog. R: alquilo lineal de tres o mas carbonos.

1.7.5. Selectividad

Las enzimas suelen mostrar comportamientos quimio-, regio- y estereoselectivos y las
lipasas no son la excepcion. Como ejemplo del comportamiento regioselectivo de las
mismas, se pueden mencionar los trabajos realizados en nuestro laboratorio en la

alcoholisis del diacetato de 17-oxo-50H-androstan-3p,160-diilo I-1 (Esquema I1.5).”* Al
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emplear CAL B se puede obtener selectivamente el producto de desacetilacion en la
posicion 16 (I-2), mientras que la lipasa de Candida rugosa (CRL) mostro regioselectividad

complementaria catalizando la alcoholisis en la posicion 3 para dar el producto I-3.

“1OAC

AcO H
H

-2 x 3
Esquema 1.5. Comportamiento regioselectivo de lipasas en la alcoholisis de acetatos de androstanos. La

i
|

numeracion de los carbonos sustituidos con acetato se muestra en la estructura del sustrato I-1.

Como se puede ver en este ejemplo, lipasas de distintas fuentes pueden mostrar diferente
selectividad.

También se pueden ilustrar el comportamiento quimioselectivo de las lipasas mediante la
reaccion de acrilato de etilo y etanolamina catalizada por CAL B.>* En este caso, se
determino que en ciertas condiciones solo se produce la reaccion de aminolisis para dar la
(2-hidroxietil)-acrilamida como Gnico producto. El grupo hidroxilo suele participar como
nucleofilo en muchas reacciones catalizadas por lipasas, como en las alcoholisis descriptas
en el parrafo anterior. Sin embargo, éste no reacciona en las condiciones en las que se

realizo6 el experimento, tal como se muestra en el Esquema 1.6.

Esquema I.6. Reaccion de acrilato de etilo y etanolamina catalizada por lipasas.

En cuanto a la estereoselectividad en las reacciones catalizadas por lipasas, se pueden

sefialar dos aspectos:
® Reconocimiento de centros asimétricos presentes en el sustrato. En este contexto

se han desarrollado reglas mas 0 menos generales como la regla de Kazlauskas. Sin

embargo, la estereoselectividad que se pueda alcanzar en un proceso particular
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catalizado por lipasas puede variar con el sustrato, el tipo de lipasa empleada y las
condiciones de reaccion. Como ejemplo se presenta un proceso de resolucion de la
cianohidrina acetilada racémica I-4.>> La hidrolisis de la misma en soluciéon acuosa
se produce en la mayoria de los casos para los esteres con configuracion R, de
acuerdo a la regla de Kazlauskas. No obstante, el exceso enantiomerico alcanzado
para el ester que no se hidroliza varia empleando lipasas de distintas fuentes.
Ademas, el empleo de CRL produce la hidrolisis selectiva del éster con

configuracion opuesta (Esquema 1.7).

OAc

©

OAc OH
. CHO
CN (S™CN CN
Hidrolisis Racemizacion
- + D + HCN
Lipasa
1-6

rac -4 1-4 rac1-5

Lipasa Configuracion (I-4) ee% (I-4)
CRL R 70
Pseudomonas sp. S 93
Alcaligenes sp. S 93
Chromobacterium sp. S 96
Arthrobacter sp. S >99

Esquema 1.7. Hidrolisis estereoselectiva del acetato de cianohidrina I-4. El producto de hidrolisis I-5

racemiza espontaneamente en el medio de reaccion al estar en equilibrio con el aldehido I-6.

Desimetrizacion de ésteres proquirales. En este caso la transformacion quimica
crea un nuevo centro asimetrico en la molécula o rinde un producto de manera
estereoselectiva a partir de un sustrato meso. Por ejemplo, se ha llevado a cabo un
trabajo sobre la hidrolisis selectiva de diacetatos de varios 1,3-propanodioles y
gliceroles sustituidos empleando lipasa de pancreas porcino (PPL).** En el

Esquema 1.8 se resumen los resultados. Se puede observar que tanto la presencia
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de diferentes sustituyentes como el uso de distintos cosolventes inﬂuyen

radicalmente en la selectividad obtenida.

PPL PPL
(R) (S
OH OAc OAc OAc OAc OH
R Cosolvente Configuracion ee%
n-C,H,- DIPE S 70
(E)-n-CH,,CH=CH- - S 84
(E)-n-CH,,CH=CH- DIPE S 95
(CH,),CH(CH,),- DIPE S 72
(E)-(CH,),CHCH=CH- - S 90
(E)-(CH,),CHCH=CH- DIPE S 97
(Z)-n-C.;H, CH=CH- DIPE R 53
(2)-(CH,),CHCH=CH- DIPE R 15
Ph- - S 85-92
Ph- Tolueno S 99
2-naftil- - S >96
BzO- DIPE R 88-91
BzO- DIPE R >94°

*Se utiliz6 el dipropionato como sustrato en lugar del diacetato.

Esquema I.8. Desimetrizacion de diésteres de 1,3-propanodioles y gliceroles sustituidos catalizada por

PPL.

En los casos mencionados anteriormente se puede observar que, aun en sistemas

relativamente sencillos, el comportamiento de las lipasas puede ser dificil de predecir. Es

por ello que resulta de interés el estudio de aplicacion de lipasas en transformaciones sobre

sustratos de diversa complejidad probando varias condiciones de reaccion.
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1.7.6. Promiscuidad

En los ejemplos relacionados a la utilizacion de lipasas, desarrollados en las secciones
anteriores podemos recoger evidencias tanto de la promiscuidad de sustrato como de la
promiscuidad catalitica que presentan las lipasas. Estas enzimas han podido catalizar
reacciones sobre sustratos de muy diverso tamafio y complejidad estructural. Asimismo, la
utilizacion de solventes organicos ha podido ampliar la variedad de reacciones que pueden
catalizar las lipasas, como se mostro en el Esquema I.2. No obstante, la promiscuidad
catalitica observada en lipasas es ain mas amplia.

A principios de esta decada se presento una CAL B mutante con capacidad para catalizar
condensaciones aldolicas.’” A esta enzima se le reemplazo la serina de la triada catalitica
(Ser 105) por una alanina, por lo que la actividad hidrolasa de este mutante se vio
fuertemente disminuida. En funcion de los estudios realizados sobre este mutante
(Ser105Ala) se pudo plantear un mecanismo tentativo en el cual participan la histidina y el
hueco oxianion (Esquema 1.9). Ademas, se pudo comprobar que la CAL B salvaje también

podia catalizar condensaciones aldolicas, aunque con una velocidad menor.

Hueco Hueco

oxianion i oxianion

His His
(0]
PASO 2 )J\

(e} OH Hueco

MCHs oxianion
R

p

His

Esquema 1.9. Mecanismo en dos pasos propuesto para la reaccion de condensacion aldolica de
acetaldehido (R=H) o acetona (R=CH,;) catalizada por CAL B mutante Ser105Ala. El paso 1 consta de la
formacion del enolato estabilizado por el hueco oxianion mediante la abstraccion de un hidrogeno en el
carbono vecino al carbonilo por parte del residuo de histidina. El electrofilo se acerca al enolato formado
por uniéon mediante puente de hidrogeno al imidazol de la histidina protonada para que en el paso 2 se
forme el enlace carbono-carbono y se complete el ciclo.
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Mas recientemente, y en base a la nueva promiscuidad catalitica descubierta en la CAL B
1 - . : .
mutante, se decidio evaluar el desempeno de esta enzima en su forma salvaje para catalizar
adiciones de Michael de aminas secundarias sobre acrilonitrilo.?® En este trabajo se
demostro que en presencia de CAL B la adicion de Michael podia proceder hasta cien
veces mas rapido que en ausencia de catalizador. Analogamente, se propuso un mecanismo
./ /4 e .
para esta reaccion, donde en este caso es el electrofilo el que se une primero al hueco
oxianion y el nucleofilo es luego activado por el par histidina-aspartato (lo que recuerda
mas al mecanismo de sustitucion nucleofilica en acilo ilustrado en el Esquema I.3), tal

como muestra el Esquema I. 10.

Hueco Hueco
oxianién oxianiéon

Asp
Hueco N C///N [ ]
st X Hueco
oxianién oxianién
Asp Asp
—N \
R \RI H is | R HIS —J

Esquema 1.10. Mecanismo propuesto para la adicion de Michael de aminas secundarias sobre acrilonitrilo
catalizada por CAL B.

Paralelamente, en nuestro laboratorio se verifico que, empleando diferentes condiciones
de reaccion se han podido obtener aductos de Michael, acrilamidas y copolimeros acrilicos
a partir de etanolamina y acrilato de etilo utilizando lipasas como catalizadores (Esquema
1.11).**” En este Giltimo caso también se ha podido llevar a cabo una polimerizacion en

cadena catalizada por lipasas.
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o) + B — +
HoN I -
H H aq|~=™°
ITIH OEt
CH,
I
i
OH
— _x_ _y

Esquema I.11. Productos de reaccion de etanolamina y acrilato de etilo catalizada por lipasas en diferentes
condiciones de trabajo.

1.7.7. Aplicacio’n de lipasas en sintesis de productos de interés industrial: cloruro de

Iapirio

El cloruro de 1-[(2-Dodecanoiloxietilcarbamoil)-metilJpiridinio I-7 es conocido
comercialmente como cloruro de lapirio. Este compuesto es un surfactante y bactericida
de amplio espectro. Se utiliza para desinfectar piel sana, heridas, ropa, instrumental,
superficies y ambiente. Como no quema ni mancha, no tiene olor fuerte y su toxicidad en
humanos es muy baja, se emplea tambi¢n en formulaciones de productos de higiene
personal, tratamiento de efluentes domiciliarios e inhibidores de corrosion.

La sintesis de este producto se encontraba reportada previamente utilizando métodos no
enzimaticos.” En estos procedimientos se indica la utilizaciéon de cloruro de lauroilo en la
reaccion de esterificacion (Esquema 1.12). Ademas de los inconvenientes que presenta el
manejo de este reactivo, el desprendimiento de cloruro de hidrogeno hace que el
producto final quede contaminado con cloruro de piridinio. Esto hace necesario
implementar operaciones de purificacion que, empleando metodos mas limpios, no serian
necesarios.

En nuestro laboratorio se desarrollo una ruta sintética alternativa en cuatro pasos, tres de
los cuales fueron catalizados por lipasas.*' Este nuevo camino tiene algunas ventajas claras

con respecto a Sus predecesores:
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® Permite una sintesis con reactivos y solventes mas economicos, ya que emplea

acido cloroacético, etanolamina, acido laurico y piridina como bloques de

construccion, y como solventes acetona y etanol.

® Todos los pasos proceden en condiciones suaves y se evita el uso de cloruros de

acido. El producto final tiene menor acidez, con lo que su aislamiento resulta mas

sencillo y posee una mejor aptitud para su uso en formulaciones farmacéuticas y

cosmeéticas.

El Esquema /.12 muestra ambas rutas, tradicional (no enzimatica) y quimioenzimatica.

CIW
1) H2N/\/OH 0 10 (0]

OMe =

cl —_— CI\)kN/\/OH —° . CI\)kN/\/OTH
10

H | H
NS
- r - N
Ruta no enzimatica

@ I
H 10
o}

-7

Ruta quimioenzimatica RO\WH
10

(0]

(0]
\i _EOH \)J\ /\/ R= H, Et CI\)& °
: \)L
OH Llpasa L|pasa O Lipasa NN M

Esquema I.12. Ruta sintética tradicional y quimioenzimatica para la obtencion de cloruro de lapirio I1-7.

LS. Células enteras en la reduccion de compuestos carbonilicos

La reduccion asimetrica de cetonas puede ser llevada a cabo empleando una clase de

oxidorreductasas conocida como deshidrogenasas, que se caracterizan por requerir

cofactores (NAD", NADP") o coenzimas (FAD, FMN) como aceptores de hidruro. El

curso estereoselectivo de estas reacciones puede ser predicho mediante la regla de Prelog23

(Esquema 1.13). No obstante, existen varias excepciones a esta regla. Entre ellas se puede

mencionar la alcohol deshidrogenasa de Thermoanaerobium brockii que muestra una
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selectividad ~anti-Prelog en metilcetonas con sustituyentes etilo, isopropilo y

ciclopropilo e

H OH
" ®

Alcohol S

Ataque por la cara Re

(al frente)

Esquema I.13. Tlustracion de la regla de Prelog. El ataque de hidruro se produce por el frente ubicando al
sustituyente grande (R,) a la derecha y el sustituyente pequefio (R,) a la izquierda. En la mayoria de los
casos este comportamiento puede interpretarse como un ataque por la cara Re del sustrato que genera un
alcohol con configuracion § como producto si el sustituyente grande posee una mayor prioridad que el
sustituyente pequefo al aplicar las reglas de Cahn-Ingold-Prelog.

El uso de deshidrogenasas aisladas precisa de sistemas para el reciclado de cofactores, lo
. . . !/ .
cual en algunos casos puede ser complicado de implementar. Una alternativa economica
. . A L . .
para salvar este inconveniente es emplear células enteras. Estas contienen varias
deshidrogenasas y caminos metabolicos capaces de regenerar los cofactores. Sin necesidad
de aislar enzimas y utilizando fuentes de carbono economicas como la glucosa es posible
contar con un biocatalizador para realizar reacciones de reduccion sobre compuestos
carbonilicos.
Si bien puede ser mas sencillo y mas economico a nivel operativo, el uso de celulas enteras

lleva consigo algunas desventajas:

® La productividad es baja si el sustrato presenta toxicidad para la cé¢lulas, por lo que
generalmente se tienen que emplear concentraciones bajas de sustrato y relaciones

biomasa/sustrato grandes.

® Relaciones de biomasa/sustrato grandes pueden dificultar el aislamiento de los
productos, sobre todo si éstos tienden a acumularse en el interior de las celulas.
Ademas, el propio metabolismo celular puede generar productos indeseables que

contaminen los productos.
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® Al emplear microorganismos, la eficiencia y selectividad de cada reaccion

particular puede variar entre diferentes cepas de un mismo microorganismo.

® Al existir varias enzimas capaces de catalizar una misma reaccion, la selectividad
puede ser funcion de la relacion biomasa/sustrato y de la concentracion de
sustrato. Tambien pueden influir en este sentido las condiciones de la
fermentacion, la inmovilizacion de las células, su estado de crecimiento, el uso de
sustratos modificados o protegidos y el agregado de inhibidores.
Aun asi, el empleo de microorganismos suele ser una buena opcion en estos casos. En
especial, el uso de levaduras provee una forma muy sencilla y economica de llevar a cabo
la reduccion de compuestos carbonilicos. Las levaduras no suelen requerir el empleo de
fermentadores esteriles, con lo que su manejo resulta muy sencillo. La levadura de
panaderia (Saccharomyces cerevisiae) ha sido empleada para reducir cetonas poseyendo un
gran diversidad de grupos funcionales. En cetonas sencillas se observo que la reaccion
transcurrio con la selectividad predicha por la regla de Prelog.43 En general se pueden
alcanzar buenos excesos enantioméricos. La principal desventaja que presenta la levadura
de panaderia en este sentido es que no acepta sustratos muy voluminosos.
La diversidad tanto de condiciones de reaccion que se pueden emplear como de especies
que pueden ser utilizadas en este tipo de biotransformaciones hace que el resultado de una
reaccion determinada empleando un biocatalizador especifico sea dificil de predecir. Es
por ello que el estudio de reducciones biocataliticas novedosas de compuestos carbonilicos

es de interés en el campo de la biocatalisis.

L8.1. Aplicacion de células enteras en la sintesis de productos de interés industrial:

Trimegestona

La trimegestona es un compuesto progestomimético desarrollado para el tratamiento de
g p prog P
enfermedades postmeospausicas. El paso clave en su camino sintético es la reduccion
p P P

uimio-, regio- estereoespecifica del esteroide tricarbonilico I-8 para obtener el
q g y P P
producto final, la trimegestona I-9 (Esquema I.14). En 1997 se report6 un procedimiento
donde este paso de reduccion podia ser llevado a cabo empleando levadura de panaderia en

. 44 .. .
mﬁle aCuoso. En estas COIldlClOIlES N pUdO generar selectlvamente un nuevo centro
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asimetrico en la posicion 21 con configuracion S, con un rendimiento de 51% y un exceso

diasteromérico de 99%.

Agua- EtOH
Sacarosa

Levadura de
panaderia

-8 -9

Esquema I.14. Paso biocatalitico para la obtencién de trimegestona.

L.9. Conclusion

La biocatalisis es una de las disciplinas mas antiguas desarrolladas por el hombre. No
obstante, es al dia de hoy que muchos procesos biocataliticos no son comprendidos a
fondo. Ademas, la diversidad biologica existente constituye una fuente muy rica de
biocatalizadores, cuyas posibilidades permanecen atn sin explorar completamente.

La aplicacion de la biocatalisis a la preparacion de productos quimicos puros tiene menos
de doscientos afios de antigiiedad. Recien durante el siglo pasado se desarrollaron las
herramientas necesarias para el estudio de la estructura y funcion de los biocatalizadores.
De este modo fue posible comprender los procesos que llevan a cabo a nivel molecular. La
ingenieria genética, con menos de cuarenta afios de antigiiedad, permitio incrementar
enormemente la disponibilidad de biocatalizadores, tanto en calidad como en cantidad. #
Hoy en dia muchas lipasas se encuentran disponibles comercialmente en el mercado para
diversas aplicaciones. En cuanto a su uso en Quimica Organica de sintesis, se demostro su
gran versatilidad al ser empleadas en medio no acuoso. Si bien su utilizacion en medios no
convencionales viene extendiéndose desde hace casi treinta afos, todavia se siguen
encontrando nuevas aplicaciones y nuevas actividades cataliticas (condensaciones aldolicas,
adiciones de Michael).

Las c¢lulas enteras de microorganismos constituyen biocatalizadores muy economicos para
la reduccion asimetrica de compuestos carbonilicos. A diferencia de cuando se emplean

deshidrogenasas aisladas, no es necesario agregar cofactores o acoplar otros procesos para
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su regeneracion. Al poseer muchas enzimas capaces de catalizar una misma reaccion, los
resultados de una biotransformacion catalizada por microorganismos pueden diferir
radicalmente segiin la cepa que se utilice, su estado de crecimiento, las caracteristicas del
sustrato y las condiciones de reaccion.

Es sabido que existe una necesidad creciente de procesos economicos (en dinero, energia y
materiales) que utilicen recursos renovables para la produccion de los bienes que el mundo
consume. La biocatalisis aplicada a la sintesis organica ofrece una herramienta para efectuar
transformaciones quimicas de manera selectiva, en condiciones suaves y poco
contaminantes. Los trabajos incluidos en esta tesis intentan conformar un avance en el

conocimiento relacionado a este ambito.
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II. OBJETIVOS

Se ha resaltado en el capitulo anterior el comportamiento selectivo de los biocatalizadores.
Esta caracteristica permite plantear caminos sintéticos con menor nimero de pasos y
potencialmente mas eficientes, si es posible incluir en ellos reacciones catalizadas por
enzimas. Ademas, la estereoselectividad de los biocatalizadores permite que puedan ser
utilizados en reacciones de sintesis asimetrica. En este aspecto presentan ventajas con
respecto a otros catalizadores en cuanto a su bajo costo y toxicidad, ya que los altimos
suelen incluir iones de metales pesados en su estructura.

Las condiciones suaves de reaccion en las que se utilizan los biocatalizadores constituyen
otra importante caracteristica de los mismos. Esta variable resulta muy importante a la
hora de efectuar transformaciones sobre compuestos quimicamente labiles, en donde los
metodos no enzimaticos pueden dar resultados poco satisfactorios.

Por dltimo, la promiscuidad enzimatica constituye un campo poco explorado en las
reacciones catalizadas por lipasas. Existen, por lo tanto, muchas preguntas por responder
en cuanto al curso que tomara un dado sistema que pudiera mostrar reactividad hacia mas
de un tipo de reaccion en presencia de este tipo de enzimas.

En base a lo mencionado, se planteo como objetivo en el presente trabajo el estudio de

reacciones biocataliticas sobre distintos tipos de compuestos orgénicos a fin de:
e Construir caminos eficientes de sintesis para determinados productos

® Comprender los resultados obtenidos: selectividad, rendimiento, condiciones de

./ 4
reaccion, etcetera.

® Explorar el potencial de los biocatalizadores en situaciones donde no han sido
puestos a prueba con anterioridad
En este marco, se ha estudiado la aplicacion de la biocatalisis a la Quimica Organica a

traves del desarrollo de los siguientes temas:
e Sintesis enzimatica de ésteres de 20-hidroxi-pregnanos
® Obtencion de derivados acilados de quinicina
® Reduccion biocatalitica de dicetonas vecinales

® Sintesis de poliamidoaminas lineales catalizada por lipasas
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I1.1. Sintesis enzimdtica de ésteres de 20-hidroxi-pregnanos

En la introduccion se ha hecho referencia a los trabajos realizados en nuestro laboratorio
sobre reacciones de alcoholisis de androstanos conteniendo diversos grupos funcionales.'
Continuando en el campo de los esteroides y tomando como base trabajos previos,
también llevados a cabo en nuestro laboratorio,’ en el presente trabajo de tesis se decidio
encarar el estudio de reacciones de acilacion de varios pregnanos hidroxilados en la
posicion 20. Se utilizaron lipasas como catalizadores con el objeto de extender el
conocimiento relacionado al desempefio de éestos en la transformacion de esteroides

(Esquema II.1).

Agente acilante

Lipasa

Esquema I1.1. Obtencion de derivados de pregnanos acilados en la posicion 20. R': -OH, -OAc, -OTBS,
=0; R’ -CO(CH,),COOEt, -CO(CH,),COOBn, -Ac; R’, R*, R*: -H, A.

En este contexto, se propuso la estudiar la sintesis de esteres de acido succinico en
pregnanos en la posicion 20. Esto resulta particularmente importante debido a que esta
reaccion no ha podido ser llevada a cabo de manera satisfactoria mediante metodologl'as de
sintesis tradicionales. Estos derivados succinilados son intermediarios clave en la sintesis de
. . / o/
conjugados esteroide-proteina. Concretamente nos hemos propuesto la preparacion de
varios de estos derivados con el objeto de aplicarlos en la sintesis quimioenzimatica de
20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona.

OCO(CH,),COOH

@)

T

20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona
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I1.2. Obtencion de derivados acilados de quinicina

La quinicina es un sesquiterpenoide natural que ha probado tener amplia actividad
biologica. Este compuesto se encuentra presente en cantidades abundantes en las partes
acreas de plantas del genero Centaurea, conteniendo tres grupos hidroxilo en su estructura
y siendo su esqueleto es especialmente labil, con lo que su modificacion quimica
controlada no es sencilla.

Esta molecula presenta un desafio en cuanto a la obtencion de derivados acilados en forma
selectiva, con lo que el empleo de lipasas resulta una estrategia atractiva debido a su gran
selectividad y a que pueden ser utilizadas en condiciones suaves de reaccion.

En base a lo que se acaba de mencionar, se propuso como objetivo la aplicacion de
metodologias quimioenzimaticas para la obtencion de derivados acetilados de quinicina de
manera selectiva en distintas posiciones de su estructura.

Asimismo, la obtencion de derivados acilados de cadena media y larga de un producto
bioactivo resulta atractiva debido a que éstos pueden presentar actividad incrementada con
respecto a su precursor. Este hecho puede deberse a la mejora en las propiedades de
penetracion de los mismos al ser mas lipofilicos. En este contexto, se propuso aplicar los
conocimientos adquiridos en la sintesis de derivados acetilados en la preparacion de
derivados de quinicina acilados con acidos de cadena media y larga. El Esquema II.2

resume las estrategias empleadas en la obtencion de derivados acilados de quinicina.

0 0
. R30)J\R2 0 r~ TOH R10J\CH .
PRODUCTOS DE ACILACION : _ RO ©CHs  PRODUCTOS DE ACETILACION

R — O OH .
ENZIMATICA Lipasa Lipasa ENZIMATICA

HO
Quinicina

Ac,0

PRODUCTOS DE ACETILACION
NO ENZIMATICA

Lipasa | R*OH

PRODUCTOS DE ALCOHOLISIS
O HIDROLISIS ENZIMATICA

Esquema II.2. Estrategias empleadas en la obtenciéon de derivados de quinicina.
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I1.3. Reduccion biocatalitica de dicetonas vecinales

En el capitulo anterior se ha discutido el empleo de c¢lulas enteras en la reduccion de
compuestos carbonilicos. En este sentido, las levaduras se han empleado con éxito en la
obtencion de compuestos de interés farmacologico.

Por otro lado, muchas a-hidroxicetonas y o-dioles quirales pueden ser utilizados en la
sintesis de farmacos y auxiliares quirales para sintesis asimétrica entre otros productos. La
utilizacion de levaduras para su obtencion resulta una estrategia interesante para su
obtencion.

Se proyecto estudiar el desempefio de la levadura Rhodotorula minuta en la reduccion
asimetrica de compuestos a-dicarbonilicos para la obtencion de a-hidroxicetonas y a-dioles
quirales. Para ello se decidio utilizar varias a-dicetonas ciclicas y aciclicas con diferentes
sustituyentes y enol ¢steres de algunas de las mismas como sustratos. Se estudiaron los
parametros de la reaccion enzimatica variando las condiciones experimentales: sistemas de
solventes, tiempo, relacion biomasa/sustrato, cultivos frescos y liofilizados, etc.. El

Esquema /1.3 resume los objetivos planteados en esta seccion.

a-dicetonas ciclicas

OH (0] (0] (0]
. O 0]
R/KH/ R i‘:/r ii o
O le} OH
R R' [H] R R’
Rhodotorula o) a-dicetonas aciclicas
(0]

minuta OH
R)%R' o) 0 0
OH )J\H/ )J\[(\ )‘\H/Q
(e} O O
Esquema I1.3. Reduccion de dicetonas vecinales empleando Rhodotorula minuta como biocatalizador. A la

dcrccha aparecen las Ot—dicctonas que se propusicron como sustratos en esta rcacci()n.
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I1.4. Sintesis de poliamidoaminas lineales catalizada por lipasas

La promiscuidad catalitica en lipasas ha sido discutida en la introduccion. En este contexto

se pueden diferenciar dos aspectos:

e (Catalisis en otras sustituciones nucleofilicas sobre un grupo acilo diferentes de la

hidrolisis de ésteres.

® Catalisis en reacciones distintas a la sustitucion nucleofilica sobre un grupo acilo:
condensaciones aldolicas, adiciones de Michael, polimerizaciones en cadena.

Sobre el primero se ha realizado un sinnimero de trabajos sobre la aplicacion de lipasas en
reacciones de esterificacion, transesterificacion, aminolisis y tiolisis de sustratos de muy
variada naturaleza en los ultimos treinta afos. En cambio, sobre el segundo aspecto existe
un desarrollo mucho menor. Es muy poco lo que se conoce sobre la selectividad con la
que operan estas nuevas reacciones promiscuas y sobre cual sera la preferencia catalitica de
las lipasas en sistemas donde puede tener lugar mas de un tipo de reaccion.
Siguiendo este razonamiento, nos hemos propuesto estudiar un sistema en el cual sea
hipoteticamente posible que ocurran reacciones de aminolisis, adicion de Michael y
polimerizacion en cadena. El objetivo en este caso fue el estudio de la reaccion de acrilato
de etilo y N-metil-1,3-diaminopropano catalizada por lipasas.
Se planteo el estudio de diversas condiciones de reaccion y su impacto en los productos
obtenidos. En especial, se enfoco el trabajo en la sintesis y caracterizacion de una
poliamidoamina con arquitectura novedosa, sacando provecho de la capacidad de las
lipasas para catalizar tanto reacciones de aminolisis como adiciones de Michael. El

Esquema II.4 resume graficamente este objetivo.

0]

\)J\
OEt
Lipasa

+ » POLIAMIDOAMINAS
\”/\/\NH2

Esquema II.4. Obtencion de poliamidoaminas a partir de acrilato de etilo y N-metil-1,3-diaminopropano
empleando una lipasa como biocatalizador.
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IIL. SINTESIS ENZIMATICA DE ESTERES DE 20-HIDROXI-
PREGNANOS

II1.1. Introduccion

Los esteres de varios esteroides hidroxilados han sido empleados exitosamente como
productos farmaceuticos y nutracéuticos, ya que este tipo de modificacion suele mejorar
su biodisponibilidad.1’2 Los derivados de pregnanos en el carbono 20 se utilizan en la
preparacion de conjugados proteina-esteroide que pueden emplearse como agentes
antihormonales. En el campo de la endocrinologia, estos agentes antihormonales son
capaces de contrarrestar los efectos fisiologicos de las hormonas endogenas y pueden servir
como herramientas clinicas y bioquimicas muy utiles.’?

Los conjugados se pueden preparar por union de derivados acilados de esteroides en el
anillo D con grupos pendientes de los aminoacidos que integran la cadena proteica.

Los conjugados esteroide-proteina presentan multiples aplicaciones. Se utilizan en
cromatografia de afinidad para el aislamiento de proteinas especificas que posean sitios de
union a esteroides,” y en novedosas estrategias de liberacion controlada de farmacos.
Como ejemplo de esto Gltimo se puede mencionar la liberacion intracelular selectiva de
dexametasona en las c¢lulas endoteliales mediante la administracion de un conjugado de la
misma con un anticuerpo.5 En el Esquema III.] se muestra la preparaci()n de este

conjugado esteroide-proteina.

elmticuerpo
CONH

Dexametasona

Esquema III.1. Preparacion de un conjugado esteroide-proteina.

En muchos trabajos se ha demostrado la eficacia de los esteroides succinilados en la sintesis

de conjugados. Por ejemplo, Erlanger y colaboradores demostraron que 20 de los 60
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grupos amino superficiales de la seroalbimina bovina pudieron ser conjugados con 21-
hemisuccinato de desoxicorticosterona, lo que representa una eficiencia de 33,33% en la
reaccion de conjugacién.6 Cuando se empleo el 11a-hemisuccinato de progesterona se
lograron conjugar hasta 36 moleculas de esteroide por molécula de protel'na.7 Estos
conjugados pudieron ser preparados formando un enlace amida con los grupos amino
libres en los residuos de lisina superficiales de la seroalbimina bovina haciendolos
reaccionar con un anhidrido mixto.®

Teniendo en cuenta la preparacion de succinatos de esteroides, la correspondiente al 21-
hemisuccinato de dexametasona, por ejemplo, es muy sencilla. El producto, que puede
obtenerse con alto rendimiento, se prepara haciendo reaccionar la dexametasona con
anhidrido succinico en exceso y 4-dimetilaminopiridina durante 24 horas a temperatura
ambiente.” Se ha descrito asi la preparacion de una variedad de hemisuccinatos de
esteroides, siendo algunos de ellos productos comerciales. Para muchos hemiésteres de
acido succinico y esteroides en varias posiciones de su esqueleto se pueden encontrar
varios ejemplos de aplicacion.

En la posicion 3:

hemisuccinato de colesterol'®

hemisuccinato de pregnenolona;10b
en la posicion 6:
hemisuccinato de 6[3-hidroxiprogesterona;10C
en la posicion 11a:
hemisuccinato de 1 1OL—hidroxiprogesterona;10‘l
en la posicion 17:
17-hemisuccinato de medroxiprogesterona10C
17-hemisuccinato de 17p-estradiol,'”
y fundamentalmente en la posicion 21:
21-hemisuccinato de dexametasona (ya mencionado anteriormente),’
21-hemisuccinato de 6a-metilprednisolona, 10g
h

. . . . 1
21-hemisuccinato de hidrocortisona, '’

21-hemisuccinato de 6f-hidroxicortisol,'” entre otros.
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En contraste con lo mencionado anteriormente, la preparacion de estos hemisuccinatos de
esteroides en la posicion 20 por la via quimica convencional no ha dado buenos resultados.
Es por ello que hemos considerado el uso de lipasas para llevar a cabo esta reaccion, ya que
han constituido una alternativa economica y efectiva para la preparacion de varios ésteres
de esteroides, partiendo de eésteres etilicos, metilicos o acidos carboxilicos en condiciones
suaves de reaccion.

En particular, se ha encontrado que es posible la esterificacion selectiva de esteroides
polihidroxilados mediante catalisis enzimatica, jugando ésta un rol importante en la
interconversion de grupos funcionales por medio de transformaciones regioselec‘civas.“'14
En nuestro laboratorio hemos estudiado la aplicacion de lipasas en reacciones de acilacion
y alcoholisis sobre una variedad de sustratos esteroidales.” " En el caso de las reacciones
de esterificacion y transesterificacion de esteroides polifuncionales, hemos observado que
las lipasas pueden actuar sobre sustituyentes tanto del anillo A como del D.">

Ademas, se ha observado, en androstanos y pregnanos, que la lipasa de Candida rugosa
mostraba preferencia por los grupos hidroxilo o acilo del C-3, mientras que la lipasa de

Candida antarctica catalizaba las mismas reacciones sobre el anillo D."”

AcO

Tin
®)
S/
I
(@)

AcO

T

+1QAc

Teniendo en cuenta estas propiedades, hemos preparado distintas series de esteres de

acidos grasos de la dehidroepiandrosterona'® y del 3,17B-estradiol."



Tabla III.1. Sustratos empleados y productos obtenidos en acilacion enzimatica de 20-hidroxipregnanos.

Sustrato R' R’ R’ R* R’ || Producto R' R’ R® R* R’
-1 -OH -0-OH -H A’ I1-15 -OH -B-OAc -H A
I11-2 -OH -B-OH -H A’ I1-16 -OAc -B-OAc -H A’
I11-3 -OAc -0-OH -H A’ 1-17 -OAc -B-OCO(CH,),COOEt -H A’
I11-4 -OAc -B-OH -H A’ I11-18 -OH -B-OCO(CH,),COOEt -H N
1-5 -OAc .0-OH -H -H -H I11-19 -OAc -B-OCO(CH,),COOEt -H -H -H
I11-6 -OAc B-OH -H -H -H II-20  -OSiMe,t-Bu -B-OCO(CH,),COOEt -H A’
1-7 -OSiMe,t-Bu  -a-OH  -H A’ 1-21 =0 -B-OCO(CH,),COOEt -H
I11-8 -OSiMe,t-Bu -p-OH  -H A I11-22 =0 -B-OCO(CH,),COOEt -H -H -H
11-9 =0 -0-OH A* -H I11-23 -O(CH,)O- -B-OCO(CH,),COOEt -H N
I111-10 =0 -B-OH At -H 111-24 -OAc -3-OCO(CH,),COOCH,C,H, -H A
II-11 =0 .0-OH -H -H -H II-25  -OSiMe,t-Bu  -B-OCO(CH,),COOCH,CH, -H A
I11-12 =0 B-OH -H -H -H
11-13 -O(CH,)O-  -0-OH -H N
I11-14 -O(CH,)O-  -B-OH -H N

sr
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, en esta seccion del presente trabajo de tesis se
describen los pasos realizados para la obtencion de acetatos y succinatos de pregnanos
hidroxilados en la posicion 20. Los sustratos empleados y los productos obtenidos se

detallan en la Tabla II. 1 y el Esquema I11.2.

Agente acilante

Lipasa

-1-11-14 [-15 - 111-25

Esquema II1.2. Obtencion de derivados acilados de 20-hidroxipregnanos. La identidad de los productos se
detalla en la Tabla I11.1.

Para llevar a cabo este emprendimiento se plantearon los siguientes objetivos:

® Acetilacion de 3,20-dihidroxi-pregn-5-eno con acetato de etilo empleando lipasas

y distintos agentes acetilantes.

® Acilacion enzimatica de pregnanos hidroxilados en la posicion 20 empleando acido

succinico y derivados del mismo.

® Aplicacion de los resultados obtenidos en la sintesis de 20B-hemisucciniloxi-5aH-
pregnan-3-ona.

Para los dos primeros items la estrategia se centr6 en la optimizacion de condiciones que
mostraran diferentes comportamientos de regio y estereoselectividad, ya que el hidroxilo
20 puede encontrarse en la configuracion a o B. En el tltimo item se optimizaron las
condiciones para la obtencion estercoselectiva de esteres mixtos de acido succinico y
pregnanos hidroxilados en la posicion 20. Como ya se menciono, estos ésteres son
intermediarios utiles para la preparacion de conjugados esteroide-proteina. Se estudio la
influencia de distintos sustituyentes en la posicion 3 y de la presencia de insaturaciones en
las posiciones 4 y 5 de los sustratos, en el rendimiento de las reacciones enzimaticas.
Tambien se realizaron experimentos computacionales que permitieron justificar la

estereoselectividad obtenida.
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I11.2. Optimizacién de las variables experimentales para las reacciones de acilacion

Se comenzo evaluando la actividad desarrollada por lipasas de diferentes fuentes en
distintos solventes para los sustratos 3f,20a-dihidroxi-pregn-5-eno (III-1) y 3B,20B-
dihidroxi-pregn-5-eno (II1-2), y luego para el resto de los sustratos que se presentaron en
la Tabla IIl.1. Las primeras reacciones se llevaron a cabo a 55° C con una relacion
enzima/sustrato de 10 usando lipasas provenientes de 5 origenes diferentes: lipasa de
Candida antarctica B (CAL B), lipasa de Rhizomucor miehei (LIP), lipasa de Candida rugosa
(CRL), lipasa pancreatica porcina (PPL) y lipasa de Pseudomonas sp. (PS-C); y 7 solventes:
alcohol teramilico, acetona, acetonitrilo, éter diisopropilico, cloroformo, tolueno y
hexano. El curso de todas las reacciones se controlo, en primera instancia, por medio de

cromatografl'a en capa delgada.

II1.2.1. Reacciones de acetilacion enzimdtica de 3f,20a-dihidroxi-pregn-5-eno

(111-1) y 3p,208-dihidroxi-pregn-5-eno (111-2)

Las reacciones de acetilacion se estudiaron evaluando el desempefio de las distintas lipasas
mencionadas en la seccion anterior sobre los epimeros con hidroxilo 20a y 208, III-1 y
III-2, empleando acetato de etilo como solvente y agente acilante. También se utilizaron
otros agentes acilantes: acetato de vinilo y acetato de isopropenilo, empleando los
solventes mencionados al principio de la Seccion III.2. Como productos de estas
reacciones se obtuvieron los derivados acilados III-3, III-4, III-15 y III-16 cuyas
proporciones fueron variables dependiendo de los sustratos y las condiciones de reaccion

empleadas. En la Tabla III.2 se muestran los resultados obtenidos.

.OH .OH
Agente
acetilante
_ >
Lipasa
HO AcO
-1 n-3
OH OH OAc OAc
Agente
acetilante
_
Lipasa + *
HO AcO HO' AcO

-2 -4 1n-15 n-16
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Tabla II1.2. Acetilacion enzimatica de ITI-1 y ITI-2.

Rendimiento%
Sustrato Enzima Solvente Agente acilante
I1-3  II1-4 1II-15 1III-16
I11-1 CRL AcOEt AcOEt 17 - - -
I11-1 PS-C AcOEt AcOEt 34 - - -
I11-1 CALB AcOEt AcOEt 33 - - -
I11-1 LIP AcOEt AcOEt - - - -
I11-2 CRL AcOEt AcOEt - 17 - -
I11-2 PS-C AcOEt AcOEt - 27 12 -
I11-2 CALB AcOEt AcOEt - 23 26 15
I11-2 LIP AcOEt AcOEt - - 13 -
I11-1 PS-C Hexano AcOEt 22 - - -
I11-1 PS-C Acetona AcOEt - - - -
I11-1 PS-C Dioxano AcOEt - - - -
I1I-1 PS-C DIPE AcOEt 12 - - -
ITI-1 PS-C Tolueno AcOEt - - - -
ITI-1 PS-C Acetonitrilo AcOEt - - - -
I11-2 PS-C Hexano AcOEt - 20 - 33
I11-2 PS-C Acetona AcOEt - - - -
I11-2 PS-C Dioxano AcOEt - - - -
I11-2 PS-C DIPE AcOEt - 36 - 19
I11-2 PS-C Tolueno AcOEt - - - -
I11-2 PS-C Acetonitrilo AcOEt - - - -
I11-1 LIP DIPE AcOEt - - - -
I1I-1 LIP Hexano AcOEt - - - -
I11-2 LIP DIPE AcOVin - - 33 -
I11-2 LIP DIPE AcOiPr - - 24 -
I11-2 PS-C DIPE AcOVin - 58 24
I11-2 PS-C DIPE AcOiPr - 40 - 16

DIPE: éter diisopropilico, AcOVin: acetato de vinilo, AcOiPr: acetato de isopropenilo.

Todas las reacciones se llevaron a cabo a 55° C, agitadas a 200 rpm durante 72 horas. La
relacion agente acilante/sustrato empleada en las reacciones en las que el agente acilante

no era a su vez solvente fue de 10.
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En estos experimentos se encontr6 que las reacciones en las cuales se empleo CAL B como
catalizador fueron poco selectivas, dando como resultado solo III-3 cuando el sustrato era
ITI-1 y una mezcla de I1I-4, III-15 y III-16 cuando el sustrato era III-2. Al emplear LIP,
la acilacion fue selectiva sobre el hidroxilo 20 solo cuando se intento acetilar II1-2,
mientras que III-1 no rindio ninglin producto de reaccion en estas condiciones. La
acilacion fue totalmente selectiva sobre el hidroxilo en la posicion 3 si el biocatalizador
utilizado era CRL, aunque con rendimientos modestos. La utilizacion de PS-C en vez de
CRL dio lugar, al igual que cuando se emple6 CAL B, a III-3 a partir de III-1 y posibilito
el incremento en III-4 a partir de III-2 con respecto a CAL B. No obstante una cierta
cantidad de derivado monoacetilado en la posicion 3 III-16 aparecia como producto
secundario en estas condiciones con III-2 como sustrato. Aparentemente este producto se
forma Gnicamente a partir de III-4, ya que no se pudo detectar la presencia de III-15

durante el transcurso de la reaccion.

.OH .OH
Agente
acetilante
_—
Lipasa
HO AcO

-1 -3
OH OH OAc OAc
Agente
acetilante
—
Lipasa + +
HO AcO HO AcO
-2 -4 n-15 n-16

Estos resultados indican que la acilacion en la posicion 20 es totalmente estercoselectiva,
obteniendose los derivados acilados de los epimeros cuyo carbono 20 tiene configuracion
absoluta R (configuracion relativa B). Las tres enzimas LIP, PS-C y CAL B mostraron el
mismo comportamiento estereoselectivo.

Teniendo en cuenta la selectividad alcanzada, se continu6 estudiando el resto de los
parametros de reaccion con el objeto de lograr las condiciones optimas para los casos con
mejores resultados de selectividad y rendimiento: LIP/DIPE/AcOVin para hidroxilo en

posicion 20 y PS-C/DIPE/AcOVin para hidroxilo en posicion 3. Para ello se analizo la



Resultados y Discusion 53

influencia de los siguientes parametros experimentales sobre la reaccion: relacion

enzima/sustrato (E/S) y relacion agente acilante/sustrato.

I11.2.1.1. Efecto de la relacion enzima/sustrato (E /S)

La relacion E/S 6ptima se estudio a traves de la reaccion de III-2 con acetato de vinilo en
una relacion agente acilante/sustrato de 10, empleando PS-C y LIP como catalizadores y
DIPE como solvente. El tiempo de reaccion fue de 72 horas. Las conversiones fueron
estimadas mediante RMN 'H, comparando las areas de la senal del proton del metino en
carbono 3 y carbono 20, acilado y sin acilar. El proton del metino en carbono 3 tiene un
desplazamiento quimico de 3,59 ppm cuando esta sustituido con hidroxilo y de 4,58 ppm
cuando esta sustituido con acetato. Del mismo modo, el proton del metino en carbono 20
presenta un desplazamiento quimico de 3,72 ppm cuando esta sustituido con hidroxilo y
de 4,88 ppm cuando esta sustituido con acetato. Estos son los valores experimentales
hallados para los compuestos aislados, que también pudieron corroborarse consultando
datos bibliogréficos.20 Los resultados obtenidos con ambos sistemas se presentan

conjuntamente en la Figura I.1.
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Figura IIL.1. Conversion de III-2 en III-15 vs. E/S en reaccion empleando LIP y
conversion de ITII-2 en I11-4 y III-16 vs E/S para reaccion empleando PS-C.
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En la figura se observa que empleando una relacion E/S de 2 se pueden obtener buenos
rendimientos para el producto de acetilacion selectiva de III-2 en la posicion 3. Un
incremento de carga de catalizador aumenta la produccion del derivado diacetilado ITI-16
sin provocar un aumento significativo de la conversion a III-4, lo que va en detrimento de

la selectividad alcanzada.

I11.2.1.2. Efecto de la relacidon agente acilante/sustrato

Finalmente se decidio estudiar la acetilacion de III-2 con LIP y PS-C en DIPE empleando
varias relaciones de agente acilante/sustrato. Las reacciones se llevaron a cabo a 55° C,
200 rpm, con una relacion E/S de 2 durante 72 horas. Las conversiones fueron estimadas
mediante RMN 'H, comparando las 4reas de las sefiales de proton de metinos en carbono
3 y carbono 20 acilados y sin acilar, tal como se describio en la seccion anterior. Los

resultados se presentan en la Figura I11.2.
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Figura III2. Efecto de la relacion agente acilante/sustrato sobre la conversion de IT1-2
empleando LIP y PS-C.

Para las reacciones de acilacion con PS-C se observo que la relacion de conversion a

productos II1-4 y ITI-16 fue igual a 3 y se mantuvo constante en todas las reacciones.
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I11.2.1.3. Efecto del tiempo de reaccion

A partir del analisis por CCD de las reacciones en estudio, se estimo que para la acetilacion
selectiva de III-2 en el hidroxilo en la posicion 3, las conversiones maximas eran
alcanzadas luego de 4 horas de reaccion. Por ello, se decidio repetir la reaccion de IT1-2
con acetato de vinilo catalizada por PS-C a 55° C, empleando DIPE como solvente,
relacion E/S de 2 y relacion de agente acilante/sustrato de 10 dejando progresar la
reaccion por 4 horas. El analisis del crudo por RMN 'H segn ya se ha descrito, arrojo una
conversion a ITII-4 de 53% y al producto diacetilado III-16 de 17%. Estos valores no

difirieron significativamente de aquellos obtenidos luego de 72 horas de reaccion.
I11.2.1.4. Condiciones optimas
En funcion de los parametros estudiados, las condiciones optimas para la obtencion

selectiva de derivados de III-1 acetilados en la posicion 3 y de III-2 acetilados en la

posicion 3 o 20, fueron las siguientes:

Acetilacion en 3 Acetilacion en 20
Enzima PS-C LIP
Solvente DIPE DIPE
Temperatura 55°C 55°C
Tiempo de reaccion 4h 72 h
Enzima/ sustrato 2 2
Agente acilante/sustrato 10 10
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II1.2.2. Reaccién de 3f-acetoxi-20a-hidroxi-pregn-5-eno (I1I-3) y 3f-acetoxi-20p-

hidroxi-pregn-5-eno (III—4) con dcido succinico y derivados

Como se habia comentado anteriormente, la obtenciéon de hemisuccinatos esteroidales en
la posicion 20 es dificil, por lo que en esta seccion del trabajo se probaron condiciones
diversas y varios agentes acilantes.

Inicialmente se llevaron a cabo reacciones de acilacion de III-3 y III-4 en las condiciones
descritas en la Seccion I11.2.1.4, empleando acido succinico y anhidrido succinico como
agentes acilantes en una relacion agente acilante/sustrato de 10. Solo con III-4,
empleando CAL B y CRL como catalizadores y hexano y DIPE como solventes se obtuvo,
luego de 48 horas, una senal de menor Rf que resulto ser el producto de hidrolisis del
acetato en la posicion 3 (II1-2).

Con estos resultados se decidio cambiar el agente acilante por hemisuccinato de etilo (III-
26), trabajando en las mismas condiciones. Este Gltimo se prepar6 a partir de anhidrido
succinico y etanol, disolviendo la mezcla de ambos reactivos en piridina y dejandolos
reaccionar durante una noche. Las reacciones en las cuales se utilizaron CAL B, CRL y LIP
mostraron varios productos luego de 36 horas de reaccion. Entre estos se identificaron los
productos de hidrolisis en la posicion 3, junto con los ésteres mixtos III-18 y III-17,

ademas de succinato de dietilo (III-27) (Esquema II1I.3).

\\OH
Lipasa L.
— s Nohayreaccién
Anhidrido
succinico
AcO

-3 OH
0] (0]
L\pasa EtO EtO
OH g HO o o
At -2
succinic® -
o e} (0]
Lipasa
— W2 o+ . . OEt
Hemisuccinato OEt
AcO de etilo (IlI-26) AcO HO'
-4 L’Pasa m-17 -18 o
Suc m-27
de dc’"ato M2 + W47+ W18
"Silo 1y,

Esquema III.3. Obtencion de derivados succinilados de I11-4 empleando lipasas a 55° C.
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Este hecho llevo a considerar el uso del succinato de dietilo como agente acilante. Este
compuesto fue preparado en forma sencilla a partir de anhidrido succinico y etanol
empleando CAL B como catalizador, de acuerdo a un procedimiento muy similar al
desarrollado previamente en nuestro laboratorio.”! Luego de 48 horas de reaccion, se
detectaron los mismos productos que en los casos anteriores: III-17 y ITI-18.

La identificacion de los productos obtenidos se baso en el analisis comparativo de espectros
de RMN 'H entre los sustratos y los productos, teniendo en cuenta las asignaciones
disponibles en bibliograﬁ/a.20 Las senales en las cuales se focalizo la atencion fueron las
correspondientes al proton del metino en la posicion 3, metino en la posicion 20 y metilo

en la posicion 18 (Tabla 111.3).

Tabla III.3. Desplazamientos quimicos de los protones 3, 18 y 20 de I1I-4 y sus productos de reaccion.

S (ppm)
Compuesto
H-3 H-20 H-18 CH,COO-
I11-2 3,59 3,72 0,77 -
111-4 4,58 3,72 0,78 2,03
I11-17 4,59 4,86 0,64 2,03
II1-18 3,51 4,86 0,64 -

)

En los productos III-2 y III-18 se puede observar claramente el desplazamiento hacia
campos mas altos de la sehal del proton en la posicion 3 en aproximadamente 1 ppm con
respecto a III-4. Esta observacion es consistente con la hidrolisis de acetato, que también
puede constatarse por la desaparicion del singulete a 2,03 ppm en los espectros de RMN
'H de ambos productos. La acilacion en la posicion 20 se verifica por el corrimiento de la
sefial del proton en esa posicion de 3,72 a 4,86 ppm. El corrimiento del singulete
correspondiente a los protones del metilo 18 de 0,77 a 0,64 ppm también es debido a la
acilacion en 20. La sustitucion de acetato en la posicion 3 y etil succinato en la posicion 20
de III-17 pudo verificarse mediante experimentos de RMN bidimensionales de
correlacion 'H-"C HSQC y HMBC. La Figura III.3 muestra, por ejemplo, la correlacion

que existe entre los carbonos carbonilicos y algunas sefiales de proton.
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Figura II1.3. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto III-17. Se muestran las correlaciones de los
protones del segmento proveniente del acido succinico (8 = 2,59), metileno del éster etilico, metino en
carbonos 3 y 20 con los tres carbonos carbonilicos (6 = 170,6; 171,6; 172,3). Se puede observar que los
carbonos carbonilicos que resuenan a 171,6 y 172,3 ppm correlacionan ambos con los protones a 2,59
ppm. La sefial del carbonilo a 171,6 ppm correlaciona s6lo con la senal del protéon en carbono 20, mientras
que la senal a 172,3 ppm correlaciona con los protones del metileno del éster etilico. La senal del
carbonilo a 170,6 ppm correlaciona con la sefial del proton en carbono 3 y con la senal del proton del

acetato (no se muestra en la figura).

Para la sehal de protones de metileno correspondiente al ester etilico (5 = 4,14 ppm) se
observo un acoplamiento con el metilo vecino (8§ = 1,26 ppm) cuya constante resulto ser
7,1 Hz. Esta senal evidencio ademas que ambos protones del metileno no son
equivalentes, por lo que se observaron dos cuartetos superpuestos y fuertemente

acoplados, tal como se muestra en la Figura II1.4.
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Figura II1.4. Sefial de metilenos del éster etilico para el compuesto III-17 que muestra
no equivalencia entre ambos protones.
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Este no equivalencia quimica entre los protones del metileno demuestra que el ester
etilico se encuentra efectivamente unido al esteroide. El espectro COSY de la Figura II1.5
muestra solo la correlacion entre estos protones y el triplete a 1,26 ppm, mientras que el
espectro HMBC muestra claramente cual es la conectividad en la direccion opuesta: la
correlacion con el carbonilo a 172,3 ppm, la de éste con los protones de los metilenos de

acido succinico, y la de éstos con el carbonilo a 171,6 ppm y el proton en el metino 20.
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Figura II1.5. Ampliacion del espectro COSY del compuesto III-17. Se observan las correlaciones proton-
proton para las sefiales correspondientes al éster etilico (4,14 y 1,26 ppm), entre otras.

La importancia de los resultados en las reacciones de succinilacion radica no solo en la
regioselectividad lograda a traves de la catalisis enzimatica, que ya habia sido observada en

118 gino también en la estereoselectividad

reacciones con compuestos relacionados,
alcanzada con respecto a la configuracion del carbono 20. Solamente reaccionaron los
sustratos que poseian el hidroxilo en carbono 20 con configuracion B. Aquellos cuyo
hidroxilo en carbono 20 poseia la configuracion a no fueron acilados en ninguna de las
condiciones ensayadas.

Teniendo en cuenta la selectividad alcanzada, se continu6 trabajando para optimizar las
condiciones de reaccion. Para ello se analizo la influencia de los siguientes parametros

experimentales sobre la misma: efecto de solvente, temperatura, relacion enzima/sustrato

(E/S), relacion agente acilante/sustrato y naturaleza del agente acilante.
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I11.2.2.1. Efecto del solvente de reaccion y fuente de la lipasa

Como se habia mencionado anteriormente, CAL B, CRL y LIP fueron las enzimas que
catalizaron la formacion de productos a partir de III-4 y succinato de dietilo. En la Tabla
I111.4 se muestran los productos obtenidos con estas enzimas en distintos solventes. Las
reacciones se dejaron proseguir por 120 horas a 55° C, agitandose a 200 rpm. Se empleo
una relacion E/S de 10 y se usaron 10 equivalentes de agente acilante.

Los compuestos fueron separados por cromatografia en columna e identificados por

metodos espectroscopicos.

Tabla I11.4. Influencia del origen de la lipasa y solvente en los rendimientos de productos en la reaccion

de ITI-4 con succinato de dietilo.

Lipasa CALB CRL LIP
Solvente \ mi-2  111-17 1II1-18 1II1-2 1II1-17 III-18 TIII-2 1III-17 III-18
Terbutanol - - - - - - - - _
Acetonitrilo - - - - - . - - ;
Acetona - - - - . - - - ,
eter diisopropilico - - - 10 9 21 - B, _
Cloroformo - - - - - - - . ;
Tolueno 2 5 6 9 - 3 5 4 6
Hexano 5 20 12 - - - 7 10 5

De estos resultados se puede inferir que CAL B y LIP, trabajando en solventes poco
polares como hexano y tolueno, resultaron las mas activas. No obstante, en ninguna de las

condiciones ensayadas se pudo evitar la hidrolisis del acetato en la posicion 3.
I11.2.2.2. Efecto de la temperatura
Para analizar la influencia de la temperatura se efectué nuevamente la reaccion de acilacion

de III-4 con succinato de dietilo, empleando CAL B y LIP como enzimas y hexano y

tolueno como solventes. La relacion E/S y sustrato/agente acilante utilizada fue 10. Se
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comparo en todos los casos la reaccion a 55° C con la temperatura de reflujo de los
solventes empleados. No se observaron diferencias significativas en los tiempos de
reaccion necesarios ni en los productos obtenidos cuando se uso n-hexano (p.eb.: 69° C)
como solvente. Sin embargo, el empleo de tolueno a reflujo significo una reduccion de los
tiempos de reaccion y condujo a la obtencion de ITII-17 como tGnico producto de reaccion.
A 55° C las mayores conversiones se habian logrado con hexano como solvente. A partir
de estos resultados se puede inferir que la hidrolisis del acetato en la posicion 3 ocurre
paralelamente con la acilacion en la posicion 20, y que la Gltima se acelera a la temperatura
de reflujo de tolueno (p.eb.: 110° C), mientras que la primera no lo hace. Este hecho
puede deberse a un efecto cinético o bien a la reduccion de la actividad de agua causada
por el reflujo de tolueno. En base a todo lo mencionado, se decidio probar tambien
isooctano (p.eb.: 99° C) como solvente, debido a su similitud en polaridad con el hexano y
su mayor punto de ebullicion. Se efectuaron 2 reacciones en las condiciones anteriormente
mencionadas, una a 55° C y la otra a reflujo. La reaccion a temperatura mas baja no
presento diferencias en rendimientos comparada con la reaccion en hexano, mientras que
a reflujo fue posible obtener III-17 como unico producto en 4 horas con un rendimiento
de 43%. Este resultado es interesante debido a que un aumento de temperatura condujo a

un aumento de selectividad de la enzima, tal como se muestra en el Esquema /I1.4.
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Esquema III.4. Obtencion selectiva del derivado succinilado III-17 a partir de I1I-4 empleando lipasas a
temperaturas de reflujo de tolueno (110° C) e isooctano (99° C).

Existen antecedentes en los cuales se llevaron a cabo reacciones de acilacion con CAL B a

altas temperaturas con buenos resultados.’’ A pesar de que la levadura de la cual proviene
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CAL B es un microorganismo mesofilo y la temperatura con la que se trabajo es muy
superior a la temperatura optima de crecimiento del organismo, la enzima mostro una
notable estabilidad. Esta caracteristica de la enzima, de conservar su estabilidad a
temperaturas elevadas puede explicarse mediante el efecto que producen el medio
organico y la inmovilizacion. Ambos actuarian como una contencion que impide la
desnaturalizacion de la proteina. No se puede estimar con certeza en qué extension actiian
los dos efectos, pero la falta de reactividad de CRL a alta temperatura da cuenta de la
estabilizacion adicional que produce la inmovilizacion de la enzima. Mientras que las
enzimas CAL B y LIP empleadas estan inmovilizadas sobre un soporte polimerico, la CRL
utilizada se encuentra en su forma nativa, liofilizada y sin inmovilizar. La Tabla III.5

muestra todos los resultados obtenidos.

Tabla II1.5. Efecto de la temperatura en la acilacion de III-4 con succinato de dietilo en diferentes
condiciones.

Rendimiento%
Enzima Solvente ~ Temperatura (°C) Tiempo (h)
I11-2 II1-17 I1I-18

CALB Tolueno 55 120 2 5 6
CALB Tolueno 110 4 - 27 -
CALB Hexano 55 120 5 20 12
CALB Hexano 69 4 - - -
CALB Isooctano 55 120 4 19 13
CALB Isooctano 929 4 - 43 -
LIP Tolueno 55 120 5 4 6
LIP Tolueno 110 4 - 21 -
LIP Hexano 55 120 7 10 5
LIP Hexano 69 4 - - -
LIP Isooctano 55 120 8 11 5
LIP Isooctano 99 4 - 22 -

Por lo desarrollado anteriormente, se decidio analizar la estabilidad de CAL B en
condiciones de reflujo, llegandose a la conclusion de que la misma no pierde su actividad

en forma significativa luego de ocho ciclos de reaccion, como se muestra en la Tabla II1.6.
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Tabla III.6. Conversion de IT1-4 a IT1-17 a lo largo de ocho ciclos empleando la misma enzima.

Ciclo Conversion% Ciclo Conversion%
1 43 5 42
2 44 6 38
3 43 7 40
4 40 8 41

Condiciones: CAL B, isooctano, reflujo, t = 4 h, E/S = 10, agente acilante/sustrato = 10. La conversion

. 1 .1 - .
fue estimada por RMN 'H como se describi6 anteriormente.

I11.2.2.3. Efecto de la relaciéon enzima /sustrato (E/S)

El estudio de la relacion E/S se realizo a través de la reaccion de III-4 con succinato de

dietilo empleando una relacion agente acilante/sustrato de 10, CAL B como catalizador e

isooctano a reflujo como solvente. El tiempo de reaccion fue de 4 horas. Las conversiones

fueron estimadas mediante RMN 'H, comparando las areas de las sefales del proton del

metino en carbono 20 acilado y sin acilar. La Figura II.6 muestra los resultados obtenidos.
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Figura II1.6. Efecto de la relacion enzima/sustrato (E/S) en la acilacion de III-4 con
succinato de etilo catalizada por CAL B.



64 Sintesis enzimatica de ésteres de 20-hidroxipregnanos

A partir de los mismos puede concluirse que la relacion E/S = 5 es la mas conveniente, ya

que incrementos en esta relacion no produjeron aumentos significativos en el rendimiento.

I11.2.2.4. Efecto de la relacion agente acilante/sustrato

Como tltimo parametro de ajuste, se decidi6 estudiar la succinilacion de III-4 con CAL B
en isooctano a reflujo, empleando succinato de dietilo en diferentes proporciones. El
tiempo de reaccion fue de 4 horas y la relacion E/S fue de 5. En todos los casos se verifico
la obtencion de ITI-17 como tnico producto mediante cromatografia en capa delgada. Las
conversiones fueron estimadas mediante RMN 'H, comparando las areas de las senales del
proton del metino 20 acilado y sin acilar.

A partir de los resultados presentados en la Figura III.7, se determino que empleando una
relacion agente acilante/sustrato de 3,6 se obtuvieron las mayores conversiones. Se
observo tambien una ligera disminucion en las conversiones al emplear mayor relacion de
agente acilante/sustrato que podria deberse a un aumento de la polaridad del medio de

reaccion.
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Figura III.7. Efecto de la relacion agente acilante/sustrato en la acilacion de III-4 con
succinato de dietilo catalizada por CAL B.
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I11.2.2.5. Efecto de la naturaleza del agente acilante: dos pasos en una sola

operacién

Como se coment6 en la introduccion de este capitulo, el planteo del camino enzimatico
tenia como objetivo la obtencion de hemisuccinatos en la posicion 20, de modo que se
comenzo este estudio utilizando anhidrido succinico como agente acilante de ITI-3 y IT1-4
con diferentes solventes y lipasas. A 55° C solo se logro obtener el producto de hidrolisis
de III-4 en la posicion 3 (III-2) (Esquema II1.3). Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en esta parte del estudio, se repitio la reaccion de succinilacion enzimatica en
isooctano a reflujo con acido succinico y anhidrido succinico, sin que se obtuvieran
productos de reaccion.

El empleo de hemisuccinato de etilo permiti6 obtener, en cambio, el etilsucciniloxi
derivado en la posicion 20 de III-4 (III-17); junto con succinato de dietilo. Este hecho
llevo a pensar que el agente acilante es efectivamente el succinato de dietilo. Las
reacciones llevadas a cabo con succinato de dicetilo condujeron a la obtencion del mismo
derivado. Debido a que este agente acilante también puede ser preparado
enzimaticamente’' se decidi6 intentar una reaccion de dos pasos en una sola operacion: en
el primero la esterificacion del anhidrido succinico para dar succinato de dietilo y en el
segundo paso la transtesterificacion del éster formado con el esteroide hidroxilado en la
posicion 20. En un mismo recipiente se agregaron III-4, anhidrido succinico, CAL B y
etanol; y se dejo reaccionar la mezcla a reflujo por 4 horas. La relacion E/S empleada fue
5 y la proporcion de anhidrido succinico:etanol: III-4 fue 3:6:1. De este modo fue posible
obtener III-17 como unico producto de reaccion con un rendimiento de 39%, el cual no
difiere significativamente de aquel que se obtiene empleando succinato de dietilo
directamente. La Tabla II.7 resume las reacciones de III-4 con diferentes agentes

acilantes.
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Tabla II1.7. Acilacion de ITI-4 con distintos derivados de acido succinico.

Agente acilante Relacion acilante/111-4 Rendimiento% de ITI-17
acido succinico 10 -
anhidrido succinico 10 -
hemisuccinato de etilo 10 20
succinato de dietilo 3 43
anhidrido succinico + etanol 3 39

Condiciones: CAL B (E/S = 5) e isooctano a reflujo. t = 4 h.

I11.2.2.6. Condiciones optimas

A partir de los estudios realizados se eligieron las condiciones experimentales de reaccion

optimas, que son las siguientes:

Enzima CALB
Solvente [sooctano
Temperatura 99°C
Tiempo de reaccion 4h
Enzima/ sustrato 5
Agente acilante/sustrato 3,6

En estas condiciones se pudo obtener III-17 con un rendimiento de 43%. La reaccion fue
totalmente estercoselectiva, ya que 3B-acetoxi-20a-hidroxi-pregn-5-eno (III-3) no

reacciona en estas condiciones.
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I11.2.3. Aplicacion de la acilacion con succinato de dietilo a otros 20-hidroxi-

pregnanos

En vista de los resultados obtenidos se decidio extender la metodologia descrita a la
obtencion de derivados succinilados de los 20-hidroxipregnanos III-1, ITI-2 y III-5-11I-
14 (Tabla I11.8), con el objeto de verificar si los parametros de selectividad encontrados

con III-3 y II1-4 se conservaban.

Tabla III.8. Reacciones de 20-hidroxi-pregnanos con succinato de dietilo y CAL B.

Sustrato Producto  Rendimiento%

3B,20a-dihidroxipregn-5-eno (III-1) - -
3p,20B-dihidroxipregn-5-eno (I11-2) - -
3B-acetoxi-20a-hidroxi-5aH-pregnano (ITI-5) . -
3B-acetoxi-20B-hidroxi-5aH-pregnano (I11-6) I11-19 42
3p-tert-Butildimetilsililoxi-20a-hidroxipregn-5-eno (I11-7) . -
3p-tert-Butildimetilsililoxi-20B-hidroxipregn-5-eno (ITI-8) I11-20 38
20a-hidroxipregn-4-en-3-ona (IT1-9) . -
20B-hidroxipregn-4-en-3-ona (I11-10) I11-21 72
20a-hidroxi-5aH-pregnan-3-ona (I11-11) . -
20B-hidroxi-5aH-pregnan-3-ona (IT1-12) I11-22 77
3,3-Etilendioxi-20a-hidroxipregn-5-eno (I1I-13) . -
3,3-Etilendioxi-20B-hidroxipregn-5-eno (I111-14) I11-23 30

Las condiciones experimentales utilizadas fueron en todos los casos las especificadas en la
Seccion II1.2.2.6. Los productos se purificaron por cromatografia en columna,
obteniéndose en todos los casos solidos de aspecto ceroso. La identidad de todos ellos fue
confirmada por métodos espectroscopicos.

Los desplazamientos quimicos de RMN 'H tipicos de los protones del metilo en carbono
18 y del metino en carbono 20 de los productos obtenidos son muy similares a los
encontrados para los productos III-17 y III-18 (Tabla II.3). Esto es indicativo de la

acilacion del hidroxilo en carbono 20. Ademas se observo para todos los productos un
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multiplete a 2,59 ppm correspondiente a los metilenos del segmento proveniente del
acido succinico, junto con un triplete a 1,25 ppm y dos cuartetos a 4,15 ppm. Estas
ultimas senales indican la presencia del ester etilico.

Los resultados mostraron que la estercoselectividad de la reaccion se conservo en todos los
casos, ya que solo reaccionaron los epimeros con el hidroxilo 20 en configuracion B (111-6,
[11-8, 111-10, 111-12 y 111-14); y los rendimientos fueron influenciados por la naturaleza del
sustituyente presente en la posicion 3. Como excepcion, se puede destacar que 3B,208-
dihidroxi-pregn-5-eno (III-2) no reacciono en las condiciones ensayadas, a pesar de diferir
solamente en la identidad del sustituyente en el carbono 3.

Este comportamiento estereoselectivo de la enzima fue racionalizado mediante el uso de
herramientas de modelado molecular. Existen antecedentes en los cuales el
comportamiento selectivo de CAL B fue explicado con esta metodologl'a.23 Para ello se
buscaron conformaciones estables de todos los sustratos ensayados, se situ6 el acilo en una
estructura. de CAL B  obtenida de RCSB  Protein Data  Bank
(http://www.rscb.org/pdb/)** y se sometieron los sustratos a experimentos de docking
sobre el complejo acil-enzima generado.

Al realizar los experimentos de docking, se observo que la orientacion mas favorable para el
hidroxilo de carbono 20 respecto al complejo acil-Ser 105 resulto ser aqueél en el que el
anillo A del esqueleto esteroidal se ubicaba en el extremo mas interno del bolsillo
catalitico, cerca del lazo formado por los residuos 38 a 44 (Pro-Gly-Thr-Gly-Thr-Thr-
Gly) de la lipasa. El triptofano 104 permanece muy cerca del esteroide, forzando a los
metilos 18 y 19 a ubicarse del lado opuesto a este residuo con respecto al plano imaginario
formado por los anillos A-D. Para que la reaccion se produzca, es necesario que el
hidroxilo unido al carbono 20 presente una orientacion adecuada, es decir, debe atacar
directamente al carbono carbonilico del complejo acil-enzima por el lado opuesto al que lo
hace la histidina 224 de la triada catalitica. De este modo, podemos observar que la
diferencia en reactividad entre los epimeros 20a y 20B-hidroxi puede ser explicada por la
restriccion conformacional que tiene el metilo 21 dentro del bolsillo catalitico (Figura

111.8).
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Figura IIL8. (a) Docking de III-9. Trp 104 (blanco) e Ile 189 (rojo) hacen que todos los
metilos se ubiquen por debajo de los anillos esteroidales. En este caso, el hidroxilo en posicion
20 apunta hacia arriba del plano del papel, opuesto a la triada catalitica: etilsucciniloxi-Ser 105
(marrén), His 224 (azul) y Asp 187 (violeta), y la reaccion no es posible. También se puede
observar la interacciéon de enlace hidrogeno entre el carbonilo y Ser 47 (gris) y la posicion
relativa de los residuos 38 a 44 (enlaces peptidicos verdes). (b) Docking de II1-10. Para esta
configuracion, el hidroxilo en posicion 20 puede atacar al acilo en el sitio activo, lo que explica
la selectividad hacia los 20-(R)-hidroxipregnanos en la reaccion de transesterificacion catalizada
por CAL B.
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En los resultados de los experimentos de docking se pudo observar que existe una
interaccion estérica entre este metilo y la isoleucina 189, ubicada a una distancia
aproximada de 3 angstrom. De los sustituyentes del carbono 20, aquél que puede ubicarse
mas cerca de la isoleucina 189 es el hidrogeno. De este modo, si el hidroxilo en posicion
20 es alfa, esta restriccion en la rotacion del enlace carbono 17 — carbono 20 ubica al
metilo 21 mas cerca del sitio activo y al hidroxilo alejandose del mismo; avalando esta
observacion la falta de reactividad de los sustratos con el hidroxilo en carbono 20 con
configuracion o. En cambio, si el hidroxilo en posicion 20 tiene configuracion B, el
minimo impedimento estérico entre la isoleucina 189 y el metilo 21 se alcanza con una
conformacion en la cual es el grupo hidroxilo el que esta orientado hacia el sitio activo,

pudiendo reaccionar libremente con el complejo acil enzima.

I11.2.4. Aplicacién de la acilacion enzimdtica a la sintesis de 20f-hemisucciniloxi-

5aH-pregnan-3-ona (III-28)

La metodologia enzimatica desarrollada permitio la sintesis de ITI-28 a partir de acetato de
pregnenolona. Este hemisuccinato es un compuesto novedoso que se puede aplicar como
precursor en la sintesis de un conjugado esteroide-proteina que puede utilizarse en el
estudio de la relacion entre la esteroidogenesis y la espermatogenesis en anfibios machos in
vivo.”

El Esquema III.5 muestra la ruta sintctica en la cual se incluye el paso enzimatico de
succinilacion. Los pasos no enzimaticos fueron realizados por la Lic. Mayra Y. Machado
Rada bajo la direccion del Dr. Alberto A. Ghini en el Departamento de Quimica Organica
de la Universidad de Buenos Aires. La ruta sintetica completa involucrando la succinilacion

enzimatica se encuentra publicada.26
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Esquema I11.5. Sintesis quimioenzimatica de 20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona (I11-28). El paso
enzimatico se encuentra recuadrado. Condiciones y reactivos: (a) H,/Pd; (b) LiAlH,, THF; (c)
HOCOCOCH;, piridina; (d) KHCO;, MeOH; (e) PCC, BaCO;, CH,Cl,; (f) KOH, MeOH; (g) anhidrido
succinico, EtOH, CAL B, isooctano, reflujo; (h) 6xido de bis-tributilestafio, tolueno.™

Con el objetivo de optimizar esta ruta sintética se sintetizaron también ésteres mixtos de
acido succinico con los esteroides III-4 y III-8, y alcohol bencilico. Para ello
primeramente se sintetizaron los posibles ésteres precursores: succinato de dibencilo (III-
29) y succinato mixto de etilo y bencilo (III-30) (Esquema /I1.6). El primero se pudo
sintetizar facilmente a partir de alcohol bencilico y anhidrido succinico empleando CAL B
como catalizador con un rendimiento de 65%. El alcohol bencilico excedente fue separado
del producto por cromatografia en columna.

El compuesto ITI-30 se sintetizo en 2 pasos: en el primero se obtuvo el hemisuccinato de
etilo (II1-26) y en el segundo paso se trato el producto III-26 con alcohol bencilico y
N,N’-diciclohexilcarbodiimida en presencia de 4-dimetilaminopiridina como catalizador.
El empleo de dos agentes acilantes diferentes tuvo como fin comparar rendimientos y
selectividades en la reaccion de transesterificacion enzimatica con los sustratos

esteroidales.
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Esquema II1.6. Sintesis de los succinatos de bencilo esteroidales I11-24 y ITI-25. Condiciones: a) alcohol
bencilico, CAL B; b) EtOH, piridina; c) alcohol bencilico, DCC, DMAP; d) I11-29 o 111-30, CAL B.
Cuando se empleo el succinato mixto I1-29 se obtuvieron también los productos ITI-17 o ITI-20 segtn el
sustrato que se hubiera empleado (ver Tabla II1.9).

La Tabla /1.9 muestra los resultados obtenidos de la reaccion de III-3, I11-4, II1-7 y III-

8 con ambos agentes acilantes.

Tabla II1.9. Obtencién de derivados acilados de III-3, III-4, III-7 y III-8 con los ésteres 111-29 y
I11-30.

Sustrato Agente acilante Rendimiento%

I11-17 I11-20 111-24 I11-25

I11-3 I11-29 - - - -
I11-3 I11-30 - - - -
I11-4 I11-29 - - 27 -
I11-4 I11-30 12 - 15 -
I11-7 I11-29 - - - -
I11-7 I11-30 - - . .
I11-8 I11-29 - - - 16
I11-8 I11-30 - 8 - 10

Condiciones: Isooctano; reflujo; CAL B; E/S = 5; Agente acilante/sustrato = 2,1; t = 4 h.
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Se observo, al igual que en todas las reacciones anteriores, que la esterecoselectividad hacia
el hidroxilo 208 continu6 manteni¢ndose, ya que los sustratos III-3 y III-7 que tienen
hidroxilo en carbono 20 con configuracion o no reaccionaron en las condiciones
empleadas. Los rendimientos comparados con los obtenidos de las reacciones con
succinato de dietilo fueron algo menores. Este hecho puede deberse a que se empleo una
relacion de agente acilante/sustrato menor. Si bien un exceso mayor de agente acilante
podria aumentar el rendimiento, esto mismo dificulta la purificacion de los productos de
reaccion. El empleo del succinato mixto de etilo y bencilo (III-30) como acilante no
incremento sensiblemente los rendimientos globales y dio lugar a la obtencion de los
etilsucciniloxi derivados III-17 y III-20 (ya obtenidos por transesterificacion con
succinato de dietilo) junto con los bencilsucciniloxi derivados III-24 y III-25
respectivamente. De ello resulta evidente que no existe una selectividad de la enzima por
etilo o bencilo hacia la reaccion de transtesterificacion.

La identidad de los compuestos III-24 y III-25 fue confirmada por métodos
espectroscopicos. El espectro de RMN '"H de estos derivados muestra la sefal
caracteristica de proton del metino en carbono 20 acilado (8 = 4,86 ppm), la senal
correspondiente a los metilenos provenientes del segmento del acido succinico (8 = 2,65
ppm) y las sefiales de la region bencilica (6 = 5,12; 5,16 y 7,35 ppm). La existencia de dos
sefiales para los protones del metileno bencilico en este caso que muestran diferente
desplazamiento quimico evidencia la no equivalencia entre ellos, al igual que lo que se
habia hallado para las sefiales del metileno del éster etilico anteriormente. En este caso, se
observo un acoplamiento mutuo entre estas sehales de cada proton del metileno con una
constante de acoplamiento de 12,3 Hz. Este hecho demuestra claramente la presencia de
un acoplamiento geminal en los derivados preparados con alcohol bencilico. El espectro

COSY de la Figura I11.9 muestra la presencia del acoplamiento entre ambos dobletes.



74 Sintesis enzimatica de ésteres de 20-hidroxipregnanos

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
525 520 515 510 505 F2 [ppm]

Figura IIL.9. Ampliacién del espectro COSY del compuesto ITI-24 en la regién en la que
aparecen las sefiales de los protones de metileno bencilico.

Estos nuevos derivados podrian ser utiles como intermediarios en una sintesis alternativa
de ITI-28. La sintesis ya descrita consta de 8 pasos partiendo de acetato de pregnenolona
(Esquema I11.6). Utilizando el derivado III-24, por ejemplo, podria efectuarse en un solo
paso la hidrolisis parcial del ester mixto generado de la reaccion enzimatica, con la
hidrogenacion del doble enlace en la posicion 5. Del mismo modo, seria posible eliminar
los pasos de formilacion exhaustiva e hidrolisis selectiva en la posicion 3. La sintesis de
III-28 de este modo podria llevarse a cabo en 5 pasos, ahorrandose hasta 3 pasos de

sintesis (Esquema I11.7).
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Esquema II1.7. Obtencion de III-24 y aplicacion hipotética a la sintesis de III-28. Los 3 pasos finales
deben involucrar un paso de hidrogenacion, luego hidrolisis del grupo protector en la posiciéon 3 y
finalmente una oxidacion del hidroxilo resultante.

Si bien la estrategia mas corta result6 atractiva en un principio, analizandola en detalle no
resulta conveniente. El etilsuccioniloxi derivado III-22 se pudo obtener enzimaticamente
con un 77% de rendimiento empleando tanto succinato de dietilo como etanol y anhidrido
succinico en el proceso de dos pasos en una sola operacion. En cambio, la sintesis de III-
24 tuvo un rendimiento menor al 30%. Asimismo, no nos fue posible reproducir
exitosamente condiciones de sintesis en una sola operacion empleando alcohol bencilico y
anhidrido succinico como las que se habian logrado cuando se emple6 etanol. Tomando en
cuenta estos resultados, consideramos que la alternativa sintética planteada a partir de la
sintesis de esteres bencilicos es menos eficaz que la propuesta en una primera instancia. No
obstante, este planteo muestra que el empleo de lipasas en la sintesis del producto III-28
habilito la postulacion de mas de una estrategia sintética. Este hecho da cuenta de la

versatilidad demostrada por el biocatalizador en esta aplicacion.
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I11.3. Conclusion

El empleo de lipasas permitio la acilacion regio- y estercoselectiva de pregnanos

hidroxilados en las posiciones 3 y 20 del esqueleto esteroidal. Segﬁn las condiciones

empleadas, fue posible dirigir la acetilacion hacia uno u otro hidroxilo.

Con respecto a las reacciones de acetilacion podemos destacar que:

la acetilacion sobre el hidroxilo 20 probo ser estereoselectiva, dando lugar a la
formacion de productos solamente si este grupo funcional poseia configuracion
relativa f;

la  optimizacion de las condiciones de reaccion permitio controlar la
regioselectividad y asi obtener derivados acetilados en la posicion 20 o 3 con

buenos rendimientos.

En relacion a las reacciones de succinilacion concluimos que:

la reaccion fue totalmente esterecoselectiva, ya que solo se obtuvieron los 208-

etilsucciniloxi derivados;

también se encontro que el rendimiento de la reaccion dependia fuertemente de la

sustitucion del esteroide en la posicion 3;

los experimentos de docking mostraron una relacion clara entre los rendimientos
obtenidos y los factores estericos que gobiernan el proceso de acilacion en el sitio
activo de la enzima. Estos mismos experimentos también lograron explicar de un

modo adecuado el curso estereoselectivo de la reaccion;

se ensayaron varios agentes acilantes, siendo el succinato de dietilo el mas efectivo.
A raiz de esta circunstancia, el agente acilante también pudo ser preparado in situ
para la acilacion de los sustratos ensayados y asi llevar a cabo reacciones de dos

pasos en una unica operacion;

las lipasas soportaron temperaturas del orden de los 100° C. Utilizando isooctano a

reflujo como solvente la enzima no se inactivo y pudo volver a utilizarse en
. . . A . . . . . .

reacciones posteriores sin perdidas significativas en el rendimiento;

estos resultados pudieron encontrar aplicacion en la sintesis quimioenzimatica de

20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona (III-28), un precursor sintético para la
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formacion de un conjugado esteroide-proteina de aplicacion especifica en estudios

metabolicos de anfibios;

la versatilidad de la reaccion enzimatica posibilito la sintesis de nueve derivados
succinilados de pregnanos hidroxilados en la posicion 20, todos ellos novedosos.
En particular, la obtencion de ésteres mixtos de acido succinico con esteroides
hidroxilados en la posicion 20 y alcohol bencilico permite postular variaciones en
la estrategia sintetica para la obtencion de 20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona
(III-28). Si bien esta alternativa conduciria a ahorrar pasos sinteticos,
consideramos en este caso que el bajo rendimiento de estas Gltimas reacciones con
respecto a la que posibilito la obtencion de III-22 en la sintesis que se llevo a cabo

mostr6 que la alternativa planteada es potencialmente menos eficaz.
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IV. OBTENCION DE DERIVADOS ACILADOS DE QUINICINA
IV.1. Introduccidon

Los terpenos y terpenoides constituyen familias de productos naturales de muy amplia
diversidad y complejidad estructural. Esta variedad trae como consecuencia que su ambito
de aplicacion sea muy heterogeneo, yendo desde la industria alimenticia y cosmetica como
componentes de fragancias y sabores, hasta compuestos activos en productos
farmaceuticos, productos de limpieza y de higiene personal y pesticidas.

Por otro lado, los avances en el descubrimiento de productos naturales hacen que nuevos
terpenos y terpenoides sean caracterizados tanto desde el punto de vista de su identidad
quimica como de sus propiedades biologicas y potenciales aplicaciones.

Dentro de los terpenoides, las lactonas sesquiterpénicas constituyen una clase de
metabolitos secundarios que pueden encontrarse en algunas familias vegetales,
principalmente en varios géneros de Asteraceae como por ejemplo Centaurea." Este género
comprende alrededor de 1000 especies y las partes acreas de muchas de ellas son utilizadas
en medicina popular. En muchos casos, las preparaciones obtenidas a partir de estas
plantas medicinales han mostrado actividad antimicrobiana,’ antibacteriana,’ citotoxica y
fitotoxica.*

Los metabolitos mas importantes encontrados en plantas del género Centaurea comprenden
compuestos acetilénicos, flavonoides y terpenoides. Estos Gltimos son principalmente

sesquiterpenos con esqueletos de guaiano, germacrano y eudesmano.

Guaiano Germacrano Eudesmano
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En algunas especies del género Centaurea el sesquiterpeno aislado mas abundante es el
germacranolido quinicina (IV-1). Este compuesto ha sido muy estudiado con el objeto de

investigar sus propiedades antibacterianas, citotoxicas y antiflﬁlngicas.s’7

Quinicina (IV-1)

Con respecto a su actividad antibacteriana, es interesante observar que la presencia de una
funcion ester en el carbono 8 del esqueleto germacrano es importante para su funcion
biologica, siendo los derivados acilados en esta posicion activos contra bacterias Gram
positivas.’ La quinicina es un inhibidor irreversible de la enzima bacteriana Mur A (EC
2.5.1.7). Esta enzima es responsable del primer paso de biosintesis de precursores de
peptidoglicano en citoplasma. Los metabolitos producidos por Mur A son esenciales para
la vida de la bacteria, y es por eso que esta enzima es un blanco muy utilizado para el
desarrollo de agentes quimioterapéuticos.8

El mecanismo de accion de la quinicina puede ser explicado en términos moleculares si se
tiene en cuenta el sistema carbonilico a, B insaturado en la cadena lateral de la molécula
(57, 27, 1’, oxigeno). Se postula que la inactivacion de Mur A se produce via la adicion
nucleofilica del tiol de la cisteina 115 al doble enlace formando un complejo estable. La
alquilacion de este residuo produce una completa inhibicion del sitio activo. El mecanismo

propuesto se encuentra representado en el Esquema IV.1.

R OH R A OH

R = lactona sesquiterpénica

Esquema IV.1. Reaccion de la cisteina 115 de Mur A con la cadena lateral de lactonas sequiterpénicas.
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La preparacion de derivados semisintéticos de quinicina ha sido llevada a cabo utilizando
métodos no enzimaticos™” " y empleando hongos. 12

En particular, se han ensayado entre otras reacciones oxidaciones, epoxidaciones,
hidrolisis, acilaciones e isomerizaciones empleando metodologias propias de la quimica
organica tradicional. Dentro de las isomerizaciones fue posible llevar a cabo reacciones de
reordenamiento de Cope sobre derivados de quinicina de manera espontanea en solucion a
temperatura ambiente.

Se ha observado que el elemanodlido 8a-(3',4'-dihidroxi-2"-metilen-butanoiloxi)-11,13-
dehidromelitensina, producto de reordenamiento de Cope de quinicina, muestra una
actividad antibacteriana menor que esta Ultima.? En la Tabla IV. 1 se muestran resultados de

ensayos de actividad antibacteriana de ambos compuestos, extraidos de Centaurea paniculata

subespecie castellana.

Tabla IV.1. Concentraciones inhibitorias minimas (MIC) para el germacranélido quinicina (IV-1) y su
elemanolido isbmero.

Compuesto Cepa MIC (ug/ml)
Bacillus cereus ATCC 11778 6,25
Bacillus subtilis ATCC 6633 12,5
Staphylococcus aureus ATCC 25922 25
Streptococcus faecalis ATCC 29212 3,12
Escherichia coli ATCC 25922 12,5
Proteus mirabilis ATCC 25933 25
Quinicina Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 50
Salmonella typhi Ty2 ATCC 19430 25
Bacillus cereus ATCC 11778 12,5
Bacillus subtilis ATCC 6633 25
Staphylococcus aureus ATCC 25922 50
Streptococcus faecalis ATCC 29212 12,5
Escherichia coli ATCC 25922 25
8a-(3',4'-Dihidroxi-2'- metilen-butanoiloxi)- Proteus mirabilis ATCC 25933 50
11,13-dehidromelitensina
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 50

Salmonella typhi Ty2 ATCC 19430 25
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La presencia de varios hidroxilos en la molécula de quinicina posibilita la sintesis de
¢steres. El empleo de lipasas para tal fin resulta atractivo, ya que las acilaciones en las que
se emplea este biocatalizador suelen ser altamente selectivas y se realizan en condiciones
moderadas de temperatura y pH. Esta Gltima caracteristica resulta especialmente
importante para transformar este sustrato, ya que el esqueleto germacrano de quinicina es
altamente reactivo.

Las estrategias empleadas en el desarrollo de esta parte del trabajo de tesis pueden

dividirse en tres partes:
® Acetilacion enzimatica de quinicina. (IV.2)
® Alcoholisis e hidrolisis enzimatica de quinicina y de sus derivados acilados por via
quimica. (IV.3)

® Obtencion de derivados acilados de quinicina de cadena media y larga. (1V.4)

IV.2. Reacciones de acetilacion de quinicina

Iv.2.1. Inﬂuencia del biocatalizador

Se comenzo el trabajo sometiendo IV-1 a reacciones de acetilacion enzimatica empleando
lipasas de seis fuentes diferentes: lipasa de Candida antarctica A (CAL A), lipasa de Candida
antarctica B (CAL B), lipasa de Rhizomucor miehei (LIP), lipasa de Candida rugosa (CRL),
lipasa pancreatica porcina (PPL) y lipasa de Pseudomonas sp. (PS-C). Se utilizo acetato de
etilo como solvente y agente acilante. La reaccion se estudio a dos temperaturas
diferentes: 33° C y 55° C. El curso de las reacciones se sigui6 por CCD por un periodo
maximo de 48 horas con agitacion a 200 rpm. La relacion enzima sustrato empleada en
todos los casos fue de 10.

En todos los casos se observo que se obtenia un solo producto de reaccion. Al emplear
CAL B como biocatalizador a 55° C luego de 36 horas la reaccion fue casi cuantitativa. El

producto de reaccion en este caso fue identificado como 4’-acetato de quinicina (IV-2).
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4'-Acetato de quinicina (IV-2)

La identidad del producto fue confirmada por RMN 'H. Las senales que se asignan a los
protones del metileno 4’ en IV-1 aparecen como 2 dobles dobletes a 3,47 y 3,71 ppm. La
acilacion del hidroxilo en esta posicion produce un aumento del desplazamiento quimico
de estas mismas senales hacia 4,21 y 4,28 ppm. El 4’-acetato de quinicina es un producto
natural que tambicn puede ser aislado de partes a¢reas de plantas del genero Centaurea,"
aunque en cantidades menores que IV-1."* Los datos espectroscopicos del producto

15

aislado coinciden con aquellos que estan reportados en literatura.” Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla IV.2.

Tabla IV.2. Acetilacion enzimatica de quinicina con lipasas de origen diverso.

Rendimiento de I'V-2 (%)

Lipasa
33°C 55°C
CAL A 20 22
CALB 43 97
CRL 23 29
LIP 13 17
PPL 9 9
PS-C 34 64

Condiciones: E/S = 10, AcOEt como solvente y agente acilante. t = 36 h.

Se observo que tiempos mayores de reaccion en estas condiciones produjeron, en su

analisis por CCD multiples manchas atribuibles a productos de reacciones laterales sobre
1 . .y .

el sustrato. Los espectros de RMN 'H practicados sobre crudos de reaccion a tiempos

largos mostraron cambios en el patron de sefales vinilicas que pueden atribuirse a

reacciones de reordenamiento sobre el esqueleto germacrano y senales de aldehido

atribuibles a productos de oxidacion, presumiblemente sobre el carbono 15.
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IV.2.2. Efecto del solvente

Como los efectos de solvente muchas veces influyen en los rendimientos y selectividad de
las reacciones, se estudio su influencia utilizando solo las enzimas que permitieron la
obtencion de IV.2 con mejor rendimiento: CAL B y PS-C. Los solventes probados para
evaluar este efecto fueron alcohol teramilico, acetonitrilo, acetona, éter diisopropilico
(DIPE) y tolueno. Todas las reacciones se realizaron a 55° C y 200 rpm por un periodo de

36 horas. La Tabla IV.3 muestra los resultados obtenidos.

Tabla IV.3. Efecto del solvente en la acetilacion de quinicina.

Enzima Solvente Rendimiento de IV-2 (%)
CALB alcohol teramilico -
CALB acetonitrilo 95
CALB acetona 71
CALB DIPE 14
CALB tolueno -
PS-C alcohol teramilico -
PS-C acetonitrilo 60
PS-C acetona 42
PS-C DIPE <5
PS-C tolueno -

Condiciones: T = 55° C, 200 rpm, t = 36 h, E/S = 10, agente acilante/sustrato = 100.

En este caso, se observo que el solvente no tuvo influencia en la selectividad alcanzada,
aunque tuvo un importante impacto sobre el rendimiento. El alcohol teramilico no parece
ser un solvente adecuado para esta reaccion, mientras que los demas solventes que son
totalmente miscibles con el agua (acetona y acetonitrilo) fueron efectivos. En especial, el
empleo de acetonitrilo produjo una conversion de quinicina a IV-2 de manera
cuantitativa. El empleo de solventes de menor polaridad no rindio ningt’m producto de
./ ./ 4 .o 12 K o/ . . .
reaccion, a excepcion del eter diisopropilico, que procedié con un rendimiento muy bajo.
Este hecho puede deberse a que el sustrato es poco soluble en estos solventes, de baja y

mediana polaridad.
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IV.2.3. Efecto del agente acilante

Si bien la reaccion de acetilacion con acetato de etilo fue altamente selectiva, se decidio
estudiar el efecto del empleo de agentes acetilantes activados, que posibilitarian la
obtencion de otros derivados acetilados de IV-1. Para tal fin se utilizaron dos agentes
acetilantes: acetato de vinilo (AcOVin) y acetato de isopropenilo (AcOiPr). Nuevamente
se ensayaron CAL B y PS-C como biocatalizadores. Los solventes probados para evaluar
este efecto fueron los que mostraron resultados positivos en la seccion anterior:
acetonitrilo, acetona y DIPE. Todas las reacciones se realizaron a 55° C, 200 rpm por un
periodo de 24 horas. A tiempos mayores no se observaron cambios significativos, ademas
de la lenta aparicion de productos laterales de reaccion no enzimatica del sustrato. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV.4.

Tabla IV.4. Efecto de agentes acetilantes activados y solvente en la acetilacion de quinicina.

Enzima Solvente Agente acetilante  Rendimiento de I'V-2 (%)
CALB acetonitrilo AcOiPr 95
CALB acetona AcOiPr 70
CALB DIPE AcOiPr 17
CALB acetonitrilo AcOVin 81°
CALB acetona AcOVin 82
CALB DIPE AcOVin 16
PS-C acetonitrilo AcOiPr 84
PS-C acetona AcOiPr 60
PS-C DIPE AcOiPr <5
PS-C acetonitrilo AcOVin 95
PS-C acetona AcOVin 80
PS-C DIPE AcOVin <5

Condiciones: T = 55° C, 200 rpm, t = 24 h, E/S = 10, agente acilante/sustrato = 100.
Se obtuvo también IV-3 con 17% de rendimiento.

En estos experimentos se observo que el empleo de acetatos activados no incremento

significativamente la actividad del sistema; ya que en general no se obtuvieron
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rendimientos mayores que con acetato de etilo. En casi todos los casos se obtuvo IV-2
como Unico producto de reaccion. Empleando CAL B como biocatalizador, acetonitrilo
como solvente y acetato de vinilo como agente acilante la reaccion fue un poco menos
selectiva, obteniéndose tambieén 4’,15-diacetato de quinicina (IV-3): producto de

acetilacion de ambos hidroxilos primarios de quinicina.

4',15-Diacetato de quinicina (1V-3)

La acetilacion en el hidroxilo primario del carbono 15 fue confirmada por RMN "H. Los
protones del metileno 15 de IV-1 aparecen como dos dobletes centrados en 4,09 y 4,29
ppm. Cuando el sustituyente pasa a ser un acetato la senal se transforma en un singulete
cuyo desplazamiento quimico es de 4,61 ppm. Esta diferencia en la multiplicidad puede
ser atribuida a la desaparicion de una restriccion conformacional existente en la molecula
de quinicina, probablemente debido a la presencia de un enlace de puente de hidrogeno
entre el hidroxilo en el metileno 15 y el oxigeno de la lactona en el metino 6. Este hecho
se ilustra en la estructura de un minimo local de quinicina en la Figura IV.1. En el
espectro, también se observa un nuevo singulete a 2,11 ppm que corresponde a los

protones de acetato.

Figura IV.1. Minimo local de quinicina. Se muestra el enlace puente de hidrogeno como linea punteada

negra .
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IV.2.4. Efecto de la relacion enzima/sustrato (E /S)

Utilizando CAL B como biocatalizador se realizo un estudio de la relacion enzima/sustrato
optima para la reaccion de IV-1 con acetato de vinilo en acetonitrilo. Las reacciones se
llevaron a cabo en las condiciones descriptas para los experimentos anteriores: 55° C, 200
rpm, 24 horas, relacion agente acilante/sustrato 100. Se ensayaron relaciones de
enzima/sustrato entre 1 y 20. En la Figura IV.2 se pueden observar los rendimientos

obtenidos en funcion de la variable de estudio.

90 -
80 - ¢
70 -
60 -

50 - /-2
40 - —— V-3

Rendimiento%

20 -
10 -

0 5 10 15 20
E/S

Figura IV.2. Efecto de la relacion enzima/sustrato en la reaccion de acetilacion de IV-1 con
acetato de vinilo en acetonitrilo.

De aqui se puede concluir que una mayor carga de catalizador no fue efectiva para
aumentar el rendimiento de IV-3.

También en este ambito se evaluo6 el efecto de la relacion enzima/sustrato en reacciones
de acetilacion de IV-1 en acetato de etilo, ya que resultaron ser las mejores condiciones
para obtener selectivamente IV-2. Las condiciones empleadas fueron 55° C, 200 rpm y 36
horas de reaccion. Como en el caso anterior, se ensayaron relaciones de enzima/sustrato

entre 1y 20. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura IV.3.
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Figura IV.3. Efecto de la relacion enzima/sustrato en la acetilacion de IV-1 con acetato de
etilo.

En ambos casos se observa que resulta necesario utilizar una cantidad importante de
catalizador para que la reaccion sea cuantitativa. Este hecho puede atribuirse a una
interaccion pobre entre el sustrato y la enzima soportada.

Con el objeto de analizar la influencia del soporte se estudio la reaccion de acetilacion con
CAL B comercial inmovilizada en dos soportes distintos. Una de ellas fue la que se
comercializa bajo el nombre de Novozym®4-35 por Novozymes®, que es la que se ha
empleado por defecto en este trabajo de tesis y se encuentra soportada en esferas
macroporosas de poli(acrilato de butilo-co-acido acrilico-co-divilinbenceno). La otra es
conocida como Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo (era producida por Roche® y su fabricacion
esta discontinuada) y esta soportada sobre polipropileno.

Se realiz6 una comparacion entre el desempefio de ambas formas comerciales de CAL B
para la esterificacion de IV-1 en acetato de etilo a dos relaciones enzima/sustrato distintas
sin que se observaran diferencias apreciables. A la hora de realizar una comparacion de
este tipo es importante tener en cuenta las actividades de los biocatalizadores empleados.
Se sabe a partir de la informacion suministrada por los proveedores que ambas formas
comerciales de CAL B presentan las siguientes actividades: Novozym®4-35 presenta 7400
PLU/g (micromoles de laurato de propilo que sintetiza a partir de acido laurico y 1-

propanol por gramo de biocatalizador por minuto), mientras que Chirazyme® L-2, cf,
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C3, lyo tiene 6300 U/g (micromoles de acido butirico liberados mediante la hidrolisis de
tributirina en solucion reguladora de fosfatos de pH 7,0 por gramo de biocatalizador por
minuto). Si bien las condiciones de ensayo de actividad por parte de los fabricantes no
fueron las mismas, los resultados arrojaron valores en el mismo orden de magnitud.
Ademas, los ensayos que se realizaron utilizando quinicina como sustrato en acetato de
etilo como solvente y agente acilante demostraron que, al menos para los fines de esta

preparacion, resulta equivalente utilizar cualquiera de las dos formas comerciales de CAL

B. La Tabla IV.5 muestra los resultados obtenidos.

Tabla IV.5. Efecto del soporte sobre la actividad de CAL B en la acetilacion de quinicina.

Enzima E/S Rendimiento de IV-2 (%)
Novozym 435 5 81

Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo 5 86
Novozym“435 10 98

Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo 10 100

Condiciones: T = 55° C, 200 rpm, t = 36 horas, acetato de etilo como solvente y agente acilante.

IV.2.5. Condiciones optimas

En virtud de los resultados obtenidos en las variables estudiadas anteriormente, se

presentan las condiciones optimas para la acetilacion de quinicina:

Productos
Iv-2 IV-2 +1V-3
Enzima CALB CALB
Solvente Acetato de etilo Acetonitrilo

Agente acilante

Acetato de etilo

Acetato de vinilo

Temperatura 55°C 55°C
Tiempo de reaccion 36 h 24 h
Enzima/sustrato 10 10
Agente acilante/sustrato - 100
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Con esta metodologia fue posible preparar por primera vez el 4’-acetato de quinicina a

partir de quinicina con alto rendimiento.

IV.3. Alcohdlisis e hidrdlisis enzimdtica de quinicina y de sus derivados acilados por

via quimica

Con el objeto de obtener otros derivados de quinicina, se plante6 el empleo de reacciones
de transesterificacion catalizadas por lipasas por accion de un nucleofilo: alcoholisis si el
nucleofilo es un alcohol o bien hidrolisis si el nucleofilo es agua. Para ello se ha usado

como sustrato tanto I'V-1 directamente como sus derivados acetilados.

IV.3.1. Alcohdlisis e hidrélisis enzimdtica de quinicina

En su estructura la quinicina posee dos grupos ester. Uno es el que vincula el esqueleto
germacrano con la cadena lateral y el otro es una lactona de cinco miembros. La remocion
selectiva de la cadena lateral ha sido reportada tanto por metodos qul’micos3 como

empleando celulas enteras de hongos. 12

Quinicina (IV-1)

Primeramente se evalu6 el uso de etanol como nucledfilo en reacciones de alcoholisis de
IV-1. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando etanol como solvente y nucleofilo, con
las seis lipasas ensayadas para las reacciones de acetilacion, a 55° C y 200 rpm, controlando
las reacciones por CCD durante un periodo de 36 horas. La relacion enzima/sustrato
utilizada fue de 10. No se observaron productos de reaccion en ninguno de los casos.
Luego de 36 horas el sustrato comenzo a descomponerse como en el caso de las

acetilaciones discutidas previamente.
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Para completar el estudio de las alcoholisis enzimaticas tambien se utilizaron otros
alcoholes como nucleofilos: n-butanol y n-octanol. Se emplearon los mismos solventes que
habian dado buenos resultados en la acetilacion: acetonitrilo, DIPE y acetona. Las
reacciones se llevaron a cabo a 55° C, 200 rpm, empleando los seis biocatalizadores y
fueron monitoreadas por CCD durante 36 horas. La relacion enzima/sustrato fue de 10 y
la de nucleofilo/agente acilante de 100. Tampoco se obtuvieron resultados satisfactorios
en este caso.

También se ensayo una reaccion de hidrolisis empleando una mezcla de iguales volimenes
de solucion reguladora de fosfato pH 7,4 50 mM con tetrahidrofurano. El
tetrahidrofurano se agrego con el objeto de disolver el sustrato en el medio de reaccion.
Se ensayo el desempeno de CAL B como biocatalizador en estas condiciones en una
relacion enzima/sustrato de 10. La reaccion se llevo a cabo a 55° C, 200 rpm durante un

periodo de 36 horas sin resultados satisfactorios.

1V.3.2. Preparacion quimica de derivados acetilados de quinicina

Como se ha comentado, las lipasas muchas veces mantienen la selectividad tanto en

reacciones de acilacibon como de alcohdlisis.'®!”

Una estrategia quimioenzimética
posibilitaria la obtencion selectiva de derivados acetilados de IV-1 en posiciones distintas a
4’. Para ello se prepararon primeramente derivados acetilados de quinicina por
metodologias de sintesis quimica tradicional para luego someter los mismos a reacciones
de alcoholisis enzimatica.

La bibliografia consultada describe diversos metodos de acetilacion de alcoholes.” La
posibilidad de aplicacion de cada uno de ellos depende de la reactividad tanto de los
hidroxilos que se desean acetilar como de otras funciones presentes en la molécula.
Tambien se deben tener en cuenta la sencillez del procedimiento experimental y el costo
de los reactivos a la hora de realizar la eleccion de la metodologia mas adecuada.

Para comenzar se procedio a la acetilacion de quinicina por tratamiento con anhidrido
acetico a 70° C por 2 horas. Esta técnica se encuentra descripta en bibliograﬁ'a]9 y rinde

una mezcla de productos: 4’,15-diacetato de quinicina (IV-3) y triacetato de quinicina

(IV-4) con 76% y 18% de rendimiento respectivamente (Esquema IV.2).
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AcO

ACZO
70°C

>

Quinicina (IV-1)

Triacetato de quinicina (IV-4) 18%

Esquema IV.2. Acetilacion quimica de quinicina con anhidrido acético.

Si bien el procedimiento fue efectivo, resulto poco eficiente para obtener IV-4, ya que no
se logro la acetilacion completa de IV-1. Debido a ello se intento optimizar la sintesis
mediante el empleo de radiacion de microondas. Se irradio por 30 minutos a 100° C una
solucion de IV-1 en anhidrido acético en un reactor monomodo. En estas condiciones se
obtuvo un tnico producto. El analisis del mismo dio como resultado que no soélo la
acetilacion habia sido completa, sino que se habia producido un reordenamiento de Cope
totalmente estereoespecifico. El producto obtenido en estas condiciones resulto ser el

elemanolido IV-5, cuya estructura pudo corroborarse por RMN (Esquema IV.3).

Ac,0

microondas

s _ 8a-(3',4'-Diacetoxi-2'-metilen-butanoiloxi)-15-acetil-
Quinicina (IV-1) 11,13-dehidromelitensina (IV-5)

Esquema IV.3. Reaccion de quinicina con anhidrido acético en presencia de microondas.
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La aplicacion de técnicas de RMN bidimensional de correlacion proton-proton (COSY) y
proton-carbono (HSQC y HMBC) permitio la asignacion estructural del compuesto IV-5.
De hecho, las sefales de proton a 5,76; 5,07 y 5,02 ppm (H-1, H-2a y H-2b; senales de
carbono 13 a 145,3 y 113,5 ppm de carbonos 1 y 2 respectivamente) y los singuletes
anchos a 5,43 y 5,04 ppm (H-3a y H-3b; sehales de carbono 13 a 117,1 y 138,4 ppm de
carbonos 3 y 4 respectivamente) indicaron la presencia de dos grupos vinilicos; uno
monosustituido y otro disustituido. Las correlaciones proton-carbono a un enlace para las

senales vinilicas de carbonos 1, 2 y 3 se muestra en la Figura IV.4.
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Figura IV.4. Espectro HSQC-DEPT 135° de IV-5. Se muestran las correlaciones para los protones en
carbonos 1, 2 y 3. Las sefiales positivas se muestran en negro y las negativas en verde.

La acetilacion se corroboro por la presencia de tres singuletes 2,12; 2,09 y 2,05 ppm y por
el corrimiento de las sehales de proton sobre carbono 15, 3’ y 4’ a campos mas bajos con
respecto a aquellas asignadas para el derivado de IV-5 totalmente desacetilado. Este
ultimo fue aislado de Centaurea cineraria subespecie umbrosa y sus datos espectroscopicos se
encuentran en literatura.”” La estereoquimica en carbonos 5 y 10 se verifico mediante las
sefiales de proton del metilo 14 y del metino 5. La primera es un singulete a 1,17 ppm
mientras que el proton del metino 5 resuena como doblete a 2,47 ppm. La constante de

acoplamiento con proton de carbono 6 (4,22 ppm) de esta sehal es de aproximadamente
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12 Hz. Este valor indica que ambos hidrogenos de carbonos 5 y 6 se encuentran en
posicion axial, al igual que el metilo 14. De este modo se definen las estereoquimicas
relativas al centro asimétrico en posicion 6, cuya configuracion es conocida.

Para intentar optimizar la obtencion de triacetato de quinicina se probo la acetilacion de
IV-1 con anhidrido acético en piridina. En estas condiciones se obtuvo una mezcla muy
compleja de productos cuyos espectros de RMN 'H evidenciaron la desaparicion de
sefiales vinilicas. También se intentaron acetilaciones empleando catalizadores basicos
como la 4-dimetilaminopiridina y catalizadores acidos como el acido p-toluensulfonico y el
triflato de trimetilsililo con resultados no satisfactorios.

Como ultima estrategia, se intentaron obtener derivados acetilados con la configuracion en
carbono 3’ invertida para investigar la dependencia de la estereoquimica de ese centro con
la selectividad de las reacciones enzimaticas. Se intento realizar este paso sobre IV-1y IV-
3 utilizando la reaccion de Mitsunobu. Esta reaccion se ha utilizado sobre una gran
variedad de compuestos para la inversion de configuracion de alcoholes secundarios
quirales.”’ Se empleo trifenilfosfina, azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) y acido
acetico (los tres reactivos en exceso con respecto al alcohol entre 3 y 6 equivalentes) en
tetrahidrofurano como solvente. Como es un hecho conocido que el orden de agregado de
reactivos puede ser importante en la efectividad de la reaccion,’’ se probo agregando
DIAD al final y tambien mezclando primero la trifenilfosfina con DIAD para agregar luego
el alcohol y finalmente el acido. Lamentablemente, la reaccion no fue exitosa en ninguna
de las condiciones ensayadas.

Como resultado de estos experimentos, no fue posible incrementar el rendimiento en la
obtencion de triacetato de quinicina. En las condiciones que se describen en literatura y
ensayadas en este trabajo como se describe en el Esquema IV.2, este producto se obtiene
como componente minoritario de una mezcla con el diacetato IV-3. Como consecuencia,
se procedio a la preparacion de triacetato de quinicina (IV-4) y del diacetato IV-3
mediante esta ultima metodologia. Ambos compuestos fueron separados por
cromatografia en columna de silicagel e identificados por métodos espectroscopicos para

luego ser utilizados como sustratos en las reacciones que se describiran a continuacion.
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IV.3.3. Alcohdlisis de derivados acetilados de quinicina

Una vez obtenidos quimicamente los derivados diacetilado (IV-3) y triacetilado (IV-4) de
quinicina se procedio a ensayar reacciones de alcoholisis enzimatica sobre los mismos. Se
probaron varios nucleofilos: etanol, n-butanol y n-octanol en una relacion
nucleofilo/sustrato de 100. Se utilizo CAL B como biocatalizador en una relacion
enzima/sustrato de 10. Como solvente se emplearon acetonitrilo y etanol. Las reacciones
procedieron a 55° C y 200 rpm por un periodo de 36 horas. La selectividad de la enzima
se mantuvo hacia el hidroxilo en 4’, obteniendose 15-acetato de quinicina (IV-6) a partir
de IV-3 y 3’,15-diacetato de quinicina (IV-7) a partir de IV-4. Los resultados se

encuentran desarrollados en la Tabla IV.6.

Nucledfilo
CALB

Nucledfilo
CALB

IvV-4

Tabla IV.6. Alcoholisis enzimatica de derivados acetilados de quinicina.

Rendimiento (%)

Sustrato Nucleofilo Solvente
IV-6 Iv-7
IV-3 etanol acetonitrilo 98 -
IV-3 etanol etanol 75 -
Iv-4 etanol acetonitrilo - 99
Iv-4 etanol etanol - 72
Iv-4 n-butanol acetonitrilo - 23

IV-4 n-octanol acetonitrilo - -
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Se observo que el acetonitrilo como solvente siguio siendo el mas adecuado para llevar a
cabo las reacciones, ya que las alcoholisis sobre ambos sustratos con etanol como
nucleofilo fueron practicamente cuantitativas (98% con IV-6 y 99% con IV-7). Se
observo ademas que el empleo de alcoholes de cadena mas larga fue en detrimento del
rendimiento obtenido. La utilizacion de etanol como solvente y nucleofilo tampoco fue tan

efectiva.

IV.4. Obtencidén de derivados acilados de quinicina de cadena media y Iarga

En la seccion IV.2 se describio la preparacion del derivado monoacetilado de quinicina IV-
2. Los resultados obtenidos en la misma llevaron a proponer la extension de la reaccion
para obtener derivados del mismo sustrato con grupos acilo de cadena media y larga. La
. . o/ . . . / .
derivatizacion de compuestos bioactivos con grupos acilo de estas caracteristicas ha
probado mejorar la absorcion de los mismos, mejorando su biodisponibilidad y
potenciando sus efectos.”” También se ha comprobado, tanto en este trabajo como en

. 16,17
anteriores

que la regioselectividad de las lipasas para llevar a cabo reacciones de
esterificacion, transtesterificacion e hidrolisis suele ser constante. De este modo, es
bastante probable que los derivados acilados obtenidos por este método se hidrolicen en el
medio biologico dando lugar a la liberacion controlada del compuesto bioactivo.

Primeramente se evaluo la efectividad de caproato de etilo y acido caproico como agentes
acilantes en una relacion de agente acilante/sustrato de 100. Se comenzo ensayando las
reacciones de acilacion sobre IV-1 con cuatro enzimas: CRL, CAL B, PS-C y LIP en una
relacion enzima/sustrato de 10, empleando tres solventes: acetonitrilo, acetona y éter
diisopropilico. Se probaron las reacciones a 55° C y 200 rpm por un periodo de 36 horas,
controlando su avance por CCD. Estas dieron como producto el derivado acilado en la

posicion 4’: 4’-caproato de quinicina (IV-8). Los resultados obtenidos en las condiciones

se resumen en la Tabla IV.7.
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Tabla IV.7. Acilacion de quinicina con caproato de etilo y acido caproico a 55° C.

Enzima Agente acilante Solvente Conversion a IV-8 (%)
CALB Caproato de etilo acetonitrilo 34
PS-C Caproato de etilo acetonitrilo 27
LIP Caproato de etilo acetonitrilo 16
CRL Caproato de etilo acetonitrilo <10
CALB Caproato de etilo acetona 16
PS-C Caproato de etilo acetona <10
LIP Caproato de etilo acetona -
CRL Caproato de etilo acetona -
CALB Caproato de etilo DIPE <10
PS-C Caproato de etilo DIPE -
LIP Caproato de etilo DIPE -
CRL Caproato de etilo DIPE -
CALB Acido caproico acetonitrilo 61
PS-C Acido caproico acetonitrilo 36

Condiciones: t = 36 h, agente acilante/sustrato = 100.

Las conversiones en todos los casos fueron estimadas mediante la comparacion de las
sefiales de RMN 'H de los protones en carbono 4’ con hidroxilo acilado y sin acilar. Como
las senales del metileno 15 se superponen a las del metileno 4’ O-acilado, la estimacion se
hizo mediante el siguiente calculo: Se tomaron las areas de los protones del carbono 4’ sin
acilar, A, y A,. Las senales del metileno 4’ de producto superpuesta con las del metileno
15 de ambos sustrato y producto tambicn se integraron y se nombraron como Aj;. De este
modo, si se toma la suma de todas las areas como referencia de la cantidad de sustrato y
producto en la muestra, esta integra para cuatro protones por molécula. Del mismo
modo, la suma de A, y A, representara a dos protones por molécula de sustrato. De aqui

se extrae que la conversion puede ser estimada mediante la siguiente formula:

2'(A+Az)],1oo

conversion %= (1— — 1 "2/

AtA+A
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La Figura IV.5 muestra un ejemplo de aplicacion de esta metodologia.
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Figura IV.5. Ampliacion de la zona entre 3,50 y 4,45 ppm del espectro de RMN 'H de crudo de quinicina
con caproato de etilo luego de 36 horas de reaccion. Condiciones: T = 55° C, 200 rpm, enzima PS-C,
E/S = 10, agente acilante/sustrato = 100, t = 36 h. Conversion 27%.

A partir de estas estimaciones fue posible calcular las conversiones para cada caso.
Las conversiones en ambos casos fueron pobres con respecto a las obtenidas en las

acetilaciones. Tiempos mayores de reaccion dieron lugar a la descomposicion del sustrato

como se habia observado en casos anteriores.
1V.4.1. Efecto de la temperatura y del agente acilante

Como las reacciones de descomposicion pueden atribuirse a reordenamientos
/ . . . 10 e Y/ . . . .

termicamente inducidos en el esqueleto germacrano,  se decidi6 intentar minimizar este

efecto disminuyendo la temperatura. Se probaron tres lipasas: CAL B, PS-C y LIP y los

dos agentes acilantes ensayados anteriormente en las condiciones que siguen: 10° C, 200
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rpm, relacion enzima/sustrato de 10, relacion de agente acilante/sustrato de 100 y
acetonitrilo como solvente. Las reacciones fueron monitoreadas por CCD durante 120
horas y las conversiones finales estimadas por RMN 'H segun lo indicado previamente. En

la Tabla IV.8 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla IV.8. Acilacion de quinicinaa 10° C.

Enzima Agente acilante Conversion a IV-8 (%)
CALB Caproato de etilo 47
PS-C Caproato de etilo 36
LIP Caproato de etilo 22
CALB Acido caproico 72
PS-C Acido caproico 50
LIP Acido caproico 33

Condiciones: E/S = 10, agente acilante/sustrato = 100, solvente: acetonitrilo.

No se observaron cambios en la selectividad de la reaccion, pero el empleo de bajas
temperaturas tuvo un impacto muy favorable en el rendimiento. Si bien las reacciones
requirieron mas tiempo, en estas condiciones no se formaron productos de
descomposicion. Las distintas enzimas mostraron un desempeno relativo comparable al
que mostraron a 55° C.

En cuanto al agente acilante, parece que en este caso el acido carboxilico resulto ser mas
efectivo que el éster etilico (CAL B: 72% con acido caproico y 47% con caproato de
etilo). Este hecho se encuentra en concordancia con resultados obtenidos en nuestro

laboratorio en la acilacion enzimatica de esteroides.?>**

1v.4.2. Efecto de la relacidén agente acilante /sustrato

Como ultima variable de reaccion se decidio averiguar si se podian utilizar relaciones
menores de agente acilante/sustrato. El empleo de acidos y ésteres de cadena media y
larga en grandes concentraciones hace muy laboriosa la purificacion de los productos de

reaccion y es por ello que se decidio intentar optimizar la reaccion en este aspecto. Se
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ensayaron relaciones de acido caproico/IV-1 entre 10, y 1. Las reacciones fueron llevadas
a cabo en acetonitrilo, con CAL B como biocatalizador en una relacion E/S de 10, a 10° C
y 200 rpm por un periodo de 120 horas. Las conversiones fueron estimadas segun lo

indicado previamente. Los resultados se muestran en la Figura IV.6.
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Figura IV.6. Efecto de la relacion agente acilante/sustrato para la acilacion de quinicina con
acido caproico.

De este estudio se puede concluir que el empleo de relaciones de agente acilante/sustrato
! . ./ /4 .
mayores que 2, no afecto sensiblemente la conversion, por lo que resulto muy ventajoso

reducir esta relacion hasta ese valor.

1.V.4.3. Condiciones o'ptimas

En virtud de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores se puede concluir

que las condiciones optimas obtenidas para la sintesis de IV-8 son las siguientes:
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Enzima

CALB

Solvente

acetonitrilo

Agente acilante

Acido caproico

Temperatura 10°C

Tiempo de reaccion 120 h
Enzima/sustrato 10
Agente acilante/sustrato 2

I1V.4.4. Obtencion de 4’-caprato de quinicina (IV—9), 4’-miristato de quinicina (IV—

10)y4’—oleato de quinicina (IV—II)

Considerando los resultados obtenidos para la obtencion de 4’-caproato de quinicina se

sintetizaron ademas tres derivados con cadenas de mayor longitud: 4’-caprato de quinicina

(IV-9), 4’-miristato de quinicina (IV-10) y 4’-oleato de quinicina (IV-11).

Los compuestos sintetizados en esta seccion se ilustran en el Esquema IV.4.

O

PR

R'O R
R'=H, Et

enzima

V-1 V-8 - IV-11
Compuesto R
IV-8 CH,(CH,),
Iv-9 CH,(CH,),
IvV-10 CH;(CH,),,
IvV-11 cis-CH;(CH,),CH=CH(CH,),

Esquema IV.4. Obtencién de derivados acilados de IV-1.
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En la obtencion de IV-9, IV-10 y IV-11 se utilizaron los acidos carboxilicos
correspondientes, en las condiciones optimas para la obtencion de 4’-caproato de
. . y ) . . ,

quinicina descriptas en la seccion anterior. También se evaluaron los respectivos ésteres
etilicos a modo de comparacion.

Todos los ésteres pudieron sintetizarse con rendimientos similares y la selectividad se
mantuvo hacia el mismo hidroxilo. Comparativamente los esteres etilicos tuvieron
desempenos mas pobres que los acidos como agentes acilantes, con lo cual result6 mas

. o] . 14 . ! !/ . . 4

ventajoso utilizar los acidos. Ademas, estos tltimos tienen menor costo que los ésteres y
su separacion de los productos de reaccion suele ser mas sencilla.

La Tabla IV.9 muestra los resultados obtenidos para la acilacion de quinicina con acidos y

esteres etilicos de cadena media y larga en las condiciones de reaccion optimizadas.

Tabla IV.9. Obtencion de derivados acilados de quinicina.

Agente acilante Producto Rendimiento (%)
Caproato de etilo IV-8 47
Acido caproico IV-8 72
Caprato de etilo Iv-9 35
Acido céprico IV-9 68
Miristato de etilo IV-10 38
Acido miristico IV-10 70
Oleato de etilo IV-11 44
Acido oleico IV-11 66

IV.5. Conclusion

La acilacion de quinicina catalizada por lipasas probo ser altamente regioselectiva,
pudiendo discriminar entre dos hidroxilos primarios (4’ y 15).

Fue posible obtener por primera vez el producto acetilado en la posicion 4’ IV-2 de
manera cuantitativa y completamente regioselectiva empleando acetato de etilo como

solvente y agente acilante y CAL B como lipasa.
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Se encontro que el acetonitrilo es un buen solvente para favorecer la reactividad del

sistema, aunque provoca una ligera perdida de la selectividad cuando se emplea acetato de

vinilo como agente acilante. Esto ltimo permitio la obtencion del producto diacetilado

IV-3 por una via enzimatica.

Por otro lado, la acetilacion quimica completa de quinicina no pudo realizarse de modo
. . /! . . . .

que rindiera un tUnico producto sin que se produjeran otras reacciones laterales. La

aplicacion de varios métodos de acetilacion no pudo salvar este inconveniente, llevando a

la descomposicion del sustrato en muchos casos. Tampoco pudo llevarse a cabo la

propuesta de invertir el centro asimetrico en 3° mediante una reaccion de Mitsunobu.

El empleo de microondas permitio la obtencion del derivado IV-5, producto de

acetilacion exhaustiva y reordenamiento de Cope estereoespecifico.

La alcoholisis enzimatica de quinicina no resulto exitosa. Sin embargo, esta misma

reaccion sobre derivados poliacetilados procedio con la misma regioselectividad que la

acetilacion; posibilitando la obtencion de dos nuevos derivados acetilados IV-6 y IV-7. En
. 7. ./ A e . . o,/

especial, la utilizacion de etanol como nucleofilo y acetonitrilo como solvente permitio

obtener estos productos de manera casi cuantitativa.

Por tltimo, el empleo de bajas temperaturas permitio la obtencion de cuatro derivados de

. . . 14 . . . . .

quinicina con acidos de cadena media y larga no descriptos previamente en literatura, en

condiciones suaves y sin formacion de productos laterales. Estas reacciones de acilacion

mantuvieron la regioselectividad observada en los casos anteriores. Los acidos grasos

mostraron una mayor efectividad que los esteres etilicos como agentes acilantes,

o/ . . . .

pudiendose emplear en relaciones agente acilante/sustrato relativamente bajas.

Como conclusion, el empleo de estrategias quimicas y quimioenzimaticas permitio la

obtencion de seis novedosos derivados acilados de quinicina con muy buenos a excelentes

rendimientos, junto con el elemanoélido triacetilado IV-5. En total se obtuvieron diez

derivados sesquiterpénicos acilados. En el Esquema IV.5 se presentan todos los productos

obtenidos en esta parte del trabajo de tesis.



106

Capitulo IV — Obtencion de derivados acilados de quinicina

V-2

CAL-B
AcOEt

\\OW
' Y OAc OH
O  OAc
ACzo
microondas
AcO
[¢]
IV-5
ACZO
70°C
\\O\[HJ\/\
' Y OAc
OAc
AcO
V-4
CAL-B
EtOH MeCN
‘\O\H)J\/\
) v~ “OH
o OAc
AcO

V-7

V-2 +

RCOOH 6
RCOOEt
—_— 0 OH
Lipasa
MeCN
HO
o)
IV-8: R=Cg
IV-9: R=Cyg
IV-10: R=Cy4
IV-11: R=C1g,A°

V-3

CAL-B

EtOH MeCN

V-6

Esquema IV.5. Productos de reaccion acilados de quinicina obtenidos por via enzimatica, quimica y

quimioenzimatica.
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V. REDUCCION BIOCATALITICA DE DICETONAS VECINALES

V.1. Introduccidon

La generacion de centros asimeétricos en una molécula mediante reacciones
estereoselectivas constituye una importante herramienta para la produccion de sustancias
quimicas quirales distintas a aquellas que se pueden encontrar en la naturaleza. Estos
. 14 . . o/ . . I/
productos sintéticos pueden tener aplicacion como sintones de productos de interées
farmacologico, asi como también de precursores de auxiliares quirales para sintesis
asimétrica.
Entre las posibles reacciones de sintesis asimétrica, se ha focalizado la atencion en la
P ,
obtencion de dioles vecinales y o-hidroxicetonas quirales mediante reacciones de
condensacion aldolica, reduccion de productos dicarbonilicos y oxidacion de olefinas
. 1-4 . . . ./ .7
proquirales. ™ Estos productos en forma enantiopura tienen aplicacion en la produccion de
productos farmacéuticos, como por ejemplo inhibidores de formacién de fibra amiloide,’
drogas antidepresivas6 o agentes antitumorales’ entre otros. También resultan precursores
muy convenientes para la sintesis de diaminas y difosfinas quirales utiles como inductores
quirales en sintesis asimetrica.
Para la preparacion de dioles vecinales v a-hidroxicetonas por medio de sintesis asimétrica
prep y p

se han desarrollado catalizadores que contienen boro o metales de transicion. Estos suelen
tener algunos inconvenientes en su aplicacion, como ser toxicidad o costo elevado.

as dicetonas vecinales pueden actuar como precursores inmediatos en la obtencion de
Las dicet. les pued t P diat la obt:
este tipo de compuestos.8 En este punto suelen existir problemas a la hora de mantener un
buen control en el estado de oxidacion de los productos y de prevenir la reduccion
excesiva de los mismos.
Para resolver este problema se han desarrollado varios metodos: entre ellos procesos

10,11 y alquil fosfinas activadas.'” Si bien

electroquimicos,” haluros de titanio, vanadio y cinc
estas metodologias han permitido la obtencion de a-hidroxicetonas con buenos
rendimientos, no han tenido en cuenta la estereoselectividad en ninguno de estos casos.

La biocatalisis ofrece una alternativa para la reduccion regio- y estereoselectiva de

compuestos dicarbonilicos. En este ambito se han realizado trabajos en los cuales se han
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podido obtener dioles e hidroxicetonas enantiopuras empleando alcohol deshidrogenasas
de fuentes diversas."'* Si bien estos resultados fueron muy satisfactorios a nivel sintetico,
el empleo de enzimas aisladas que requieran cofactores conlleva una desventaja importante
en lo que respecta al costo monetario que implica llevar a cabo una sintesis en esas
condiciones. Este costo tiene dos fuentes: la obtencion de la enzima en estado puro por un
lado y la necesidad de utilizar cofactores (NADH o NADPH cuando se emplean
deshidrogenasas) en cantidades estequiométricas, siendo este Gltimo mucho mas
importante ya que se incrementa proporcionalmente con la escala de la sintesis.

Una manera de salvar este inconveniente involucra el empleo de c¢lulas enteras. De esta
forma, tanto la enzima que cataliza la reduccion del sustrato como los cofactores
necesarios se encuentran en un mismo organismo, regenerandose estos ltimos por medio
de las rutas metabolicas que el organismo posee. En especial, el empleo de
microorganismos provee una fuente economica de enzimas y cofactores para efectuar
reducciones biocataliticas de compuestos carbonilicos.

Sin embargo, esta alternativa también acarrea desventajas desde el punto de vista sintético
si se la compara con el empleo de enzimas aisladas. El uso de celulas enteras para realizar
biotransformaciones puede derivar en peérdida de selectividad como consecuencia de la
potencial participacion de varias enzimas en el proceso. El medio de reaccion tambiéen es
limitante cuando se emplean celulas enteras, ya que debe garantizar la estabilidad de todo
el sistema enzimatico que participa en el proceso. Ademas, muchas veces resulta necesario
emplear grandes cantidades de biomasa en relacion al sustrato, con lo cual la produccion a
gran escala mediante esta metodologia puede presentar complicaciones.

Se han empleado microorganismos en la reduccion de dicetonas vecinales; como las
levaduras Saccharomyces cerevisae'’ y Pichia (qlucozyma;m y los hongos Aspergillus oryzae y
Fusarium roseum."’

Las células enteras de Rhodotorula minuta han demostrado ser eficientes como catalizadores
en un amplio rango de biotransformaciones efectuadas en medio acuoso,'®
macroemulsiones'’ y medio orgénico.20 En nuestro laboratorio, se han empleado estas
celulas para efectuar la reduccion regio- y estercoselectiva de ésteres alquilicos del acido 2-

. 2
oxoglutarico. 0
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Teniendo todos estos antecedentes en cuenta, se decidio evaluar la efectividad de células
enteras de Rhodotorula minuta como biocatalizadores para llevar a cabo la reduccion de una
serie de dicetonas vecinales. Los sustratos utilizados abarcaron dicetonas alquilicas y
arilicas, ciclicas y aciclicas, y dos enol esteres (Figura V.1). Con el objeto de optimizar los
resultados, se estudio la influencia de diversos parametros de reaccion como ser el medio,
la relacion biomasa/sustrato y el tiempo de reaccion en la selectividad y conversion

obtenidas.

V-1 V-4: R = CHj V-9 V-10
V-5:R = (CH2)4CH3

O O O
V-11 V-12 V-13

Figura VI.1. Sustratos empleados en la reduccion catalizada por Rhodotorula minuta.

El estudio que se presenta aqui se puede dividir en dos secciones principales:
® Reduccion de las dicetonas ciclicas V-1, V-9 y V10, y los enol ésteres derivados
V-4 y V-5 catalizada por Rhodotorula minuta. En esta seccion se optimizaron las
condiciones de reaccion (solvente, relacion biomasa/sustrato, tiempo de reaccion,

empleo de cultivo fresco o liofilizado).

® Reduccion de las dicetonas aciclicas V-11, V-12y V-13.
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V.2. Reduccion de dicetonas ciclicas

V.2.1. Efecto del solvente

Se comenzo6 estudiando la reduccion de 1,2-ciclohexanodiona (V-1) empleando cultivo
fresco de Rhodotorula minuta como biocatalizador.

Se evaluo el desempefio de la reduccion en varios sistemas de solventes: como ser agua,
glicerol, hexano, tolueno y mezclas bifasicas de agua con hexano, tolueno, isooctano y
acetato de etilo. Se empleo una relacion biomasa/sustrato de 4 (g/mmol) en todos los
casos. La temperatura de reaccion fue de 33° C. Las reacciones se monitorearon por CCD
y CGL a distintos tiempos para evaluar conversion y selectividad.

Los productos de reduccion fueron identificados en todos los casos como una mezcla de
dioles vecinales, sin que se pudiera obtener la a-hidroxicetona intermediaria en ninguno
de ellos. Se obtuvieron los tres estereoisomeros, mayoritariamente (S,5)-1,2-
ciclohexanodiol (V-2) y meso-1,2-ciclohexanodiol (V-3). Los resultados obtenidos se
encuentran en la Tabla V.1.

De los resultados obtenidos se puede observar que la actividad se ve favorecida por la
presencia de agua en el medio de reaccion. En mezclas bifasicas, la actividad fue
comparable con aquella obtenida en agua solo al emplear solventes de muy baja polaridad,
como hexano e isooctano en los cuales el sustrato es muy poco soluble. En cuanto a la
selectividad se puede observar que a tiempos cortos la reduccion es mas selectiva, pero la
conversion es baja. A tiempos mas largos se alcanza una conversion cuantitativa, pero se
obtiene una mayor proporcion del producto meso V-3. A su vez, el exceso enantiomeérico
de V-2 es ligeramente menor a las 24 horas.

La selectividad resulto moderada y se obtuvieron mayoritariamente alcoholes con
configuracion absoluta S, siguiendo el curso predicho por la regla de Prelog.21 Esta regla
ilustra el comportamiento general de la mayoria de las reductasas en la reduccion de
compuestos carbonilicos. Se postula que el ataque de hidruro en condiciones biocataliticas

se produce preferentemente por la cara Re del sustrato, tal como muestra el Esquema V.1.
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0 OH OH
o “_OH OH
Rhodotorula minuta . O/ +
V-1 V-2 V-3
Tabla V.1. Reduccion de 1,2-ciclohexanodiona en distintos medios de reaccion.
Producto V-2 Producto V-3
Solvente Tiempo (h)
Conversion (%) ee (%) Conversion (%)

agua 2 4 73 5
agua 24 19 58 74

glicerol 2 - - _
glicerol 24 4 61 14
hexano 2 - - }
hexano 24 8 54 50
tolueno 2 - - -
tolueno 24 9 56 23
agua:hexano' 2 5 69 15
agua:hexano’ 24 17 55 67
agua:isooctano’ 2 - - 7
agua:isooctano’ 24 13 57 50
agua:tolueno’ 2 - - -
agua:tolueno’ 24 7 57 24
agua:acetato de etilo® 2 - - }
agua:acetato de etilo’ 24 7 53 25

“mezclas bifasicas 1:1 en volumen.

cara Si
(atras)

Ataque por la cara Re

Alcohol S

(al frente)

Esquema V.1. llustracion de la regla de Prelog. El ataque de hidruro se produce por el frente ubicando al
sustituyente grande (R,) a la derecha y el sustituyente pequeio (R,) a la izquierda. En la mayoria de los
casos este Comportamiento puede interpretarse como un ataque por la cara Re del sustrato que genera un
alcohol con configuracion § como producto si el sustituyente grande posee una mayor prioridad que el
sustituyente pequeno al aplicar las reglas de Cahn-Ingold-Prelog.
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La selectividad moderada que se alcanzo en la reduccion de V-1 indicaria la participacion
de varias enzimas en el proceso de biotransformacion. El camino enzimatico
correspondiente a la reduccion de a-dicetonas aciclicas fue investigado en levadura de
panaderia, comprobandose este hecho para ese caso particular.15 Ademas, se observo que
con este microorganismo tampoco fue posible obtener cantidades significativas de la o-
hidroxicetona intermediaria. Aparentemente, la reduccion de este compuesto ocurriria

muy rapidamente como para poder ser detectado.

V.2.2. Efecto de la relacion biomasa/sustrato

Con el objeto de establecer la influencia de la relacion biomasa/sustrato en el
comportamiento de la reduccion biocatalitica de 1,2-ciclohexanodiona, se registro la
evolucion de la reduccion a lo largo del tiempo en reacciones en agua a distintas relaciones
biomasa/sustrato. En la Figura V.2 se muestran las conversiones alcanzadas y en la Figura

V.3 la selectividad obtenida.

Conversion %

Biomasa/mmol sustrato 16

Figura V.2. Conversion de 1,2-ciclohexanodiona a diferentes tiempos empleando
distintas relaciones de biomasa/sustrato.
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V-3lV-2 10

0,80

0,60

040

0,20
' J 25
e horas

0,00 4= o : . /

4 horas

Biomasa/mmol sustrato

Figura V.3. Relacion entre V-3 y V-2 en funciéon de la biomasa y el tiempo de
reaccion.

Analizando los datos se pudo observar que se obtuvieron altas conversiones a las 25 horas
empleando relaciones de biomasa a sustrato mayores o iguales a 4 y a las 4 horas con
relaciones de biomasa a sustrato mayores o iguales a 8. En todos los casos se obtuvo como
producto  mayoritario  meso-1,2-ciclohexanodiol ~en  relaciones con = trans-1,2-
ciclohexanodiol que fueron entre 1,4 y 1,8. La variacion de esta relacion parece ser
aleatoria, por lo que podria ser considerada independiente de las variables de estudio.

En todos los casos el segundo producto mas abundante fue (S,5)-1,2-ciclohexanodiol (V-
2). En cuanto a los excesos enantiomeéricos alcanzados, solo fueron ligeramente mayores a
tiempos cortos (hasta 4 horas, 63% ece en promedio) que a las 25 horas (55% ee en

promedio). La Tabla V.2 muestra los excesos enantioméricos para cada caso.

Tabla V.2. Excesos enantioméricos para V-2 en funcion del tiempo y la relacion de biomasa empleada.

Biomasa (g/mmol)

1 2 4 8 16
= 2 71 68 73 65 66
2
£ 4 65 67 63 60 58
ki

25 54 50 58 61 52
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V.2.3. Reduccion de enol ésteres de 1,2-ciclohexanodiona

Con vistas a lograr la obtencion de nuevos productos de reduccion, se procedio a la
preparacion de derivados de 1,2-ciclohexanodiona para ser utilizados como sustratos. La
existencia del sistema 1,2 dicarbonilico en este compuesto da lugar a un equilibrio ceto-

enolico con preponderancia de la forma enolica, tal como se describe en el Esquema V.2.

Esquema V.2. Equilibrio ceto enolico de 1,2-ciclohexanodiona.

Teniendo en cuenta este hecho se procedio a la preparacion de derivados esterificados de
V-1, que posteriormente fueron utilizados como nuevos sustratos para reduccion
biocatalitica.

Se sintetizaron: enol acetato de 1,2-ciclohexanodiona V-4 y enol caproato de 1,2-
ciclohexanodiona V-5, por tratamiento de V-1 con el anhidrido correspondiente en
piridina. Los productos se obtuvieron con muy buenos rendimientos y fueron

caracterizados por métodos espectroscopicos.

O
OY O\|/(CH2)4CH3
I
0] O
2-acetoxi-2-ciclohexenona (V-4) 2-hexanoiloxi-2-ciclohexenona (V-5)

Alternativamente, se intento también una acilacion enzimatica de la 1,2-ciclohexanodiona
empleando CAL B como biocatalizador y acetato de etilo como solvente y donor de acilo,
sin que se obtuvieran resultados satisfactorios.

Se podria postular, en principio, que el enol ester (V-4 o V-5) puede ser objeto de dos
reacciones biocataliticas por parte del microorganismo: la hidrolisis y la reduccion. Si la

Rhodotorula minuta catalizara la reduccion a mayor velocidad que la hidrolisis se podria
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obtener el enol éster correspondiente de la 2-hidroxiciclohexanona (V-6 o V-7). Estos
productos podrian ser aislados del medio de reaccion e hidrolizados o bien podrian
experimentar una hidrolisis en el mismo medio de reaccion para que la obtencion de la 2-
hidroxiciclohexanona (V-8) fuera posible. Esta hidroxicetona, si bien es un intermediario
razonable en la reduccion de V-1 a V-2 y V-3, no ha podido ser detectada hasta el

momento. El Esquema V.3 muestra los procesos que se acaban de describir.

OH
Aislamiento e 0]
hidrélisis ‘
OH ‘ V-8 OH
) O
©/ TR Hidrolisis
(\006\0(\ ©
o ¢ V-6: R = CHg V-8
o V-7: R = (CHp),CHs

R
\ﬂ/ Reduccién
© Ly,
V-4: R = CH, W\ * *
V-5: R = (CHy),CHs @/OH o)
Reducuon O/
e

V-1

|IIO

Esquema V.3. Posibles caminos de reaccion para los enol ésteres V-4 y V-5. Si la velocidad de hidrolisis
para V-6 o V-7 empleando Rhodotorula minuta es muy baja o nula, la hidroxicetona V-8 podria ser aislada
(caminos superiores). Una velocidad de hidrolisis mayor a la de reduccion de los enol esteres conduciria a
la obtencién de los mismos productos que en la reduccion de V-1.

Con el objeto de poner a prueba esta hipotesis, se procedio6 a ensayar la transformacion de
] P P P » S€ p Y

V-4yV-5 catalizada por Rhodotorula minuta. Las condiciones empleadas fueron las optimas

ya descriptas para la reduccion de V-1. El curso de las reacciones se sigui() por CCD y

CGL. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.3.
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Tabla V.3. Biotransformacion de los enoles acilados de 1,2-ciclohexanodiona V-4 y V-5 catalizada por

Rhodotorula minuta.

Producto V-2 Producto V-3
Sustrato Tiempo (h)
Conversion (%) ee (%) Conversion (%)
V-4 2 4 57 6
V-4 24 42 56 57
V-5 2 2 - 5
V-5 24 32 57 64

Condiciones: 33° C, solvente: agua, biomasa/sustrato = 4.

Para estas reacciones se observo que no fue posible obtener otros productos de reduccion
distintos a los obtenidos anteriormente. Tampoco se observaron cambios significativos en
la selectividad, con lo que se puede proponer que ninguno de los enoles acilados son
buenos sustratos para la reduccion en las condiciones de trabajo y que la reduccion se
produce como paso posterior a la hidrolisis de los esteres. Este hecho concuerda con
referencias encontradas sobre la reduccion de enol ésteres empleando microorganismos.22

Para la transformacion del sustrato V-5 se encontraron cantidades menores de producto

que cuando se empleo V-4. Este hecho puede deberse a una menor velocidad de hidrolisis

para el hexanoato, mas voluminoso, que para el acetato.

V.2.4. Reduccion de 1,2-cicloalcanodionas sustituidas V-9 y V-10

Con el objetivo de extender el estudio del desempefio de Rhodotorula minuta como
biocatalizador en reducciones de a-dicetonas ciclicas, se ensayaron como sustratos 3-metil-
1,2-ciclohexanodiona V-9 y 3-metil-1,2-ciclopentanodiona V-10. Al predominar en sus
formas enolicas mas estables, estos compuestos no poseen quiralidad. Una reduccion de
los mismos generara hasta tres nuevos centros asimetricos (Esquema V.4), con lo que
resulta muy interesante explorar la selectividad de un biocatalizador con estos

compuestos.
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(@) OH
OH OH
éﬂ — é(
V-9
(@) OH

Esquema V.4. Formas enolicas de 3-metil-1,2-ciclohexanodiona V-9 y 3-metil-1,2-ciclopentanodiona

V-10

V-10y generaci()n de centros asimétricos mediante la reduccion de estos compuestos.

Se probo la actividad de Rhodotorula minuta para transformar estos compuestos. Se llevaron
a cabo reacciones en agua, a 33° C y empleando una relacion de biomasa/sustrato de 4. El
curso de las reacciones se siguio por CCD sin que se detectaran productos de reaccion para
ninguno de los dos sustratos luego de 48 horas.

Estos resultados podrian explicarse en funcion del biocatalizador. La especificidad de
sustrato para alcohol deshidrogenasas de levaduras reside en el tamafio de su sitio activo.
Este es pequeno y no acepta compuestos carbonilicos demasiado voluminosos.”>”* En el
caso que hemos estado estudiando, tanto la presencia de un acilo como de un grupo metilo

han marcado la diferencia entre la aceptacion o no del sustrato.

V.2.5. Empleo de cultivo liofilizado

Para estudiar la factibilidad de utilizaciéon de Rhodotorula minuta en formas en las cuales se
pudiera conservar mas facilmente, un lote de la levadura fue dividido en dos porciones
iguales y se liofilizo una de ellas. Luego se evaluo el desempefio de ambas fracciones en la
reduccion de 1,2-ciclohexanodiona. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 33° C en agua
y su progreso fue controlado por CGL. La Tabla V.4 muestra los resultados alcanzados

luego de 24 horas de reaccion.
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Tabla V.4. Comparacion de desempeno de Rhodotorula minuta en cultivo fresco y liofilizado.

Producto V-2 Producto V-3
Cultivo
Conversion (%) ee (%) Conversion (%)
fresco 40 55 53
liofilizado® 12 54 15

* Se empleo la relacion biomasa sustrato equivalente a 4 g/mmol en cultivo fresco (0,6 g/mmol). La

suspension acuosa de la levadura se dejo agitando media hora antes de agregar el sustrato.

Como se puede observar en los resultados, la liofilizacion no resulto ventajosa desde el
punto de vista de las conversiones alcanzadas. El empleo de cultivo liofilizado produjo una

importante reduccion en la capacidad de transformacion el sustrato.

V.2.6. Condiciones dptimas

A partir de las variables estudiadas para la reduccion de 1,2-ciclohexanodiona catalizada
por celulas enteras de Rhodotorula minuta, se puede concluir que las condiciones optimas

son las siguientes:

Solvente agua
Relacion biomasa/sustrato (g/mmol) 4
Tiempo (h) 24

Tipo de cultivo fresco

V.3. Reduccion de dicetonas aciclicas

Posteriormente se estudio la aplicacion de Rhodotorula minuta en la reduccion de a-
dicetonas aciclicas utilzando tres sustratos: 2,3-butanodiona (V-11), 2,3-pentanodiona (V-

12) y 1-fenil-1,2-propanodiona (V-13).
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O O o)
2,3-butanodiona (V-11)  2,3-pentanodiona (V-12) 1-fenil-

1,2-propanodiona (V-13)

Las condiciones empleadas para las reacciones fueron las que se determinaron 6ptimas para
la reduccion de 1,2-ciclohexanodiona. El curso de las reacciones se siguio por CCD y
CGL. Los productos obtenidos fueron aislados para confirmar su identidad por metodos
espectroscopicos, CGL quiral y valores de rotacion (')ptica.9 En la reaccion de reduccion de
las a-dicetonas aciclicas se obtuvieron, ademas de los dioles, algunas a-hidroxicetonas tal

cual se muestra en el Esquema V.5.

OH
: R
e} O OH
)H‘/R [H] V-idavie @ AR
ol Q OH
V-11 a V-13 R V-19 a V-21
OH
V-17 a V-18
Compuesto R Compuesto R

V-11 metilo V-17 etilo
V-12 etilo V-18 fenilo
V-13 fenilo V-19 metilo
V-14 metilo V-20 etilo
V-15 etilo V-21 fenilo
V-16 fenilo

Esquema V.5. Reduccion de a-dicetonas aciclicas catalizada por Rhodotorula minuta.

La reduccion biocatalitica de estos sustratos rindio varios productos: las hidroxicetonas V-
14 a V-16 (hidroxicetonas tipo I), las hidroxicetonas V-17 a V-18 (hidroxicetonas tipo II)

y los a-dioles V-19 a V-21. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V.5.
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Tabla V.5. Reduccion biocatalitica de a-dicetonas aciclicas.

Tiempo Hidroxicetona tipoI*  Hidroxicetona tipo II * a-diol
Sustrato
(h) Conv. (%)  ee(%)  Conv.(%)  ee(%)  Conv.(%)  ed (%)
V-11 2 V-14(39) 99 L V-19(58) 33
V-12 2 V-15(57) 97 V-17(28) 95 V-20(14) 40
V-13 2 V-16(82) 99 - - V-21(15) 95
V-11 24 - - - V-19(91) 85
V-12 24 - - - - V-20(88) 77
V-13 24 V-16(5) 97 - - V-21(82) 95

* la clasificacion indica la regioselectividad en la reduccion con respecto al sustituyente R.
” para la reduccion de V-8, la reduccion de cualquiera de los dos carbonilos resulta equivalente.

Se observo que para la reduccion de las a-dicetonas aciclicas la estereoselectividad fue
mucho mas elevada que para la reduccion de 1,2-ciclohexanodiona, obteniéndose siempre
mayoritariamente los alcoholes de configuracion S. En todos los casos se observo una
selectividad bastante marcada hacia la obtencion de alcoholes con configuracion S, de
acuerdo a la regla de Prelog (Esquema V.1). Esto es valido siempre y cuando se considere
que el sustituyente que contiene al grupo hidroxilo vecino al carbonilo en posicion 3 de los
sustratos V-11, V-12 y V-13 es mas voluminoso que el sustituyente restante. Para el caso
de la reduccion de V-13 (sustituyente fenilo) esta suposicion resulta bastante dudosa, pero
los valores de rotacion optica que arrojaron las soluciones de V-21 indican que se trata casi
totalmente del diol con configuracion §,S.

Para la obtencion de los dioles V-19 y V-20, la estercoselectividad parece aumentar con el
tiempo. Este hecho puede deberse a la participacion de reductasas de variada
estereoselectividad en el segundo paso de reduccion, cuya participacion puede ir
progresivamente disminuyendo, ya sea por inactivacion o por efectos de concentracion. El
diol V-21, en cambio, puede obtenerse con la misma selectividad sin importar el tiempo
de reaccion. En este caso el nimero de enzimas participantes en la biotransformacion
puede quedar reducido por efectos estéricos con un sustrato mas voluminoso.

La estereoselectividad en la obtencion de hidroxicetonas fue alta independientemente del
tiempo de reaccion, a diferencia de lo encontrado para los dioles. En cuanto a la

regioselectividad, se pudo observar que aumentaba conforme al incremento en el tamano
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del sustrato. La levadura parece tener preferencia a reducir primero el carbonilo unido al
sustituyente menos voluminoso.

Al considerar los trabajos previos en los cuales se practico la reduccion de V-12 catalizada
por microorganismos, ha sido posible tanto la obtencion de V-20’ como la de su
diasterémero (25,3R)-2,3-pentanodiol .

Cabe mencionar que en la reduccion biocatalitica de dicetonas aciclicas, a diferencia de lo
ocurrido con 1,2-ciclohexanodiona, las a-hidroxicetonas correspondientes pudieron ser

obtenidas con regioselectividades moderadas a  muy buenas y excelente

estereoselectividad.

V.4. Conclusion

En esta seccion del presente trabajo de tesis se han sometido algunas a-dicetonas a
reacciones de biotransformacion empleando c¢lulas enteras de Rhodotorula minuta como
biocatalizador.

Primeramente se optimizaron las condiciones experimentales para la reduccion de 1,2-
ciclohexanodiona. Se produjo la reduccion de la misma directamente a 1,2-
ciclohexanodiol con esterecoselectividad moderada, sin que se pudiera detectar la a-
hidroxicetona intermediaria.

El empleo de enol ésteres tampoco permitio la obtencion de este producto de reduccion
intermedio, ya que estos no resultaron sustratos aceptables para las deshidrogenasas de la
levadura y fueron hidrolizados como paso previo a la reduccion.

La reduccion biocatalitica de 1,2-cicloalcanodionas sustituidas no pudo ser llevada a cabo
con ¢xito. Es probable que estos sustratos sean estéricamente incompatibles con el sitio
activo de las deshidrogenasas del microorganismo.

La reduccion de a-dicetonas aciclicas procedio con una estereoselectividad mas marcada.
Para estos casos si fue posible encontrar a-hidroxicetonas como productos intermedios de
reduccion, pero no fue posible en ningn caso frenar la reduccion en este punto. La
esterecoselectividad en la obtencion de dioles fue variable con el tiempo, lo cual indicaria la
participacion de multiples enzimas en el proceso. En cuanto a la regioselectividad, esta se

vio influenciada por la naturaleza de los sustituyentes del sustrato. Cuando se empleo6
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V-13 como sustrato, siempre la reduccion ocurrio primero por reaccion sobre el
carbonilo menos impedido. Este hecho permitio la obtencion de de la hidroxicetona V-16,
un intermediario en la sintesis de productos de interés farmacologico, con muy buen

rendimiento y excelente estereoselectividad.
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VI. SINTESIS DE POLIAMIDOAMINAS LINEALES CATALIZADA
POR LIPASAS

VI.1. Introduccidon

Las poliamidoaminas conforman una familia de polimeros sinteticos biodegradables que se
caracteriza por la presencia de grupos funcionales amida y amino, siendo estos Gltimos
generalmente terciarios. El desarrollo en la sintesis de estos polimeros ha dado lugar a la
preparacion de poliamidoaminas lineales, " ramificadas’ y dendriméricas.*

Ademas de ser biodegradables, estos polimeros presentan grupos ionizables a pH
fisiologico y aceptores de puente de hidrogeno. Esta caracteristica los ha hecho atractivos
para su uso en aplicaciones de nanotecnologia y biotecnologfa.? Por ejemplo, se ha descrito
el uso de poliamidoaminas en liberacién controlada de farmacos,” disefio de vectores no
virales para terapia génica,2’6 secuestro de iones de metales pesados,7 diseno de
catalizadores™’ y desarrollo de soportes biocompatibles para crecimiento celular y
fabricacion de implantes.lo’11 Por otro lado, las poliamidoaminas son utilizadas para la
preparacion de resinas que, agregadas a la pulpa de celulosa, permiten mejorar las
propiedades mecanicas del papel que se obtiene a partir de ella."”

Para su uso como vector en terapia génica, algunas poliamidoaminas han demostrado tener
eficiencias de transfeccion comparables a lipidos cationizados como Lipofectamine®,
comercializado por InVitroGen.

Muchas de estas aplicaciones requieren el uso de estos polimeros in vivo, con lo cual se han
llevado a cabo estudios de citotoxicidad de los mismos. En general, no han demostrado
una toxicidad elevada.'® Para los dendrimeros, se encontrd que su citotoxicidad crecia con
el tamafio y la densidad de carga superficial. Sin embargo, este efecto puede depender de
los grupos funcionales especificos en la superficie, como los grupos amino primarios.14

Se ha sintetizado una gran cantidad de poliamidoaminas dendriméricas, algunas de las
cuales estan disponibles comercialmente. Este tipo de polimero es preferido por sobre los
lineales y ramificados porque, entre otras cosas, su sintesis permite un control muy
estricto de su peso molecular y su regularidad estructural. Para la sintesis de dendrimeros,

primero se elige una molécula que oficia como nticleo del polimero. Para este fin se han



128 Capitulo VI — Sintesis de poliamidoaminas lineales catalizada por lipasas

utilizado diaminas primarias, como la etilendiamina o la cisteamina, entre otras. Tambien
se han elegido compuestos polihidroxilados como nucleos de dendrimeros, como el
pentaeritritol o el inositol. El primer paso de reaccion consiste en hacer reaccionar al
nucleo con acrilato de metilo, por ejemplo, mediante una adicion de Michael exhaustiva.
El segundo paso consiste en la aminolisis de los ésteres terminales con una diamina
primaria, para generar las primeras funciones amida y ubicar grupos amino primario en los
extremos del dendrimero. Repitiendo alternadamente el primer y el segundo paso, es
posible hacer crecer y ramificar el polimero de manera controlada. El nimero de veces
que se repite la secuencia define el tamano molecular y recibe el nombre de generacion

(GO, G1, etc.), tal como se muestra en la Figura VI.1.
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Figura VI.1. Poliamidoaminas dendriméricas sintetizadas por pasos a partir de etilendiamina y acrilato de
metilo en dos pasos (GO) y cuatro pasos (G1) de sintesis.

Por otro lado, la sintesis de poliamidoaminas lineales y ramificadas puede realizarse en un
solo paso, obteniéndose polimeros mas irregulares y de peso molecular mas disperso. Esta
caracteristica conlleva la ventaja de poder introducir, aunque de manera aleatoria, una
gran variedad de funciones (amino, acido carboxilico, puentes disulfuro, cadenas
hidrofobicas, conjugados con otros polimeros o moléculas bioactivas) en una misma
molecula partiendo de una mezcla adecuada de monomeros. Usualmente se emplea un
solo tipo de reaccion, formacion de amidas o adiciones de Michael, para llevar a cabo la

polimerizacion. Para la sintesis de poliamidoaminas lineales siempre se ha empleado como
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material de partida una mezcla de bisacrilamidas con monoaminas primarias o diaminas

15,1 . . . . .
>1% 5 bien una mezcla de compuestos derivados de acidos dicarboxilicos con

.2
secundarias,
aminas secundarias sustituidas con cadenas alquilicas que poseen grupos amino primario en

sus extremos (Esquema V1.1)."”
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Esquema VI.1. Estrategias empleadas tradicionalmente en la sintesis de poliamidoaminas lineales: a)
aminolisis de derivados de compuestos dicarboxilicos, b) adicion de Michael sobre bisacrilamidas.

Es un hecho bien establecido que las enzimas son capaces de oficiar de catalizadores en la
sintesis de materiales poliméricos. La presencia de polisacaridos, poliesteres, polienos y
polifenoles en la naturaleza avala esta afirmacion. Por ejemplo, para muchos polisacaridos
naturales la ruta biosintética se encuentra bien definida, con enzimas que actian
especificamente en el ensamblaje de las unidades monomericas.

Para la sintesis enzimatica de polimeros in vitro, la realidad es bien distinta. Si bien es
posible llevar a cabo exitosamente la sintesis de muchos polimeros empleando enzimas
fuera del entorno biologico, una misma enzima es capaz de producir polimeros distintos
con gran variedad funcional y estructural.

En el caso especifico de las polimerizaciones catalizadas por lipasas, se ha podido obtener
una diversidad de poliésteres,18 poliamidas19 y polimeros acrilicos.” Cabe resaltar que en
muchos de estos casos se obtuvieron polimeros con indice de polidispersion cercano a la
unidad.

Es de particular interes el hecho de que una lipasa sea capaz de catalizar la obtencion de

polimeros acrilicos, formando enlaces carbono-carbono. Si bien este mecanismo no se
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encuentra todavia bien establecido, existen estudios mecanisticos relacionados a la
. . . . . 21

obtencion de productos de condensacion aldolica catalizada por lipasas mutantes™ en

donde se sugiere la participacion de la histidina del sitio activo y del hueco oxianion de la

enzima (Esquema VI.2).

,?\Ia 105
o CH,4
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- HO A Hueco Asp 187 O—” P Xy Hueco
Asp 1877 OIS e P N @\N H oxianion
His 224 His 224
(5 fo)
1
R\)J\Rz
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R'  OH P N @\N H oxianion
His 2247

Esquema VI.2. Mecanismo de condensacion aldolica propuesto para el compuesto carbonilico resaltado en
azul R', R* = hidrogeno o alquilo) en presencia de CAL B mutante (Ser105Ala).

Ademas de las reacciones de sustitucion sobre un acilo, se ha encontrado que las lipasas
pueden catalizar la adicion de Michael de aminas secundarias sobre acrilonitrilo® y de
bencilamina a carbonilos o, p insaturados.”®

Teniendo en cuenta la experiencia adquirida en nuestro laboratorio en reacciones de

acrilato de etilo con alcanolaminas catalizada por lipasas,zo’24

en esta seccion del presente
trabajo de tesis, se decidio poner a prueba esta capacidad catalitica polivalente de las lipasas
y estudiar los productos de reaccion de acrilato de etilo con N-metil-1,3-diaminopropano

catalizada por este tipo de enzima.
El trabajo que aqui se presenta puede dividirse en tres partes:
e Estudio de la reaccion en condiciones modelo establecidas por la experiencia
adquirida previamiente en nuestro laboratorio.
® Caracterizacion del polimero obtenido en una de las condiciones empleadas. Se
determinaron varios parametros moleculares, como la identidad de la estructura
. . . . / .
repetitiva, grupos terminales, pesos moleculares promedio e indice de

polidispersion; asi como su solubilidad y comportamiento acido-base.
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® Analisis de la influencia de diversos parametros de reaccion, como el solvente, la
concentracion, la relacion enzima/sustrato, relacion agente acilante/sustrato, el

agente acilante y fuente de la lipasa entre otros, en la obtencion del polimero.

VI1.2. Condiciones modelo

Basandose en los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, se decidio
comenzar el trabajo ensayando dos condiciones de reaccion optimizadas previamente para
la obtencion de derivados de etanolamina con acrilato de etilo. Una de ellas habia
permitido la preparacion de N-(2-hidroxietil)-acrilamida™ y la otra posibilité la obtencion
de poli[N-(2-hidroxietil)-acrilamida-co-acrilato de etilo].”’ Las condiciones empleadas se

muestran a continuacion en el Esquema V1.3,

N L O
OEt
NH [|OEt A B
| - + NN /\/OH
CH, H
' H,N
?Hz 2 \/\OH
OH
[ - -,
Condiciones A B
Solvente acetonitrilo DIPE
Temperatura 33°C
Tiempo 24 h
Enzima CALB
E/S 1
Agente acilante/Sustrato 1
Concentracion de sustrato 3IM 0,12 M

Esquema VI.3. Condiciones de reaccion iniciales empleadas para estudiar la reaccion de acrilato de etilo

con N-metil-1,3-diaminopropano.

La reaccion en la cual se empleo la concentracion mas elevada de ambos reactivos

(condiciones A) dio lugar a la obtencion de un liquido que contenia una mezcla de
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productos. El espectro de RMN 'H de la mezcla de productos en cloroformo deuterado
revelo la presencia de esteres etilicos (triplete a 1,24 ppm y cuarteto a 4,11 ppm) y amidas
secundarias (multiplete a 3,25 ppm). No se observaron sehales de protones vinilicos. Se
hallaron singuletes a 2,40 y 2,20 ppm. Estas sefiales corresponden a las resonancias de los
protones de metilo vecino a nitrogeno como sustituyente, tanto en amina secundaria (en
N-metil-1,3-diaminopropano los protones de metilo resuenan como singulete a 2,34 ppm)
como terciaria (el singulete deberia encontrarse a desplazamientos quimicos levemente
mas bajos). Si se comparan las areas de las sefales de los metilenos de éster etilico (4,11
ppm) con las de metileno vecino a amida (3,25 ppm) y las de metileno que esta
equidistante de ambos nitrogenos (1,66 ppm) vemos que la relacion es 1:1:2. Esto indica
que existe igual cantidad de funciones amida que éster, y que la mitad del N-metil-1,3-
diaminopropano reacciono para dar aductos de Michael, mientras que la otra mitad dio
producto de aminolisis.

De este analisis se obtiene como conclusion que la mezcla se compone principalmente de
aductos de Michael de acrilato de etilo y N-[3(metilamino)propil]-acrilamida con N-metil-
1,3-diaminopropano. La Figura V1.2 muestra la posible composicion cualitativa de la

mezcla.

(0] (@]
(0] ;/r
(0] OEt
N/\)k NN _

H,N N N
| H H

Figura VI.2. Mezcla de aductos de Michael producto de la reacciéon de acrilato de etilo y N-metil-1,3-
diaminopropano catalizada por CAL B en las condiciones A.

El resultado obtenido empleando las condiciones B fue bien diferente. Luego de 24 horas
se encontro que de la solucion de reaccion se habia separado un aceite muy viscoso,
adherido a las paredes de vidrio del recipiente reaccion y reteniendo las particulas del

biocatalizador. Se separ6 el sobrenadante y el aceite mencionado se disolvio en una mezcla
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de cloroformo:etanol 2:1 y se filtro para separarlo de la enzima. Se evaporo el solvente y
se obtuvo nuevamente el aceite viscoso libre de la enzima.

Durante la operacion de filtracion de la enzima se observo que las soluciones del producto
eran tixotropicas. Fue por ello que se acelero la operacion de filtrado evitando que la
solucion se estancara en el embudo. Este hecho permite, en principio, postular la

existencia de un producto polimérico o que forma agregados estables en solucion.

VI1.3. Caracterizacion del producto obtenido en las condiciones B

VI.3.1. Resonancia magnética nuclear

Se realizaron espectros de RMN 'H y BC del producto en agua. Se observaron senales
anchas en el espectro protonico.

El espectro protonico de la Figura V1.3 muestra un multiplete a aproximadamente 1,6
ppm. Esta senal evidencia al metileno en la posicion central de la cadena que une ambos
nitrogenos. Tambicn se observa un grupo de sefales que no se encuentran completamente
resueltas entre 2,2 y 3 ppm. Entre ellas se distingue el singulete correspondiente a los
metilos que sustituyen uno de los nitrogenos a 2,2 ppm. A 3,2 ppm aparece un multiplete

que corresponde a uno de los metilenos unidos a nitrégeno.
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Figura VI.3. Espectro RMN 'H del producto obtenido en las condiciones B.
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Este corrimiento a campos mas bajos con respecto a las sehales de metileno vecino a
nitrogeno en la diamina empleada como nucleofilo, evidencia que se ha formado una
amida a partir de, al menos uno de los dos grupos amino. La diferencia en desplazamiento
quimico con la senal correspondiente al metilo nuestra que en la reaccion de amino6lisis del
acrilato de etilo empleando esta diamina ha participado selectivamente el grupo amino
primario. En nuestro laboratorio se han practicado reacciones de aminolisis de otro eéster
empleando la misma diamina, obteniéndose la misma selectividad que se observo en este
caso.”

Otro hecho es que no se encontraron sefiales asignables a protones vinilicos, a partir de lo
cual se puede inferir que los dobles enlaces carbono-carbono del sustrato han reaccionado,
presumiblemente mediante una adicion de Michael. La adicion de Michael explica no solo
la desaparicion de las senales vinilicas, sino tambien que los nuevos metilenos generados a
partir del acrilato se encuentren entre 2,2 y 3 ppm: uno de ellos vecino a un grupo
carbonilo y el otro vecino a un grupo amino. Ademas se observaron dos senales de baja
intensidad con respecto a las demas: un triplete a 1,2 ppm y un cuarteto a 3,6 ppm. Este
hecho indica la presencia de unidades de etoxido, presumiblemente en forma de aductos
de Michael. Considerando la hipotesis de la formacion de un producto polimeérico, estos
grupos etoxido bien pueden indicar los extremos de las cadenas. La relacion de areas entre
el multiplete a 1,6 ppm y el cuarteto a 3,6 ppm es de 17. Las relaciones de area de las
demas senales con respecto a la primera son de aproximadamente 4,5 para el grupo de
sefiales entre 2,2 y 3 ppm y de 1 para la sefial a 3,2 ppm.

El espectro de RMN "C del producto obtenido presenta 7 sefiales: 26,7; 33,5; 37,2;
41,4; 53,7; 54,7 y 172,5 ppm. Esta cantidad de sefales es igual a la suma del namero de
carbonos provenientes la funcion acrilica y de la diamina empleada, lo cual da cuenta de
que la estructura del producto es altamente regular. Tambien en este caso se pudo
verificar la ausencia de senales vinilicas.

Se realizo un espectro DEPT 135 en el que se puede observar que solo la senal a 41,4 ppm
es positiva, mientras que las demas son negativas (a excepcion de la sefial a 172,5 ppm que
no aparece por tratarse de un carbono cuaternario). Este hecho permitio identificar al
carbono que corresponde al grupo metilo, ademas de proveer informacion para descartar

una estructura del poliacrilamida para el producto (Figura VI1.4).
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La confeccion de espectros de correlacion bidimensionales COSY, HSQC y HMBC
permitio realizar la asignacion completa del producto. A partir de estos resultados se
puede proponer la estructura del mismo como una poliamidoamina lineal, tal como se

muestra en la estructura de Figura V1.5 (VI-1).
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Figura VI.4. Espectro DEPT 135 del producto obtenido.
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Figura VI.5. Estructura repetitiva propuesta para el producto VI-1 obtenido en las condiciones B, junto
con las asignaciones de las sefiales de RMN 'H y "’C realizadas mediante correlaciones con espectros
bidimensionales COSY, HSQC y HMBC.
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La estructura propuesta muestra la alta regularidad observada por RMN. Ademas, sugiere
que ambas reacciones, tanto la aminolisis del éster como la formacion del aducto de
Michael por parte de la amina fueron altamente regioselectivas. El grupo amino primario
de la diamina solamente participo en la formacion de la amida mientras que el grupo
amino secundario actu6 como nucleéfilo exclusivamente en la reaccion de adicion de

Michael.

V1.3.2. Curva de titulacién, pH y solubilidad

El aceite es muy soluble en mezclas de cloroformo y metanol o etanol. Es parcialmente
soluble en cloroformo y en agua. La solucion acuosa del compuesto al 1%, concentracion a
la cual es completamente soluble en agua, tiene un pH de 9,5.

Se realizo la titulacion potenciometrica con acido clorhidrico 0,1 N para obtener el peso
equivalente. Este ensayo arrojo un valor de peso equivalente de 142 g. La Figura V1.6

muestra la curva de titulacion.

W {ml)

Figura VI.6. Curva de titulacion del producto obtenido.
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Esta curva describe el estado de protonacion del polimero en solucion acuosa en funcion
del pH. Se puede observar que el pH desciende linealmente con el agregado de titulante
en un rango amplio de pH (entre 9,5 y 6). Este fenomeno se debe seguramente a que no
todos los grupos amino son igualmente accesibles al solvente, de modo que no es posible
definir una tnica constante de equilibrio que describa el comportamiento acido-base del
producto obtenido. Sin embargo, es posible afirmar que a pH 7,8 la mitad de los grupos

amino se encuentra protonado.

V1.3.3. Espectroscopia infrarroja

El espectro infrarrojo del producto fue realizado en film y se muestra a continuacion en la

Figura Vi.7.

.
Vep0)

W

-
T

YeTransmitancia

N
0
FE 9l —==

=
=2
o>

B M T S L o S S e o e A S e B e Tl e e e T e A e T T e N R S e T = e ] —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numere de onda (cm-1)

Figura VI.7. Espectro FT-IR de la poliamidoamina obtenida.

Se observaron bandas caracteristicas de amida secundaria. El espectro presenta bandas

correspondientes a este grupo funcional a 3278, 1647 y 1560 cm™.
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VI.3.4. Espectrometria de masa UV-MALDI-TOF

Con el objeto de determinar el peso molecular de la poliamidoamina obtenida se
efectuaron espectros de masa utilizando la tecnica UV-MALDI-TOF,.

Los experimentos de espectrometria de masa fueron realizados empleando varias matrices,
entre ellas norharmano (norHo), acido gentisico (GA), mezclas de norHo y GA, 2°,47,6’-
trihidroxiacetofenona (THAP) y nanotubos de carbono (CNT). Se realizaron
experimentos tanto en modo positivo como negativo.

A continuacion se describiran las metodologias empleadas para la interpretacion de los

resultados. Luego se mostrara el analisis de los espectros obtenidos con estas herramientas.
VI1.3.4.1. Elucidacion de grupos terminales

La relacion masa/ carga de una determinada sefal en un espectro UV-MALDI-TOF puede

expresarse como indica la Ecuacion VI.1:

RY+R?+56,03+n-142,11+m-A+x-B (VI.1)
m/z = .

Donde m/z representa el valor de masa/carga para un determinado ion expresando las
masas monoisotopicas en Dalton y las cargas en unidades de carga elemental. R’ y R’ son
las masas de los grupos terminales sefalados en la Figura VI.5; 56,03 es la masa de los dos
metilenos y el grupo carbonilo que conectan a la estructura repetitiva con R% 142,11 es la
masa de la unidad repetitiva; A corresponde a la masa de moléculas de solvente o matriz
que puedan estar formando agregados; B a la masa de algin ion asociado a/o disociado de
la molécula analizada que le confiera carga (generalmente H', pero también puede ser Na*
o K" en modo positivo) y ¢ es la carga del i6n en unidades de carga elemental. Las
magnitudes n y m son numeros naturales, mientras que x puede tomar los valores -1, 0 o 1.

La Figura V1.8 muestra el analisis de una manera mas grafica.



Resultados y discusion 139

- ~d
142,11 96,03
Al O
e B
x H" (Na* o K%)
0 R?
R1 NN
H | m (solvente o matriz)
n

Figura VI.8. Contribuciones a la relacion masa/carga de los iones observados.

La ecuacion expuesta permite calcular la relacion masa/carga de un ion de composicion
determinada y comparar con los resultados experimentales. Teniendo en cuenta la
informacion proveniente del analisis del compuesto por RMN, que sugiere una unidad
repetitiva regular, y las bases quimicas de las reacciones que llevaron a la formacion del

producto, es posible postular un niimero acotado de funciones terminales R' y R’

VI1.3.4.2. Distribucidén de pesos moleculares

La gran mayoria de los polimeros sintéticos (con excepcion de los dendrimeros u otros
polimeros que hayan sido sintetizados agregando un tnico bloque o un niimero definido de
bloques moleculares por operacion) no poseen un peso molecular definido, sino se
componen de poblaciones de moléculas de diferentes pesos moleculares. Por lo tanto, es
de esperar que el espectro de masa de un polimero conste de varios picos de diferente
relacion masa/carga. La distribucion que exista en sus intensidades relativas (que resultan
proporcionales a la abundancia relativa de cada especie) y sus valores de m/z determinaran
los valores de los pesos moleculares promedio y cuan homogéneas son las poblaciones
moleculares del polimero en lo que respecta a su peso molecular.

El promedio de pesos moleculares puede determinarse de varias maneras. Existen varias
magnitudes que pueden emplearse para obtener estimaciones, tales como el peso
molecular promedio en niimero (M,), el peso molecular promedio en peso (M,), el peso
molecular promedio en viscosidad (M,) y el peso molecular promedio Z (M,). El peso
molecular promedio en nlimero es la relacion entre la suma total de pesos moleculares y el

numero total de moleculas, que puede calcularse segtin la Ecuacion V1.2.
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o TN M, (V1.2)

Donde N, representa el nimero de moleculas i, cuyo peso molecular es M. N, se puede
estimar como la intensidad relativa de la senal de m/z = M,/q.

El peso molecular promedio en peso, en cambio, resulta de comparar la suma de los pesos
moleculares pesados por su peso molecular con la suma total de pesos moleculares. Esta

magnitud puede calcularse mediante la Ecuacion VI.3.

— . N; - M? (VL.3)
YoLiN e M

Finalmente, es posible comparar ambos valores en una magnitud que se conoce como

indice de polidispersion (PDI) que puede calcularse como indica la Ecuacion VI.4.

' (VLL4)

=)

S

PDI =

El PDI es un indicativo de la homogeneidad y amplitud de distribucion de los pesos
moleculares de un polimero. Un indice de polidispersion cercano a la unidad es
caracteristico de polimeros con una distribucion de pesos moleculares homogenea y

acotada en un rango de pesos moleculares pequefio.

VI.3.4.3. Experimentos llevados a cabo con dcido gentisico como matriz

Al emplear acido gentisico como matriz en modo positivo, se observo un peine en el cual
los picos estaban separados unas 71 unidades aproximadamente. Las intensidades de los
picos presentaban una distribucion en forma de campana con un maximo a 1396, tal como

se muestra en la Figura VI.9.
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Figura VI.9. Espectro UV-MALDI-TOF de la poliamidoamina VI-1. Modo positivo, matriz:
acido gentisico.

El primer hecho que result6 llamativo en esta distribucion fue la distancia entre picos. Si la
masa de la unidad repetitiva propuesta era 142,11; ;por que la diferencia de masa entre
picos era aproximadamente la mitad? Si se tratara de iones doblemente cargados, hubiera
sido posible ver tambien otra distribucion correspondiente a los iones con una tnica carga
y duplicando el valor de m/z de los primeros. Se repitieron los experimentos empleando
diferentes potencias de radiacion laser observandose el mismo perfil. EI modo negativo no
permitio ver iones en este caso. Como consecuencia, es mas logico pensar que los iones
tienen carga unitaria y existen dos distribuciones superpuestas (con distintos R' y/o R?).
La identidad de los posibles grupos terminales se puede acotar en funcion de la quimica de
la reaccion y los reactivos empleados. Por ejemplo, R' debe ser un nucleofilo que forme
un aducto de Michael terminal. Del analisis por RMN se observo claramente que uno de
ellos debia ser el etanol liberado en la reacciéon de amindlisis del éster. El cuarteto a 3,6
ppm indica que existe un grupo etoxido unido mediante una union ¢ter. De este modo, se
puede asignar un valor de masa de 45,03 Da a R’ en la Ecuacion VI.1.

La diamina como posible aducto de Michael terminal no puede ser descartada. El grupo
terminal amino no se observa tan claramente en el RMN protonico como el etoxido,
debido a que las sehales correspondientes a este grupo terminal estan superpuestas con

aquellas de la unidad repetitiva. De hecho, ¢l area de la sefal a 1,6 ppm es ligeramente
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mayor al area de la sefial a 3,2 ppm (Figura VI.5, pagina 135). La primera corresponde a
los hidrogenos del metileno central entre los dos nitrogenos, tanto en la estructura
repetitiva como en un aducto de Michael terminal; mientras que la tltima se asigno a los
hidrogenos del metileno vecino al nitrogeno de amida, funcion que no esta presente en R'.
Este resultado apoya la hipotesis sobre la presencia de aductos de Michael terminales con
la diamina. Si este es el caso, R’ debe ser igual a la masa monoisotopica de N-metil-1,3-
diaminopropano menos la masa de un hidrogeno: 87,09.

En cuanto al sustituyente sobre el acilo terminal, R?, hay que considerar tres posibilidades:

® El éster etilico, proveniente de una reaccion de Michael sobre una

molécula de acrilato de etilo, queda inalterado (R’ = 45,03)

® Se produjo la aminolisis, pero el grupo amino secundario libre no participa
en una reaccion de Michael, quedando una aminoamida terminal (R’ =
87,09)
® La presencia de agua en pequenas cantidades produce la hidrolisis del ester
etilico para generar un carboxilo terminal (R’ = 17,00)
La primera posibilidad puede ser descartada, en virtud de que no se observo en el espectro
de RMN protonico ninglin cuarteto a desplazamientos quimicos mayores a 4 ppm. Las
otras dos posibilidades deberan ser tenidas en cuenta para los calculos.

La Tabla V1.1 muestra las cuatro posibilidades para las combinaciones de grupos terminales

R'y R

Tabla VI.1. Posibles combinaciones de grupos terminales para la poliamidoamina VI-1.

Combinacion R' R’ R’ R’
1 -OEt -NH(CH,),NHCH, 45,03 87,09
2 -OEt -OH 45,03 17,00
3 -N(CH,)((CH,);NH,) -NH(CH,),NHCH, 87,09 87,09
4 -N(CH,)((CH,);NH,) -OH 87,09 17,00

A partir de las combinaciones descritas es posible calcular el peso molecular de cada una

de ellas en funcion del niimero de unidades repetitivas n utilizando la Ecuacion V1.1,
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fijando m y x igual a cero. A modo de ejemplo, en la Tabla V1.2 se muestran las masas

calculadas hasta n igual a 9.

Tabla VI.2. Pesos moleculares calculados para VI-1 en funcion de n (0-9) e identidad de grupos

terminales.
Combinacidon
n
1 2 3 4

0 188,15 118,06 230,21 160,12
1 330,26 260,17 372,32 302,23
2 472,37 402,28 514,43 444,34
3 614,48 544,39 656,54 586,45
4 756,59 686,50 798,65 728,56
5 898,70 828,61 940,76 870,67
6 1040,81 970,72 1082,87 1012,78
7 1182,92 1112,83 122498 1154,89
8 1325,03 1254,94 1367,09 1297,00
9 1467,14 1397,05 1509,20 1439,11

Si se observan los valores calculados, se puede ver que para un determinado niimero de
unidades repetitivas la diferencia de peso molecular entre las combinaciones 1y 2 es de
70,09 Da. Lo mismo sucede con las diferencias de peso molecular entre las combinaciones
3y 4, ya que la misma surge del reemplazo de la funcion terminal R? entre las dos posibles
(aminoamida o acido carboxilico).

De este modo, la diferencia de m/z entre los picos consecutivos en los resultados
experimentales de la Figura V1.9 puede explicarse por la presencia de un grupo R' fijo y un
grupo R? alternante entre pico y pico.

Las combinaciones 1y 2 (R' = etéxido) se ajustan a los datos experimentales. En la Figura
V.10 se muestran las series alternantes coloreadas, junto con las estructuras que
corresponden a las combinaciones 1 y 2. En la Tabla V1.3 se comparan los valores de m/z
experimentales con los calculados para [M+H]". El valor de m/z de [M+H]" para cada
valor de n se puede obtener mediante la Ecuacion VI.1, tomando m igual a cero, x igual a

1, giguala 1y Biguala 1,01.
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Figura VI.10. Asignaciones para el espectro UV-MALDI-TOF de la poliamidoamina VI-1 (modo
positivo, matriz: acido gentisico). Se muestran las sehales con R’ = -NH(CH,);NHCH; (verde)
diferenciadas de aquellas que corresponden a R* = -OH (violeta). En ambos casos R' = -OEt.



Tabla VI.3. Valores de m/z experimentales y calculados para la poliamidoamina VI-1 (R' = etoxido).

m/z n R m/z diferencia m/z n R m/z diferencia
experimental calculado experimental calculado
683,25 4 carboxilo 687,51 -4,26 1611,73 10 aminoamida 1610,26 1,47
754,88 4 aminoamida 757,60 -2,72 1682,50 11 carboxilo 1682,28 0,22
825,92 5 carboxilo 829,62 -3,70 1754,28 11 aminoamida 1752,37 1,91
898,93 5 aminoamida 899,71 -0,78 1827,67 12 carboxilo 1824,39 3,28
969,98 6 carboxilo 971,73 -1,75 1894,56 12 aminoamida 1894 ,48 0,08
1041,03 6 aminoamida 1041,82 -0,79 1967,29 13 carboxilo 1966,50 0,79
1111,64 7 carboxilo 1113,84 -2,20 2041,17 13 aminoamida 2036,59 4,58
1183,54 7 aminoamida 1183,93 -0,39 2117,02 14 carboxilo 2108,61 8,41
1253,25 8 carboxilo 1255,95 -2,70 2180,28 14 aminoamida 2178,70 1,58
1327,83 8 aminoamida 1326,04 1,79 2250,94 15 carboxilo 2250,72 0,22
1396,07 9 carboxilo 1398,06 -1,99 232274 15 aminoamida 2320,81 1,93
1468,97 9 aminoamida 1468,15 0,82 2386,14 16 carboxilo 2392,83 -6,69
1541,74 10 carboxilo 1540,17 1,57 2462,72 16 aminoamida 2462,92 20,20
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Como se ha visto, esta aproximacion ha permitido identificar los grupos funcionales
terminales presentes en la muestra analizada. Tambié¢n es posible realizar estimaciones de
peso molecular promedio y calcular el indice de polidispersion utilizando las ecuaciones
descritas en la Seccion VI.3.4.2. Si tomamos las intensidades de las sefales asignadas para
cada tipo de funcionalidad terminal por separado, se pueden obtener dos valores de M,

M, y PDI como muestra la Tabla VI.4.

Tabla VI.4. Resultados de M, M, n
terminales 1 y 2.

y PDI para las poliamidoaminas con combinaciones de grupos

promedio

Combinacion 1 omedio M, M, PDI
1 9-10 1499,7 1620,6 1,08
2 9-10 1472,6 1589,0 1,08

El nimero aproximado de unidades repetitivas, obtenido a partir de datos provenientes de
la espectrometria de masa, puede correlacionarse con informacion derivada de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrogeno de la siguiente manera: si
tomamos el area de la sehal correspondiente a los hidrogenos del metileno vecino a
oxigeno del grupo etéxido presente en el extremo R' (cuarteto a 3,6 ppm) y la
comparamos con el area de la sefial de resonancia de los hidrogenos pertenecientes al
metileno que equidista entre dos nitrogenos y que proviene de la diamina empleada como
reactivo (multiplete a 1,6 ppm); la relacion entre estas deberia ser coherente con el
numero de unidades repetitivas estimado por espectrometria de masa. Para el caso de la
combinacion 1, el multiplete a 1,6 ppm corresponde a dos hidrogenos por unidad
repetitiva mas dos hidrogenos de la amidoamina terminal R’. En tal caso deberia esperarse
una relacion de areas de las sefiales mencionadas de RMN de entre 10 y 11 a 1; ya que el
cuarteto a 3,6 ppm solo correspondera a dos hidrogenos del extremo R'. Si realizamos la
misma estimacion para la combinacion 2, veremos que esta misma relacion de areas
deberia ser de entre 9 y 10 a 1; ya que en este caso el multiplete a 1,6 ppm es solo
asignable a dos hidrogenos por cada unidad repetitiva. Si suponemos la abundancia relativa

para ambas combinaciones I y 2 igual (para lo cual se debera suponer identica sensibilidad
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en el experimento de masa para las mismas), la relacion de areas entre las sefiales en RMN
mencionadas deberia ser entre 9,5 y 10,5.

Como se ha senalado anteriormente en la Seccion VI.3.1, esta relacion de areas habia sido
calculada y result6 ser de 17. Este hecho, mas alla de las diferencias en sensibilidad que

. . . ! . . /4 ~

pudieran existir entre las moleculas con diferentes grupos terminales, esta sehalando
claramente que deben existir moléculas cuya combinacion de grupos terminales no incluye
al grupo etoxido y que no pueden ser detectadas claramente por espectrometria de masa

en las condiciones empleadas.

VI.3.4.4. Experimentos llevados a cabo con norharmano como matriz

Al emplear norharmano como matriz en modo positivo, se observo un peine en el cual los
picos estaban separados unas 71 unidades aproximadamente, al igual que cuando se uso
acido gentisico. En cambio, las intensidades de los picos presentaban una distribucion en

forma de campana con un maximo a 1012, tal como se muestra en la Figura VI.11.

%int 100% = 15 msum= 773 mh] Pruﬂ\esln-ﬁﬂ é:moog.mvgﬂ
(=] o '

-

my

1157

100

B70 .35
Q42

Jur}
=]}
-

425.21
BO0 19
4225 .94
4 300.82

a0

30.76
137053

55510
1 440 .66

fi0

4151173

40

1328.70

045 .57
1115 .54
185.07

257 .02
44735 47

4007

=
401 45

0

j

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
WassiCharge

Figura VI.11. Espectro UV-MALDI-TOF de la poliamidoamina VI-1. Modo positivo, matriz:
norharmano.
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En base a los resultados obtenidos anteriormente y a las similitudes y diferencias
encontradas, se decidi6 averiguar si estas sehales podian corresponder a las combinaciones
restantes 3 y 4 sefaladas en la Tabla V1.1. En ellas, los grupos terminales R! corresponden
a la diamina N-metil-1,3-diaminopropano formando un aducto de Michael, tal como se
muestra en la Figura V1.12.

En la Figura VI.12 se muestran tambiéen las series alternantes coloreadas, junto con las
estructuras que corresponden a las combinaciones 3 y 4. En la Tabla V1.5 se comparan los
valores de m/z experimentales con los calculados para [M+H]". El valor de m/z de
[M+H]" para cada valor de n se puede obtener mediante la Ecuacién V1.1, tomando m

igual a cero, xiguala 1, giguala 1y Biguala 1,01.
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Figura VI.12. Asignaciones para el espectro UV-MALDI-TOF de la poliamidoamina VI-1 (modo
positivo, matriz: norharmano). Se muestran las sefiales con R* = -NH(CH,);NHCH; (azul) diferenciadas
de aquellas que corresponden a R* = -OH (rojo). En ambos casos R' = -NH(CH,);NHCH;.




Tabla VI.5. Valores de m/z experimentales y calculados para la poliamidoamina VI-1 (R' = -NH(CH,);NHCHj) .

m./z R’ m/z diferencia m/z n R’ m/z diferencia
experimental calculado experimental calculado
445,62 carboxilo 445 35 0,27 1370,53 8 aminoamida 1368,10 2,43
515,67 aminoamida 515,44 0,23 1440,66 9 carboxilo 1440,12 0,54
587,61 carboxilo 587,55 0,06 1511,73 9 aminoamida 1510,21 0,52
658,10 aminoamida 657,55 0,55 1584,49 10 carboxilo 1582,23 2,26
730,76 carboxilo 729,57 1,19 1651,21 10 aminoamida 1652,32 -1,11
800,19 aminoamida 799,66 0,53 1724.,76 11 carboxilo 1724,34 0,42
870,35 carboxilo 871,68 -1,33 1793,45 11 aminoamida 1794 ,43 -0,98
942,18 aminoamida 941,77 0,41 1867,82 12 carboxilo 1866,45 1,37
1011,78 carboxilo 1013,79 -2,01 1935,02 12 aminoamida 1936,54 -1,52
1082,81 aminoamida 1083,88 -1,07 2010,72 13 carboxilo 2008,56 2,16
1157,07 carboxilo 1155,90 1,17 2079,41 13 aminoamida 2078,65 0,76
1225,94 aminoamida 1225,99 -0,05 2153,33 14 carboxilo 2150,67 2,66
1300,82 carboxilo 1298,01 2,81 2220,05 14 aminoamida 2220,76 -0,71
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Como en el caso anterior, esta aproximacion ha permitido identificar los grupos
funcionales terminales presentes en la muestra analizada. Tambien fue posible realizar
estimaciones de peso molecular promedio y calcular el indice de polidispersion utilizando
las ecuaciones descritas en la Seccion VI1.3.4.2. Si tomamos nuevamente las intensidades
sefales asignadas para cada tipo de funcionalidad terminal por separado, se pueden obtener

dos valores de M,, M, y PDI como se muestra en la Tabla VI.6.

Tabla VI.6. Resultados de M,, M, y PDI para las poliamidoaminas con combinaciones de grupos terminales

3y4.
Combinacion 1 omedio M, M, PDI
3 6-7 1130,4 1249,3 1,11
4 6-7 1104,7 1230,5 1,08

VI.3.5. Aporte de la espectrometria UV-MALDI-TOF en la interpretacion del
espectro de RMN 'H

Conocidos los resultados de los experimentos UV-MALDI-TOF se decidio continuar con
el analisis del espectro de RMN 'H con el objeto de obtener informacion sobre la
abundancia relativa de las diferentes combinaciones de grupos terminales.

Se habia indicado anteriormente la presencia de senales bien distinguibles en el espectro de
RMN 'H, un triplete a 1,2 ppm y un cuarteto a 3,6 ppm, que revelaban la existencia de
grupos terminales etoxido como aductos de Michael. La relacion de areas entre el cuarteto
a 3,6 ppm y el multiplete a 1,6 ppm resulta igual a la relacion estequiometrica entre las
unidades de amina y de etoxido. Por lo observado en los espectros de masa, las unidades
de amina contribuyen tanto a la unidad repetitiva como a ambos extremos R' y R’
mientras que las unidades de etoxido solo lo hacen a los extremos R'. La relacion de areas
de las senales correspondientes en el espectro de RMN 'H de la Figura V1.3 esde 17. En la
Tabla V1.7 se muestra el nimero de unidades de amina esperado para cada combinacion
por separado en funcion de la longitud de cadena para cada combinacion de grupos

terminales.



Resultados y discusion 151

Tabla VI.7. Numero de unidades de N-metil-1,3-diaminopropano para las cuatro combinaciones de
grupos terminales identificadas en funcion del nlimero de unidades repetitivas por molécula.

Combinacion 1 2 3 4

Nimero de unidades de amina nt1 n nt+2 n+1

Definiciéon de combinaciones 1, 2, 3y 4 en la Tabla VI.1.

Dada una poblacion de moleculas de polimero con una dada proporcion de combinaciones
de grupos terminales 1, 2, 3 y 4; la relacion estequiometrica amina/etoxido presente

podra predecirse mediante la Ecuacion VI.5.

j-(mj+1)+kng+l(n+2)+m-(ny,+1) (VI 5)
j+k

amina/etoxido =

Donde j, k, I y m representan las proporciones relativas de las combinaciones 1, 2, 3y 4
respectivamente; y nj, Nk, N y nm es el nimero de unidades repetitivas para las
combinaciones indicadas por el subindice. Teniendo en cuenta que j+k+I+m=1 es posible
hacer una estimacion sobre el valor de estas magnitudes.

Al contar con 2 ecuaciones solamente sera posible acotar los valores de j+k y I+m. Para
este proposito se utilizaran los valores de longitud de cadena estimados por UV-MALDI-
TOF que figuran en la Tablas V1.4 y VI.6. El valor de jtk se maximiza tomando k y m
iguales a cero. Si consideramos nj, nk = 9y ni, nm = 6 queda j+k = 0,533. En cambio, si
tomamos j y [ iguales a cero el valor de jtk se minimiza. Considerando las mismas
longitudes de cadena que en el caso anterior queda j+k = 0,467. Teniendo en cuenta estas
dos cotas podemos afirmar que aproximadamente la mitad de las moleculas de polimero
posee un grupo etoxido como aducto de Michael terminal.

La distribucion de pesos moleculares es bastante estrecha para cada combinacion de grupos
terminales, segin se puede concluir a partir de los valores de polidispersion que son
cercanos a la unidad en todos los casos. El peso molecular del polimero puede estar
regulado por el tamafio del bolsillo donde se encuentra el sitio activo de la enzima o la
solubilidad del producto. El hecho de que aquellas moléculas con combinaciones que
presenten etoxido como aducto de Michael terminal (1 y 2) tengan mayor peso molecular

que las correspondientes a las combinaciones 3 y 4, puede explicarse por una mayor
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capacidad del etanol para difundir en el sitio activo de la enzima cuando éste esta ocupado
por el polimero en crecimiento o bien por mayor solubilidad de aquellas cadenas que
poseen etoxido terminal.

La espectrometria de masas y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
permitieron caracterizar adecuadamente al producto, permitiendo conocer su distribucion

de pesos moleculares y la funcionalidad en sus extremos.

VI1.4. Estudio de los para’metros de reaccion

VI.4.1. Efecto del solvente

Una vez caracterizado producto obtenido, se decidio estudiar los parametros involucrados
en de reaccion. Se comenzo analizando el efecto del solvente. Se evalu6 la utilizacion de
acetonitrilo, etanol, DIPE, tolueno y hexano como solventes manteniendo el resto de las
variables constante.

Al emplear acetonitrilo y etanol se obtuvieron productos de adicion de Michael como los
que se habian obtenido al emplear las condiciones A (Figura V1.2, pagina 132), mientras
que al utilizar tolueno no hubo reaccion. La reaccion llevada a cabo en hexano, al igual que
en DIPE, rindi6 como producto una poliamidoamina. La Tabla V1.8 muestra los resultados

comparativos para la caracterizacion de ambos productos de reaccion.

Tabla VI.8. Comparacion entre los productos obtenidos empleando DIPE y hexano como solvente.

Relacion

Solvente Combinacion M, M, PDI
amina/etoxido

1 1499,7 1620,6 1,08
2 1472,6 1589,0 1,08

DIPE 17
3 1130,4 1249,3 1,11
4 1104,7 1230,5 1,08

777777777777777777777777777777777777777 1 12924 13825 1,07

2 1280,2 1376,8 1,08

Hexano 31
3 874,8 972,3 1,11
4 823,8 933,8 1,13
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Como puede observarse, el empleo de hexano como solvente tiene dos consecuencias

importantes sobre el producto: una proporcion sensiblemente menor de grupos etoxido y

una disminucion del peso molecular en alrededor de 200-250 unidades de masa. En cuanto

a los rendimientos obtenidos, en ambos casos es de aproximadamente 60%, considerando
o/ . I . . 4

que la relacion estequiométrica entre ambos reactivos es 1 y que todas las moleculas de

acrilato de etilo son transformadas en amida.

V1.4.2. Fuente de la enzima

Se analizo la influencia del tipo de lipasa empleada en los productos de reaccion. Se
utilizaron cuatro enzimas de distintas fuentes: lipasa de Candida antarctica B (CAL B), lipasa
de Rhizomucor michei (LIP), lipasa de Pseudomonas sp. (PS-C) y lipasa de Candida rugosa
(CRL). Las reacciones fueron llevadas a cabo empleando DIPE y hexano como solvente
manteniendo el resto de las condiciones constante.

No se obtuvieron productos de reaccion al emplear CRL como biocatalizador y hexano
como solvente. Con DIPE como solvente se logro obtener una mezcla de aductos de
Michael similar a la que se muestra en la Figura V1.2, al igual que cuando se utilizo PS-C y
hexano. Tampoco se obtuvieron productos de reaccion al emplear PS-C combinado con
DIPE como solvente. Al utilizar LIP como biocatalizador se encontro, tanto en hexano
como en DIPE, que daba lugar mayoritariamente a la formacion de aductos de Michael,
observandose solo formacion de amida en aproximadamente un 10% (estimado por RMN
'H). En este caso se verific6 también la ausencia de sefiales vinilicas en el espectro de RMN
"H. Ademias, la relacion de areas entre la sefial del multiplete a 1,6 ppm y el cuarteto a 4,2
ppm es unitaria. Estos hechos indican la marcada selectividad que posee LIP hacia la
formacion de aductos de Michael, principalmente aquellos que poseen una relacion

estequiometrica unitaria entre la diamina y el acrilato de etilo.
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V1.4.3. Efecto de la relacién enzima/sustrato (E /S)

Continuando con el estudio de los parametros de reaccion, se llevaron a cabo reacciones
empleando diferentes relaciones enzima/sustrato entre 0,2 y 10, utilizando tanto hexano
como DIPE como solvente. La Figura VI.13 muestra la correlacion entre E/S y la relacion

amina/ etoxido.

600 -

500 -

400 -

300 -
—4—DIPE

Amina/etdxido

& 5 == hexano

100 -

E/S

Figura VI.13. Efecto de E/S en la proporcion amina/etoxido encontrada en el producto.

Se encontr6 como tendencia general al utilizar DIPE que la proporcion de amina/etoxido
aumenta con E/S. Este hecho demuestra una preferencia a la formacion de aductos de
Michael con grupos amino al aumentar la carga de catalizador. Tambi¢n se observa una
tendencia mas bien erratica al emplear E/S menores a 1. Cabe destacar que el producto es
insoluble en el medio de reaccion y se deposita principalmente en la superficie del
catalizador, dando lugar a la formacion de agregados. Si bien la agitacion se encuentra
controlada, existe una variabilidad no controlada en las condiciones en los que estos
agregados se forman, con lo que la difusion de sustratos y productos desde y hacia el
catalizador no se encuentran completamente controladas en esas condiciones.

Los espectros de RMN 'H del producto de las reacciones llevadas a cabo con E/S = 0,2

muestran la presencia de un cuarteto adicional a 4,17 ppm, lo que sugiere que la presencia
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de etoxido terminal en forma de éster etilico. El area de esta senal relativa al multiplete a
1,6 ppm es de alrededor de 4%.

El analisis de los productos por espectrometria de masa UV-MALDI-TOF muestra
también una correlacion de los pesos moleculares en funcion de E/S como muestra la

Figura VI 14.

1200

1000 —

800 -

600 -

Mn

—4—DIPE

400 - =g hexano

200

E/S

Figura VI.14. M, para la poliamidoamina con combinacion de grupos terminales 3 en
funcion de E/S.

Se pudo observar que a E/S menores a 1 los pesos moleculares son muy bajos,
probablemente debido a la agregacion de las particulas de catalizador que dificulta
sensiblemente la difusion de reactivos y productos. Excesos grandes de catalizador
producen un descenso del peso molecular del producto. Esto puede deberse a que una
mayor cantidad de enzima sea capaz de ensamblar cadenas pequefias en menor tiempo.

En los espectros UV-MALDI-TOF del producto obtenido al emplear E/S = 0,2 se
observaron sefiales asignables a una combinacion diferente a las cuatro que se describieron
anteriormente, consistente en dos unidades de etéxido como terminales R' y R’. Esta
observacion resulta consistente con la presencia de sehales de éster etilico en el espectro
de RMN 'H de este compuesto.

En cuanto a los rendimientos obtenidos trabajando con una E/S igual a 1, éstos fueron de

alrededor de 60%. Al emplear E/S mayores a 1 no se incrementd sensiblemente el
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rendimiento, en tanto que la utilizacion de E/S menores a 1 disminuyo el rendimiento

hasta valores entre 30 y 50%.

V1.4.4. Efecto de la relacion agente acilante/sustrato

A continuacion se repitieron las reacciones manteniendo constante la concentracion de
sustrato (N-metil-1,3-diaminopropano) y variando la concentracion de acrilato de etilo
entre 0,5 y 2 veces la de la diamina. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando DIPE
como solvente. La Figura VI.15 muestra la evolucion del peso molecular y la relacion
amina/etoxido encontrada en el producto en funcion de la relacion agente

acilante/sustrato.

2000
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Relacion agente acilante/sustrato

Figura VI15. M, y relacion amina/etoxido en funciébn de la relacion agente
acilante/sustrato. Para la estimacion de M, se tom6 como referencia la combinacion de

grupos terminales 3.

Se observo que al emplear relaciones agente acilante/sustrato mayores o menores a 1 la
proporcion de grupos etoxido disminuyo6. Asimismo, la intensidad relativa de las sehales
correspondientes a las combinaciones 1 y 3 (R>= -NH(CH,);NHCH,) en los espectros de

masa UV-MALDI-TOF fue mayor en estos casos.
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Al utilizar la diamina en exceso se encontro que, si bien se produjo un marcado descenso
del peso molecular para las moléculas con combinaciones de grupos terminales 1 y 2
(M, = 733,1), las combinaciones 3 y 4 (desorbidas con acido gentisico) mantuvieron sus
distribuciones alrededor de 1300 a 1400 unidades de masa.

Cuando se empleo acrilato de etilo en exceso se observo que aproximadamente la cuarta
parte de los grupos etoxido se encontraban en forma de éster. Asimismo, la distribucion
de pesos moleculares no fue sensiblemente diferente a aquella obtenida al emplear una
relacion unitaria entre la diamina y el acrilato de etilo.

En cuanto a los rendimientos alcanzados, en todos los casos fue de alrededor de 60%.

VI.4.5. Efecto del agente acilante

Se ha mencionado repetidamente la presencia de combinaciones de grupos terminales
conteniendo grupos etoxido (I y 2). Estos grupos etoxido provienen del etanol, que se
libera en el medio de reaccion tras la aminolisis de los grupos éster provenientes del
acrilato de etilo. La seleccion de un agente acilante distinto de un éster podria llevar a la
obtencion de polimeros con combinaciones de grupos terminales donde los grupos
alcoxido no estuvieran presentes. Es por ello que se llevaron a cabo reacciones en las
cuales se reemplazo el acrilato de etilo por el acido acrilico, empleando DIPE y hexano
como solventes.

Como era de esperar, el espectro RMN 'H no evidencié sefales propias del producto a
desplazamientos quimicos mayores a 3,2 ppm. Los espectros confirmaron la ausencia de
grupos etoxido, ya que al utilizar GA como matriz no se detectaron productos. Las sehales
encontradas al emplear norHo como matriz fueron de muy bajo peso molecular en ambos
casos, siendo la sefial de mayor intensidad la de m/z igual a 373 (combinacion 3, n=1)
seguida de la de m/z igual a 445 (combinacion 4, n=2). Ademas, no se observaron senales
correspondientes a un numero de unidades repetitivas mayor a 4.

Los rendimientos obtenidos en ambos casos fueron muy pobres, no alcanzandose el 30%.
Este hecho puede deberse a la escasa solubilidad que tiene el acido acrilico en ambos

solventes utilizados y la formacion de pares ionicos entre los reactivos empleados.
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VI1.4.6. Efecto del soporte de la enzima

La agregacion de las particulas de catalizador por la formacion de producto representaba
un problema para la eficiencia del proceso ya que dificulta la accesibilidad al sitio activo de
la enzima. Por otro lado, se disponia de CAL B comercial inmovilizada en dos soportes
distintos. Una de ellas es la que se comercializa bajo el nombre de Novozym®4-35 por
Novozymes®, que es la que se ha empleado por defecto en este trabajo de tesis y se
encuentra soportada en esferas macroporosas de poli(acrilato de butilo-co-acido acrilico-
co-divilinbenceno). La otra es conocida como Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo (era producida
por Roche® y su fabricacion esta discontinuada) y esta soportada sobre polipropileno.

Se procedio a evaluar comparativamente el desempeno de la Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo
frente a la Novozym®435 en la reaccion en estudio. Se llevaron a cabo reacciones en DIPE
y hexano, empleando E/S igual a 1 en todos los casos. El resto de las condiciones se
mantuvo constante.

La Tabla V1.9 muestra la relacion amina/etoxido estimada por RMN 'H y los datos de
distribucion de pesos moleculares estimada por espectrometria de masa UV-MALDI-TOF

de los productos obtenidos empleando ambos catalizadores.

Tabla VI.9. Comparacion entre los productos obtenidos empleando CAL B inmovilizada sobre diferentes

soportes.
Catalizador Relacion Combinacion M, M, PDI
amina/etoxido
1 1499,7 1620,6 1,08
) 2 1472,6 1589,0 1,08
Novozym®43 5 17
3 1130,4 1249,3 1,11
4 1104,7 1230,5 1,08
S 1 15158 l646,4 1,09
Chirazyrne®
2 1490,5 1623,2 1,09
L-2, c-f, C3, ©
3 820,7 897,4 1,09
lyo
4 802,6 891,0 1,11

Solvente: DIPE
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Se observo en primer lugar que al utilizar Chirazyme® la agregacion del biocatalizador fue
mucho menor tanto en hexano como en DIPE. Ademas, con este ultimo fue posible
incrementar el rendimiento de la poliamidoamina hasta un 80% aproximadamente.

A partir de los resultados se puede observar que las combinaciones de grupos terminales
que incluyen grupos etoxido (I y 2) mantienen su peso molecular mientras que aquellas
que no lo hacen disminuyen su peso molecular en aproximadamente 300 unidades de
masa. Los grupos etoxido no fueron detectados por RMN 'H. Sin embargo, los
experimentos de espectrometria de masa UV-MALDI-TOF mostraron una serie de senales
correspondientes a las combinaciones 1 y 2 con baja intensidad. Aparte de mejorar el
rendimiento, el empleo de CAL B soportada sobre polipropileno permitio enriquecer
notablemente el producto en dos de las cuatro combinaciones identificadas.

Ambos efectos, disminucion de proporcion de grupos etoxido y descenso relativo del peso
molecular pueden ser explicados por menor agregacion del catalizador. En estas
condiciones, la concentracion esperada de etanol y de moléculas de mayor peso molecular
cerca del catalizador es menor al no existir oclusion por formacion de agregados.

Cuando se emple6 hexano como solvente, el peso molecular del producto para las
combinaciones 3 y 4 no cambio esencialmente. Las combinaciones 1 y 2 en este caso no

pudieron ser detectadas ni por espectrometria de masa UV-MALDI-TOF ni por RMN 'H.

V1.4.7. Efecto del tiempo de reaccion

Para estudiar la influencia del tiempo de reaccion en el producto obtenido se repitieron las
reacciones empleando Chirazyme® como catalizador y hexano y DIPE como solventes
dejando proseguir la reaccion por 96 horas. No se observaron diferencias significativas en
los productos obtenidos con respecto a aquellos obtenidos tras 24 horas de reaccion. A
tiempos menores que 24 horas la reaccion no era completa, ya que era posible detectar
acrilato de etilo en la mezcla de reaccion. No obstante, un tiempo mayor de reaccion
permitio obtener la poliamidoamina de manera cuantitativa. A raiz de este resultado, se
repitio el experimento utilizando Novozym 435% obteniéndose en este caso un producto
de las mismas caracteristicas y con el mismo rendimiento que al emplear este mismo

catalizador en una reaccion de 24 horas.
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VI.4.8. Efecto de la temperatura

Con el objeto de evaluar la influencia de la temperatura de reaccion en las caracteristicas
de los productos obtenidos se llevo a cabo una reaccion empleando Chirazyme® como
catalizador y DIPE como solvente por un periodo de 24 horas a una temperatura de 55°C.
Se obtuvo también un producto liquido muy viscoso, oscurecido presumiblemente por la
presencia de productos de oxidacion de compuestos nitrogenados.

Los espectros UV-MALDI-TOF revelan la presencia de moléculas con combinaciones de
grupos terminales 3 y 4 solamente, con un peso molecular levemente mayor y ligeramente

mas polidisperso que el producto obtenido a 33°C, tal como se muestra en la Tabla V1.10.

Tabla VI.10. Pesos moleculares e indice de polidispersion para la poliamidoamina obtenidaa 33 y 55°C.

T (°C) Combinacion M, M, PDI
3 820.7 897 4 1,09
33
4 802,6 891,0 1,11
3 878.4 1010.8 115
55
4 863,9 992.5 1,15

VI.4.9. Efecto de la concentracion

Finalmente, se decidi6 averiguar el efecto que tenia una disminucion de la concentracion
de reactivos en la reaccion en estudio. Se llevaron a cabo reacciones empleando DIPE
como solvente, E/S y relaciones agente acilante/sustrato unitarias y Chirazyme® 0
Novozym® 435 como catalizadores empleando diluciones 1/10 y 1/100 de Ia
concentracion de reactivos empleada en los casos anteriores (0,12 M).

Empleando la dilucion 1/100 no se observaron productos de reaccion mientras que al
utilizar la dilucion 1/10 se pudo identificar otro producto de reaccion distinto a los
obtenidos anteriormente. El mismo pudo ser aislado e identificado como N-[3-

(metilamino)propil]acrilamida VI-2.
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V1.5. Estudio del mecanismo de la reaccion

Para que la obtencion de la poliamidoamina sea posible es necesario que la lipasa catalice
ambas reacciones: aminolisis de un éster y adicion de Michael de una amina sobre una
amida o un éster o,B insaturado. Los mecanismos de ambas reacciones por separado son
conocidos. No obstante, resulta de interes averiguar cual de estas dos reacciones ocurre
con mayor rapidez, ya que aquella que tenga mayor velocidad sera la que controle la
selectividad del proceso.

Consideremos el Esquema VI.4. El paso de iniciacion para la formacion de Ia
poliamidoamina puede ser una reaccion de aminolisis (A) o una adicion de Michael (M). Si
la velocidad relativa de formacion de aductos de Michael es superior a la formacion de
productos de aminolisis se espera que se forme rapidamente el intermediario N-(3-
aminopropil)-N-metil-B-alaninato de etilo VI-3. En cambio, una velocidad de aminolisis

superior dara lugar a la formacion preferencial de N-[3-(metilamino)propil]acrilamida

VI-2.
o)
\)J\N/\/\N/
o A H H M o
\)J\ VI-2
X OEt 0 R?
—_—
+ —>_> R1 H/\/\'il
\”/\/\NHz M A n
VI-1
o)
EtO)J\/\N/\/\NHz

VI-3
Esquema VI.4. Posibles caminos para la formacion de la poliamidoamina catalizada por CAL B.
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Para averiguar cual de estos intermediarios alcanza concentraciones mas altas se repitieron
las reacciones de polimerizacion empleando DIPE como solvente, E/S y relacion agente
acilante/sustrato unitarias, concentracion de reactivos 0,12 M, 33°C y utilizando
Chirazyme® como catalizador. Las especies en solucion fueron monitoreadas por FT-IR
durante el transcurso de la reaccion.

La banda correspondiente al estiramiento de los enlaces dobles carbono-oxigeno son bien
distinguibles entre los grupos funcionales amida y ¢éster. El espectro FT-IR de la mezcla de
reactivos en DIPE muestra una sefial intensa a 1732 ¢cm’ que puede ser asignada al acrilato
de etilo. Ademas, se pueden identificar varias bandas correspondientes a N-metil-1,3-
diaminopropano, entre ellas dos bandas de baja intensidad a 3327 y 3392 cm’!
(estiramiento de los enlaces nitrogeno-hidrogeno).

Al progresar la reaccion se observa una disminucion de la intensidad de la banda de 1732
cm’' junto con la aparicién de una nueva bandas a 1684 cm™' (estiramiento doble enlace
carbono-oxigeno de amida) En las Figuras VI.16 y VI.17 se muestra como la banda
correspondiente al carbonilo del éster disminuye en intensidad con el tiempo. La
intensidad de la banda correspondiente al carbonilo de la amida se incrementa hasta
alcanzar un maximo a las 20 horas, luego de lo cual comienza a disminuir hasta su

desaparicion total a las 72 horas.

0,14 T
0,12
0,10 -
0,08

0,06 - ——1684 cm-1

Absrobancia

0,04 —l=1722 cm-1

0,02 -

0,00 T T -
0 20 40 60

Tiempo (h)

Figura VI.16. Evolucion de la absorbancia de las bandas con maximo a 1684 y 1732 cm' detectadas en
solucion durante el progreso de la reaccion.
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Figura VI.17. Ampliacion de los espectros FT-IR a distintos tiempos superpuestos del

sobrenadante de reaccion entre 1650 y 1770 cm’.

Mientras estos cambios tienen lugar en la zona del espectro correspondiente a los

estiramientos de dobles enlaces carbono-oxigeno, se puede observar también una variacion

en la zona de 3100-3600 cm™'. Las bandas de 3327 y 3392 cm”! de la diamina van dejando

lugar a 2 nuevas bandas a 3336 y 3493 cm' (Figura V1.18).
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Figura VI.18. Ampliacion de los espectros FT-IR a distintos tiempos superpuestos del

sobrenadante de reaccion entre 3100 y 3600 cm’.



164 Capitulo VI — Sintesis de poliamidoaminas lineales catalizada por lipasas

Las bandas observadas en el tiempo sugieren la presencia de amida en solucion. La banda a
1684 cm™' muestra dos etapas: inicialmente se forma rapidamente la amida a partir del
acrilato de etilo. A partir de las 20 horas de reaccion la velocidad de desaparicion de la
amida soluble, para dar aductos de Michael insolubles supera a su velocidad de formacion y
entonces su concentracion en soluciéon comienza a disminuir.

Ademas se pudo determinar que, durante las primeras 48 horas, la inversa del maximo de
absorbancia a 1732 cm es directamente proporcional al tiempo de reaccién (Figura

VI.19).
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Figura VI.19. Dependencia lineal de la inversa de la absorbancia a 1732 cm”! con el tiempo.

Este resultado es consistente con un mecanismo en el cual la velocidad de reaccion tiene
una dependencia de primer orden con la concentracion de cada uno de los reactivos,
considerando que los dos mantienen la misma concentracion relativa con el avance de la
reaccion.

En este contexto es posible plantear un mecanismo de reaccion en el cual, en un primer
paso, se forma exclusivamente la amida VI-2, que es la unidad monomerica. La elongacion
de la cadena se produce a traves de la adicion de Michael de estas unidades. El Esquema

V1.5 ilustra estas observaciones.
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Esquema VI.5. Mecanismo de reaccion para la obtencion de la poliamidoamina VI-1.

A partir de estas observaciones es posible concluir que la enzima cataliza la reaccion de
aminolisis (A) con anterioridad a la adicion de Michael (M). Experimentos llevados a cabo
en ausencia de enzima demuestran la participacion de la misma en ambas reacciones. Es
interesante observar que la homogeneidad de la cadena de la poliamidoamina VI-1 es
consecuencia de la selectividad con la que proceden ambas reacciones involucradas: la

aminolisis y la adicion de Michael.
VI1.6. Conclusidon

En esta parte del trabajo de tesis se ha desarrollado una metodologia para la sintesis de una
poliamidoamina lineal catalizada por CAL B, a partir de acrilato de etilo y N-metil-1,3-
diaminopropano.

La caracterizacion del producto de reaccion requirio la combinacion de las espectroscopias
FT-IR y RMN vy la espectrometria de masa UV-MALDI-TOF. Las primeras brindaron
informacion principalmente sobre la identidad de la unidad repetitiva mientras que a partir
de la informacion provista por la espectrometria de masa se pudo identificar a los grupos
terminales, asi como obtener datos sobre pesos moleculares y su distribucion.

En cuanto a las condiciones de reaccion empleadas, se observo que la concentracion vy el
solvente empleados son de gran importancia, no solo para garantizar que ambas reacciones
ocurran, sino tambie¢n que lo hagan en la secuencia tal que permita la formacion de un
producto de elevada regularidad estructural. Se observo que concentraciones de reactivos
altas tienden a dar principalmente productos de adicion de Michael de una manera poco
selectiva, por lo que no resulta posible obtener el polimero en estas condiciones. A
concentraciones bajas, en cambio, la adicion de Michael es extremadamente lenta, por lo

que fue posible obtener la acrilamida VI-2. A la concentracion en la cual fue posible
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obtener la poliamidoamina VI-1, la reaccion de adicion de Michael es altamente selectiva
para el producto de aminolisis VI-2 y sus dimeros, trimeros, etc.; haciendo posible la
formacion de una estructura repetitiva altamente regular. La eleccion del soporte del
catalizador jugo un rol fundamental a la hora de maximizar el rendimiento y obtener
preferentemente combinaciones de grupos terminales sin etoxido.

El seguimiento de la reaccion por FT-IR mostro que la polimerizacion se producia a partir
de la acrilamida VI-2 que se formaba por aminolisis del acrilato de etilo por parte de N-
metil-1,3-diaminopropano. Este hecho permite explicar la alta regularidad estructural
encontrada en el producto.

Este trabajo posibilito la sintesis de una poliamidoamina lineal de arquitectura novedosa y
de indice de polidispersion cercano a la unidad sacando provecho de la capacidad de CAL B
para catalizar ambas reacciones de aminolisis y adicion de Michael. Este hecho reviste
especial importancia, ya que este trabajo es el primero que utiliza la promiscuidad
enzimatica de una manera doble para la obtencion de este tipo de productos. La
participacion de la enzima en ambas reacciones queda evidenciada en dos caracteristicas
encontradas en la poliamidoamina obtenida: su alta regularidad estructural y su estrecha

distribucion de pesos moleculares.
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VII. PARTE EXPERIMENTAL

VII.1. Generalidades

VII.1.1. Solventes y reactivos

Los solventes empleados para cromatografia (en columna y capa delgada), extraccion y
recristalizacion fueron purificados por destilacion fraccionada. Los solventes empleados en
las reacciones son de pureza de grado analitico y fueron utilizados sin ningan tratamiento
adicional, salvo que se indique lo contrario.

Todos los reactivos empleados fueron utilizados sin tratamiento previo, salvo que se

indique lo contrario.

VII.1.2. Biocatalizadores

a) Lipasas

Las lipasas empleadas fueron de origen comercial en todos los casos y las especificaciones

de cada lote se detallan a continuacion:

- Lipasa de Candida antarctica A (CAL A) (Chirazyme® L-5, c-f, lyo; Roche)
Lipasa de Candida antarctica, fraccion A, liofilizada sin soporte.
Actividad determinada por la velocidad con la que cataliza la liberacion de acido butirico a

partir de tributirina en solucion reguladora de fosfatos 50 mM a pH 7,0.

Actividad: 2800 U/g

- Lipasa de Candida antarctica B (CAL B) (Chirazyme® L-2, c-f, C3, lyo; Roche)

Lipasa de Candida antarctica, fraccion B, inmovilizada sobre polipropileno.
Actividad determinada por la velocidad con la que cataliza la liberacion de acido butirico a

partir de tributirina en solucion reguladora de fosfatos 50 mM a pH 7,0.

Actividad: 6300 U/g



170 Capitulo VII — Parte experimental

- Lipasa de Candida antarctica B (CAL B) (Novozym® 435, Novozymes)
Lipasa de Candida antarctica, fraccion B, inmovilizada sobre resina acrilica macroporosa. Es
producida por el organismo huesped Aspergillus oryzae, luego de transferirle el gen que
codifica para la lipasa correspondiente.
Actividad determinada por la velocidad con la que se sintetiza laurato de propilo a partir
de acido laurico y 1-propanol (unildades de laurato de propilo, PLU*).

Actividad: 7400 PLU/g

* PLU es el acronino de Propyl Laurate Units.

- Lipasa pancreatica porcina (PPL) (tipo II, Sigma) contiene amilasa y proteasa

Lipasa de pancreas porcino liofilizada sin soporte (solido conteniendo aproximadamente
25% en peso de proteina).
Actividad determinada por la velocidad con la que cataliza la liberacion de acido graso a
partir de aceite de olivaa pH 7,7.

Actividad: 135 U/mg (masa de proteina), 44 U/mg (masa de solido)

Contenido proteico del solido (p/p): 32,6%

- Lipasa de Candida rugosa (CRL) (tipo VII, Sigma) contiene lactosa

Lipasa de Candida rugosa liofilizada sin soporte.
Actividad determinada por la velocidad con la que cataliza la liberacion de acido graso a
partir de aceite de olivaa pH 7,7.

Actividad: 1170 U/mg (masa de solido)

- Lipasa de Rhizomucor miehei (LIP) (Lipozyme® RM IM, Novozymes)

Lipasa de cepa seleccionada de Rhizomucor miehei inmovilizada sobre resina de intercambio
anionico.

Actividad determinada por la velocidad de incorporacion de acido palmitico en trioleina a
40° C. (unidades de transtesterificacion en lote, BIU*).

Actividad: 25 BIU/g (masa de solido)

* BIU es el acronino de Batch Interesterification Units.
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- Lipasa de Pseudomonas cepacia (PS-C, Amano)

Lipasa de Pseudomonas inmovilizada sobre particulas ceramicas.

Actividad determinada por la velocidad de hidrolisis de triacilgliceridos a pH 7,0 y 50° C
en presencia de seroalbimina bovina.

Actividad: 30 U/mg (masa de solido)

b) Células enteras

- Rhodotorula minuta (cepa 062693)

La cepa proviene del Instituto de Micologia Dr. C. Malbran (Buenos Aires, Argentina).
Esta se encuentra disponible al publico en el mencionado instituto bajo el nimero de
cultivo 062693.

Las celulas, previamente crecidas en medio Sabouraud enriquecido con 0,3% de extracto
de levadura a 28° C y 160 rpm, fueron inoculadas en el mismo medio tal que su densidad
optica inicial fuera 0,025 a 630 nm. Los cultivos asi preparados fueron incubados a 28° C
por 48 horas. Luego las celulas se recuperaron por centrifugacion (10.000 x g por 10
minutos), se lavaron con agua esteril y se centrifugaron nuevamente. Este procedimiento
fue realizado por la Dra. Patricia Cerrutti y el Dr. Miguel Galvagno del Departamento de
Ingenieria Quimica de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Buenos Aires.
Algunos lotes fueron secados por liofilizacion directa en tubos previamente enfriados a
-20° C por un periodo de 7 horas. Los lotes fueron pesados antes y despues de la
liofilizacion y conservados luego a 4° C. La liofilizacion fue realizada en un lioilizador

Labconco Lyph lock 4.5.

VII.1.3. Reactores

Todas las reacciones en las que se emplearon biocatalizadores, a excepcion de aquellas que
se realizaron a reflujo, se llevaron a cabo dentro de erlenmeyers tapados en un agitador
orbital termostatizado a 30-55° C INNOVA® 4000 (New Brunswick) o bien en un

agitador orbital Sontec” (Scientifica) termostatizado a 10-55° C.
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Las reacciones en las que se empleo radiacion de microondas se llevaron a cabo en un
. R .
reactor monomodo CEM-Discover® en vaso cerrado (tubos de 10 ml de capacidad) con
. ./ 4 . . ./ . . . o/ 14 . .
agitacion magneética y refrigeracion por aire. La potencia de la radiacion esta limitada por
la temperatura maxima de operacion que se indica en cada caso.
Todas las demas reacciones se llevaron a cabo en balones con agitaci(')n magnética. En los
casos en los cuales se indica calentamiento se utilizo una plancha calefactora con bano de

aceite y condensador a reflujo refrigerado con agua.

VII.1.4. Separaciones

Métodos cromatogrdficos

Las cromatografias en columna se llevaron a cabo empleando como adsorbente silicagel
(Silicagel 60, malla 230-400, Merck). Las cromatografias en capa preparativa se realizaron
en placas de aluminio de 20 x 20 cm con silicagel (0,2 mm de espesor) (Silicagel 60F,s,,

Merck).

Centriiugaciones

Las centrifugaciones se realizaron empleando una centrifuga analitica Adams.

VII.1.5. Parte analitica

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no fueron
corregidos.

Los poderes rotatorios fueron medidos en un polarimetro Perkin-Elmer 343 empleando
una lampara de sodio (A = 589 nm) en microceldas de 1 dm de longitud a temperatura
ambiente, utilizando el solvente y la concentracion que se indica en cada caso.

Los analisis elementales (C, H, N) fueron realizados con un analizador elemental CE-440

(Exeter Analytical, Inc.) y un analizador elemental Perkin-Elmer 240 (C, H).
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a) Métodos espectroscépicos

Los espectros de absorcion infrarroja (IR) se adquirieron en un espectrofotometro Nicolet
Magna-IR 550 (FT-IR) en pelicula sobre bromuro de potasio o en solucion en el solvente
indicado empleando ventanas de bromuro de potasio con espaciador de 0,25 mm.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) se realizaron a 200,1
y 500 MHz en un espectrometro Bruker AC-200 y Bruker AM-500 respectivamente. Los
espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN "’C) se realizaron a 50,2
y 125,8 MHz en un espectrometro Bruker AC-200 y Bruker AM-500 respectivamente.
Todas las muestras se analizaron en tubos de 5 mm de diametro y los solventes empleados
se indican en cada caso.

En algunos casos se realizaron asignaciones estructurales utilizando tecnicas de RMN
bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC) utilizando un espectrometro Bruker AM-500.
Los desplazamientos quimicos para RMN 'H se expresan en todos los casos en la escala 3,
en partes por millon (ppm) con respecto a la resonancia de tetrametilsilano, empleado
como referencia interna (0,00 ppm). La multiplicidad de las sefiales de RMN 'H se
expresan en cada caso como singulete (s), singulete ancho (sa), doblete (d), doblete ancho
(da), doble doblete (dd), doble doblete ancho (dda), doble doble doble doblete (dddd),
triple doblete (td), triplete (t), cuarteto (c), doble cuarteto (dc) y multiplete (m).

Los desplazamientos quimicos de RMN BC se expresan en todos los casos en la escala §,
en partes por millon (ppm) y se emplea como estandar interno la sehal que corresponde al
solvente empleado.

Los espectros de masa de ionizacion por impacto electronico (EM-IE) se realizaron por
introduccion directa empleando los espectrometros de masa TRIO-2 VG Masslab y
Shimadzu QP-5000 a 70 eV. Los espectros de masa de ionizacion por desorcion laser
ultravioleta asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (UV-MALDI-TOF) se
obtuvieron utilizando los espectrometros de masa Shimadzu Kompact MALDI III y
Shimadzu Kompact MALDI IV equipados con una fuente laser ultravioleta de longitud de
onda de emision de 337 nm y 3 ns de ancho de pulso. Todos los espectros UV-MALDI-

TOF se realizaron en el Laboratorio de Investigacion de Bioquimica y Biofisica de Plantas
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de la Facultad de Agricultura de la Universidad Ehime, en Japon. La matriz empleada se

indica en cada caso.

b) Métodos cromatogrdficos

Las cromatografias analiticas en capa delgada se realizaron con placas de aluminio de
silicagel de 0,2 mm de espesor (Silicagel 60F,;,, Merck). Los reveladores utilizados
fueron: luz ultravioleta a 254 y 365 nm, vapores de yodo, acido sulfarico 5% v/v en
etanol, molibdato de amonio (50 g/1):sulfato cerico (1 g/1) en sulfarico acuoso 10% v/v.
En estos dos tltimos casos se empleo una pistola de aire caliente para calentar la placa en la
ultima etapa del revelado.

Las cromatografias gas-liquido (CGL) se llevaron a cabo en un cromatografo Thermo
Finnigan Focus GC asociado a la estacion de trabajo Chrom Card y dos cromatografos
Hewlett-Packard 5840A y 5890, ambos equipados con registradores Hewlett-Packard.
Los tres cromatografos contaban con detectores de ionizacion de llama (FID). En todos los
casos se empleo nitrogeno como gas portador.

En la Tabla VII.1 se detallan las columnas usadas.

Tabla VII.1. Caracteristicas de las columnas para cromatografia gas-liquido empleadas.

Denominacion de Longitud y Caracteristicas de ~ Temperatura maxima
la columna didmetro interno la fase estacionaria de operacion
ULTRA-2 25m: 0.2 mm Fenil Metil siloxano 280° C
entrecruzado 5%
CHIRALDEX G-TA 40 m; 0,32 mm y-trifluoroacetil 180° C
ciclodextrina

¢) Analisis volumétrico

Las titulaciones acido-base se realizaron empleando una bureta de 10 ml de capacidad
graduada de a 0,1 ml. El pH durante la valoracion se determino con un pHmetro marca

Hanna pH 209 (Hanna Instruments), dejando estabilizar la lectura entre cada agregado de
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titulante. El pH metro fue calibrado con dos soluciones reguladoras (pH 10,00 y pH
7,00). El reactivo titulante empleado fue una solucion de acido clorhidrico 0,1 N valorada

con carbonato de sodio por duplicado previamente al analisis.

VII.2. Sintesis enzimdtica de ésteres de 20-hidroxipregnanos

VII.2.1. Procedimiento general para la optimizacién de condiciones de reaccion

El sustrato (0,015 mmol) se disolvio en el solvente correspondiente (2 ml), junto con
cantidades variables del agente acilante indicado. La lipasa fue agregada sin ninglin
tratamiento previo y la mezcla agitada en un agitador orbital a 55° C y 200 rpm o
calentada a temperatura de ebullicion con agitacion magnetica y un condensador a reflujo
segin se indique. Las reacciones en el agitador orbital se mantuvieron por un periodo
maximo de 120 horas y las que llevaron a cabo a reflujo durante un maximo de 8 horas. El
curso de las reacciones se monitoreo por CCD (hexano:AcOEt 7:3). Una vez finalizada la
reaccion la enzima fue separada del medio por filtracion y enjuagada con diclorometano
(2x1 ml). Las fases organicas se combinaron y se evaporo el solvente a presion reducida.
La identidad y cantidad de los productos de reaccion fue estimada por RMN 'H sobre el

crudo de reaccion.

VII.2.2. Procedimiento general para la preparacion enzimdtica de derivados
acetilados de 3f,20a-dihidroxipregn-5-eno (11I-1) y 3f,20f -dihidroxipregn-5-eno
(III-Z) I11-3, 111-4, 111-15 y I11-16

El sustrato (0,15 mmol) se disolvio eter diisopropilico (20 ml), junto con acetato de vinilo
(15 mmol). La lipasa indicada (100 mg) fue agregada sin ningan tratamiento previo y la
mezcla agitada en un agitador orbital a 55°C y 200 rpm por un periodo de 72 horas. Una
vez finalizada la reaccion la enzima fue separada del medio por filtracion y enjuagada con
diclorometano (3x5 ml). Las fases organicas se combinaron y se evaporo el solvente a
presion reducida. Los productos de reaccion fueron separados por cromatografia en

columna de silicagel (hexano:AcOEt 9:1). La identificacion de los mismos, una vez
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aislados, fue realizada por RMN '"H contra datos espectroscopicos disponibles en

literatura.'

VII.2.3. Procedimiento general para la preparaciéon de los succinatos mixtos I11-17

a III-25

El sustrato (0,3 mmol) se disolvio en isooctano (40 ml), junto con el agente acilante
indicado (1 mmol para la sintesis de etilsucciniloxi derivados y 0,63 mmol para la sintesis
de bencilsucciniloxi derivados). La lipasa CAL B (500 mg) fue agregada sin ningn
tratamiento previo y la mezcla calentada a temperatura de ebullicion con agitacion
magnetica y un condensador a reflujo por un periodo de 4 horas. Una vez finalizada la
reaccion la enzima fue separada del medio por filtracion y enjuagada con diclorometano
(3x5 ml). Las fases organicas se combinaron y se evaporo el solvente a presion reducida.
Los productos de reaccion fueron separados por cromatografia en columna de silicagel
(hexano:AcOEt 9:1). La caracterizacion de los mismos, una vez aislados, fue realizada por
FT-IR, polarimetria, punto de fusion, analisis elemental de carbono e hidrogeno, RMN

'Hy "C de 200 MHz y 500 MHz, RMN de correlacion COSY, HSQC y HMBC.

3pB-Acetoxi-20p-etilsucciniloxipregn-5-eno (II1-17)

Solido blanco (60 mg, 43% rendimiento). Pf: 71-72° C. [a],”*:-25,0 (c=0,02; CHCL).
IR (film, cm™): 2945, 1732, 1375, 1244, 1163, 1035, 963, 903. RMN 'H (200,13 MHz;
CDCly): 8 0,64 (3H, s) (Me-18); 1,00 (3H, s) (Me-19); 1,13 (3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21);
1,26 (3H, t, J=7,1 Hz) (CH;, OEt); 2,03 (3H, s) (CH;, OAc); 2,59 (4H, m) (CH,,
succinico); 4,14 (2H, ¢, ]=7,1 Hz) (CH,, OEt); 4,59 (1H, m, ]=4,2 Hz) (H-3); 4,86
(1H, dc, J=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,36 (1H, dd) (H-6). RMN "C (50,32 MHz; CDCL,): &
12,3; 14,2; 19,3; 19,9; 20,9; 21,4; 24,3; 25,4, 27,7; 29,2, 29,6; 31,7; 31,8; 36,6; 36,9;
38,1; 39,1; 42,1, 50,0; 54,9; 56,0; 60,6; 73,3; 74,0; 122,4; 139,7; 170,6; 171,6; 172,3.
Analisis elemental: calculado para C,0H,O4: C 71,28%; H 9,08%. Encontrado: C
71,30%; H 9,05%.
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VII.2.4. Procedimiento de dos pasos en una sola operacion para la preparacion de

HI-17

Se disolvio III-4 (0,3 mmol) en 40 ml de isooctano, junto con etanol (2 mmol) y
anhidrido succinico (1 mmol). Se agrego CAL B (500 mg) y la mezcla se calento en un

balon a reflujo durante 4 horas. Al finalizar la reaccion se procedio como en VIIL.2.1.

20p-Etilsucciniloxi-3f3-hidroxi-pregn-5-eno (I11-18)

Solido blanco (27 mg, 21% rendimiento). Pf: 112-113°C. [o]n>:- 23,5 (c=0,02; CHCL,).
IR (film, cm™): 3264, 2936, 2360, 2342, 1732, 1449, 1377, 1163, 1054, 1022, 962.
RMN 'H (200,13 MHz; CDCL,): § 0,64 (3H, s) (Me-18); 0,99 (3H, s) (Me-19); 1,14
(3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21); 1,25 (3H, t, J]=7,1 Hz) (CH;, OEt); 2,59 (4H, m) (CH,,
succinico); 3,51 (1H, m, J=4,2 Hz) (H-3); 4,14 (2H, ¢, J=7,1 Hz) (CH,, OEt); 4,86
(1H, dc, ]=6,0; 10,5 Hz) (H-20); 5,34 (1H, dd) (H-6). RMN "*C (50,32 MHz; CDCL,): &
12,3; 14,2; 19,45 19,9; 20,9; 24,3; 25,4; 29,2; 29,6; 31,6; 31,9; 36,5; 37,2; 39,2; 42,2,
42,3; 50,1; 55,0; 56,1; 60,6; 71,7; 73,3; 122,5; 140,8; 171,65 172,3. Analisis elemental:
calculado para C,;H,,0;: C 72,61%; H 9,48%. Encontrado: C 72,45%; H 9,50%.

3p-Acetoxi- 20B-etilsucciniloxi-5aH-pregnano (111-19)

Solido blanco (59 mg, 42% rendimiento). Pf: 72-73°C. [a]y”:+14,1 (c=0,01; CHCL).
IR (film, cm™): 2939, 1732, 1375, 1244, 1035, 963, 905, 886. RMN 'H (200,13 MHz;
CDCLy): 8 0,61 (3H, s) (Me-18); 0,81 (3H, s) (Me-19); 1,15 (3H, d, ]=6,1 Hz) (Me-21);
1,26 (3H, t, ]=7,1 Hz); 2,02 (3H, s) (CH,, OAc); 2,60 (4H, m) (CH,, succinico); 3,47
(1H, m, J=4,8 Hz) (H-3); 4,16 (2H, ¢, ]=7,1 Hz) (CH,, OEt); 4,86 (1H, dc, ]=6,1;
10,5 Hz) (H-20). RMN "’C (50,32 MHz; CDCl;): § 12,2; 14,2; 19,9; 21,1; 21,5; 23,0;
24,2; 25,45 27,5; 28,5; 32,0; 34,0; 35,3; 35,5; 36,7; 38,7; 39,3; 42,4; 54,2; 55,0; 55,8;
60,6; 73,3; 73,7; 170,7; 171,6; 172,3. Analisis elemental: calculado para C,;H,,0;: C
70,99%; H 9,45%. Encontrado: C 71,06%; H 9,40%.
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3p-tert-Butildimetilsililoxi- 20-etilsucciniloxipregn-5-eno (111-20)

Solido blanco (51 mg, 38% rendimiento). Pf: 75-77°C. [a],,”*:-11,9 (¢=0,02; CHCLy). IR
(film, cm™): 2930, 2901, 2857, 1732, 1462, 1379, 1252, 1223, 1161, 1088, 961, 887.
RMN 'H (200,13 MHz; CDCL): § 0,05 (6H, s) (Me,Si); 0,63 (3H, s) (H-18); 0,88 (9H,
s) (t-BuSi); 0,98 (3H, s) (H-19); 1,14 (3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21); 1,26 (3H, t, ]=7,1
Hz); 2,58 (4H, m) (CH,, succinico); 3,47 (1H, m, ]=4,8 Hz) (H-3), 4,14 (2H, ¢, ]=7,1
Hz) (CH,, OEt); 4,85 (1H, dc, ]=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,30 (1H, dd) (H-6). RMN "*C
(50,32 MHz; CDCly): 6 -4,6; 12,3; 14,2; 18,2; 19,4; 19,9; 21,0; 24,3; 25,3; 26,0; 29,1;
29,6; 31,8; 31,9; 32,1; 36,6; 37,4; 39,2; 42,2, 42,8; 50,2; 55,0; 56,1; 60,7; 72,6; 73,3;
120,9; 141,6; 171,6; 172,3. Analisis elemental: calculado para C;;H;,O;Si: C 70,67%; H
10,06%. Encontrado: C 70,99%; H 10,13%.

20p-Etilsucciniloxipregn-4-en-3-ona (I11-21)

Solido blanco (105 mg, 72% rendimiento). Pf: 70-71°C. [0],>:+82,3 (¢=0,08; CHCL).
IR (film, cm™): 2942, 1732, 1664, 1376, 1230, 1159, 1073, 1027, 963, 864. RMN 'H
(200,13 MHz; CDCL,): § 0,66 (3H, s) (Me-18); 1,14 (3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21); 1,16
(3H, s) (Me-19); 1,25 (3H, t, J=7,1 Hz); 2,58 (4H, m) (CH,, succinico); 4,14 (2H, c,
J=7,1 Hz) (CH,, OEt); 4,86 (1H, dc, J=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,71 (1H, s) (H-4). RMN
BC (50,32 MHz; CDCL,): & 12,4; 14,2; 17,3; 19,8; 20,9; 24,2; 25,3; 29,1; 29,5; 32,0;
32,8; 33,9; 35,4; 35,6; 38,6; 39,0; 42,2; 53,8; 54,8; 55,2; 60,6; 73,1; 123,8; 171,4;
171,6; 199,6. Analisis elemental: calculado para C,;H,O5: C 72,94%; H 9,07%.
Encontrado: C 72,87%; H 9,05%.

20p-Etilsucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona (111-22)

S6lido blanco (112 mg, 77% rendimiento). Pf: 68-69°C. [a],”:+14,7 (c=0,01; CHCL,).
IR (film, cm™): 2945, 1732, 1670, 1375, 1244, 1035, 963, 903, 883. RMN 'H NMR
(200,13 MHz; CDCL): & 0,63 (3H, s) (Me-18); 0,99 (3H, s) (Me-19); 1,13 (3H, d,
J=6,1 Hz) (Me-21); 1,25 (3H, t, ]=7,1 Hz); 2,58 (4H, m) (CH,, succinico); 4,14 (2H, c,
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J=7.1 Hz) (CH,, OEt); 4,85 (1H, dc, ]=6,1; 10,5 Hz) (H-20); RMN "*C (50,32 MHz;
CDCL,): § 11,4; 12,5; 14,2; 19,8; 21,3; 24,2; 25,4; 28,9; 29,1; 29,5; 31,7; 35,2; 35,6;
38,2; 38,5; 39,2; 42,4; 44,7, 46,7; 53,8; 55,0; 55,6; 56,4; 60,6; 73,2; 171,6; 172,3;
212,0. Analisis elemental: calculado para C,;H,,0O4: C 72,61%; H 9,48%. Encontrado: C
72,84%; H 9,53%.

3,3-Etilendioxi- 20-etilsucciniloxipregn-5-eno (I11-23)

Solido blanco (41 mg, 30% rendimiento). Pf: 120-122°C. [0]7:-8,1 (¢=0,01; CHCL).
IR (film, cm™): 2939, 2888, 2845, 1730, 1431, 1377, 1313, 1244, 1173, 1153, 1101,
1089, 1029, 961, 864. RMN 'H (200,13 MHz; CDCL,): § 0,64 (3H, s) (Me-18); 1,01
(3H, s) (Me-19); 1,14 3H, d, [=6,1 Hz) (Me-21); 1,26 (3H, t, J=7,1 Hz); 1,96 (1H, m,
J=2,8 Hz); 2,11 (1H, dd, J=2,8; 14,2 Hz); 2,59 (4H, m) (CH,, succinico); 3,94 (4H,
m); 4,14 (2H, ¢, J=7,1 Hz) (CH,, OEt); 4,86 (1H, dc, J=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,34
(1H, dd) (H-6). RMN "“C (50,32 MHz; CDCL): & 2,3; 14,2; 18,9; 19,9; 20,9; 24,3;
25,4;29,2; 29,6; 31,0; 31,7; 31,7; 36,3; 36,6; 39,2; 41,8; 42,2, 49,7, 54,9, 56,1; 60,6;
64,2; 64,4; 73,3; 109,4; 122,0; 140,2; 171,65 172.3. Analisis elemental: calculado para
C,oH,,O,: C71,28%; H 9,08%. Encontrado: C 71,46%; H 9,20%.

3p-Acetoxi-20f-bencilsucciniloxipregn-5-eno (111-24)

Solido blanco (41 mg, 27% rendimiento). Pf: 57-59°C. [0],7:-22,3 (¢=0,01; CHCL,). IR
(film, cm™): 2943, 2902, 2870, 2855, 1732, 1456, 1309, 1246, 1158, 1074, 1033, 964,
737, 699. RMN 'H (200,13 MHz; CDCL,): § 0,63 (3H, s) (H-18); 1,00 (3H, s) (H-19);
1,13 (3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21); 2,03 (3H, s) (CH;, OAc ); 2,65 (4H, m) (CH,,
succinico); 4,60 (1H, m, J=4,8 Hz) (H-3); 4,86 (1H, dc, J=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,12
(1H, d, J=12,3 Hz) (H,, OCH,Bn); 5,16 (1H, d, J=12,3 Hz) (H,, OCH,Bn); 5,37 (1H,
dd) (H-6); 7,35 (5H, m). RMN "’C (50,32 MHz; CDCL,): § 12,3; 19,3; 19,8; 20,9; 21 ,4;
243; 25,4, 27,7, 29,2; 29,5; 31,7; 31,9; 36,6; 37,0; 38,0; 39,1, 42,1, 50,0; 50,9; 54,9;
56,0; 66,5; 73,3; 73,9; 122 4; 128,2; 128,5; 135,8; 139,7; 170,65 171,5; 172,2. Analisis
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elemental: calculado para C;,H,,O4: C 74,15%; H 8,42%. Encontrado: C 73,76%; H
8,64%.

3p-tert-Butildimetilsililoxi- 20-bencilsucciniloxipregn-5-eno (II1-25)

S6lido blanco (30 mg, 16% rendimiento). Pf: 59-61°C. [a,**:-12,1 (¢=0,01; CHCL,). IR
(film, cm™): 2951, 2932, 2903, 2855, 1733, 1471, 1457, 1379, 1254, 1214, 1159, 1091,
1008, 962, 888, 870, 836, 805, 774, 735, 697, 667. RMN 'H (200,13 MHz; CDCl,): §
0,06 (6H, s) (Me,Si); 0,63 (3H, s) (H-18); 0,89 (9H, s) (t-BuSi); 0,99 (3H, s) (H-19);
1,14 (3H, d, J=6,1 Hz) (Me-21); 2,64 (4H, m) (CH,, succinico); 3,47 (1H, m, ]J=4,8
Hz) (H-3); 4,85 (1H, dc, |=6,1; 10,5 Hz) (H-20); 5,12 (1H, d, J=12,3 Hz) (H,
OCH,Bn); 5,16 (1H, d, |=12,3 Hz) (H,, OCH,Bn); 5,30 (1H, dd) (H-6); 7,35 (5H, m).
RMN "C (50,32 MHz; CDCL,): § -4,6; 12,3; 18,2; 19,4; 19,9; 20,9; 24,3; 25,4; 25 9;
29,2, 29,5; 31,7; 31,9; 32,1, 36,6; 37,4; 39,2; 42,1; 42,8, 50,2; 54,9; 56,1; 66,5; 72,6;
73,3; 120,9; 128,2; 128,5; 141,6; 171,5; 172,1. Analisis elemental: calculado para
C;sHO:Si: C 73,27%; H 9,38%. Encontrado: C 73,04%; H 9,55%.

VII.2.5. Preparacion de ésteres de dcido succinico para la transtesterificacion

enzimdtica con los ZO—hidroxipregnanos III-1 a I1I-14

Hemisuccinato de etilo (111-26)

A una solucion de anhidrido succinico (10 g, 100 mmol) en piridina (20 ml) se le agrego
etanol absoluto (5,8 ml). Se dejo reaccionar la mezcla agitandose a 55° C durante una
noche y luego fue volcada sobre una mezcla de agua y hielo. Se agrego acido clorhidrico
concentrado gota a gota hasta acidez y luego se extrajo el producto con acetato de etilo
(2x20 ml). Las fases organicas se combinaron, se lavaron con agua (2x20 ml), se secaron y
se evaporaron a presion reducida. 90% de rendimiento, liquido incoloro. RMN 'H
(200,13 MHz; CDCl,): & 1,25 (3H, t); 2,65 (4H, m); 4,50 (2H, c¢). RMN "C (50,32
MHz; CDCLy): & 13,9; 28,3; 28,5; 59,4; 171,1; 172,7. Analisis elemental calculado para
CH,,0,: C 49,31%; H 6,90%. Encontrado: C 48,89%; H 6,98%.
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Succinato de dietilo (111-27)

Se disolvi6 anhidrido succinico (500 mg, 5 mmol) en 5 ml de etanol absoluto. Se agrego
CAL B (500 mg). La mezcla se dejo en agitacion por 24 horas a 55° C. La enzima fue
filtrada y lavada con diclorometano (2x10 ml). La fase organica se combin6 con el crudo y
se evaporo6 a presion reducida. El crudo se redisolvio en acetato de etilo (30 ml) y se lavo
con solucion saturada de bicarbonato de sodio (2x20 ml) y agua (2x20 ml). La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtro y se evaporo6 a presion reducida.
Liquido incoloro (766 mg, 88% de rendimiento). Propiedades fisicas y espectroscopicas
coincidentes con las reportadas previamente.” RMN 'H (200,13 MHz; CDCLy): § 1.24

(6H, 1), 2.60 (4H, s), 4.13 (4H, c).

Succinato de dibencilo (I11-29)

Se disolvio anhidrido succinico (500 mg, 5 mmol) en alcohol bencilico (1,25 ml; 10,5
mmol). Se agregd CAL B (500 mg) y la reaccion se dejo en agitacion por 48 horas a 55° C.
La enzima fue filtrada y lavada con diclorometano (2x10 ml). La fase organica se combino
con el crudo y se evaporo a presion reducida. El producto se purifico por cromatografia en
columna de silicagel (hexano:AcOEt 95:5; 0,5% acido formico). Solido blanco (0,97 g;
65% rendimiento). Pf: 38-40°C. RMN 'H (200,13 MHz; CDCL,): 8 2,72 (4H, s); 5,14
(4H, s); 7,36 (10H, s). RMN "C (50,32 MHz; CDCl,): § 29,1; 66,5; 128,2; 128,5;
172,0. Analisis elemental calculado para C,H,30,: C 72,47%; H 6,08%. Encontrado: C
72,90%; H 6,44.

Succinato mixto de bencilo y etilo (II1-30)

Se disolvio hemisuccinato de etilo (III-27) (500 mg; 3,4 mmol) junto con alcohol
bencilico (0,4 ml; 3,4 mmol), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (784 mg; 3,8 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (122 mg, 1 mmol) en 5 ml de diclorometano. La mezcla se dejo a
temperatura ambiente con agitacion magnetica durante una noche. Luego se evaporo el

solvente y la mezcla fue resuspendida en ¢ter etilico (20 ml) y filtrada. Se evaporo el



182 Capitulo VII — Parte experimental

solvente del sobrenadante y el producto fue aislado de alli por cromatografia en columna
de silicagel (hexano:AcOEt 1:1). Liquido incoloro (73% de rendimiento). RMN 'H
(200,13 MHz; CDCly): 6 1,23 (3H, t); 2,67 (4H, m); 4,12 (2H, ¢); 5,13 (2H, s); 7,34
(5H, s). RMN "C (50,32 MHz; CDCL,): & 14,1; 29,1; 60,6; 66,4; 128,1; 128,4; 172,1.
Analisis elemental calculado para C;;H;(O,: C 66,09%; H 6,83%. Encontrado: C
66,33%; H 7,03.

VII.2.6. Experimentos de modelado molecular y docking

La estructura de CAL B fue obtenida de RCSB Protein Data Bank
(http://www.rscb.org/pdb).’ Se cargd la estructura en HyperChem 7.5 y se le agregd el
grupo acilo sobre la serina 105. La geometria del complejo se ajusto segin datos
publicados en ‘bi‘bliograﬁ'a4 y se optimizo dejando la proteina estatica utilizando el metodo
AMBER incluido en el programa mencionado. La geometria de los sustratos se optimizo
en el mismo programa mediante el método semiempirico AM1.

Los experimentos de docking se realizaron usando el programa GOLD version 2.0 (CCDC,
Cambridge, UK). El radio del sitio activo se fijo en 10 angstrom y se utiliz6 el algoritmo
genctico GoldScore incluido en el programa. Para cada sustrato se obtuvieron 20
soluciones.

Las conformaciones de los complejos resultantes, tal cual se muestra como ejemplo en la

Figura III.§, fueron visualizadas en el programa VMD 1.8.5 N

VII.3. Obtencidn de derivados acilados de quinicina

VII.3.1. Reacciones de acetilacion enzimdtica de IV-1

Se disolvio quinicina (IV-1) (25 mg; 0,07 mmol) en el solvente correspondiente (10 ml) y
se agrego el agente acilante (7 mmol) si el solvente no era acetato de etilo. Se agrego la
enzima (250 mg) y se dejo proceder la reaccion a 55° C y 200 rpm. Las mismas se
controlaron por CCD (AcOEt). Una vez finalizada la reaccion la enzima fue separada del

medio por filtracion y enjuagada con diclorometano (3x2 ml). Las fases organicas se
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combinaron y se evaporo el solvente a presion reducida. Los productos de reaccion se
separaron mediante un cartucho de silica flash (primero Hexano:AcOEt 7:3 para
recuperar los productos y luego AcOEt para recuperar el producto sin reaccionar). Los
productos obtenidos se identificaron por RMN 'H y por comparacién por CCD con

muestras de identidad corroborada.

4’-acetato de quinicina (IV-2)

Se disolvio quinicina (IV-1) (25 mg; 0,07 mmol) en acetato de etilo. Se agrego CAL B
(250 mg) y la reaccion se dejo proceder a 55° C y 200 rpm por un periodo de 36 horas.
Una vez finalizada la reaccion la enzima fue separada del medio por filtracion y enjuagada
con diclorometano (3x2 ml). Las fases organicas se combinaron y se evaporo el solvente a
presion reducida. Los productos de reaccion se separaron mediante el procedimiento
descrito en el parrafo anterior. Solido vitreo (25,6 mg, 92% de rendimiento). Propiedades
fisicas coincidentes con las reportadas previamente.”” RMN "C (125,8 MHz; CDCL,): &
129,8 (C-1); 26,3 (C-2); 34,7 (C-3); 144,0 (C-4); 128,4 (C-5); 76,5 (C-6); 52,9 (C-7);
73,3 (C-8); 48,6 (C-9); 132,3 (C-10); 169,8 (C-11); 135,4 (C-12); 125,4 (C-13); 16,7
(C-14); 61,4 (C-15); 164,5 (C-1"); 138,7 (C-2"); 69,5 (C-3"); 67,3 (C-4"); 127,8 (C-5");
20,8; 171,3 (OAc en C-4").

4’,15-diacetato de quinicina (IV-3)

Se disolvio quinicina (IV-1) (40 mg; 0,11 mmol) en acetonitrilo (16 ml). Se agrego
acetato de vinilo (1 ml, 11 mmol) y CAL B (400 mg). La reaccion se dejo proceder a
55° Cy 200 rpm por un periodo de 24 horas. Una vez finalizada la reaccion la enzima fue
separada del medio por filtracion y enjuagada con diclorometano (3x2 ml). Las fases
organicas se combinaron y se evaporo el solvente a presion reducida. Los productos de
reaccion se separaron mediante cromatografia en columna de silicagel (Hexano:AcOEt
7:3). Se obtuvo IV-2 (29,8 mg; 81% de rendimiento) junto con IV-3. Solido vitreo (12,1
mg; 17% de rendimiento). Propiedades fisicas coincidentes con las reportadas

previamente.” RMN "C (125,8 MHz; CDCLy): § 129,6 (C-1); 26,1 (C-2); 34,8 (C-3);
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138,9 (C-4); 130,6 (C-5); 76,3 (C-6); 52,8 (C-7); 73,1 (C-8); 48,4 (C-9); 132,1 (C-10);
169,4 (C-11); 135,0 (C-12); 125,2 (C-13); 16,8 (C-14); 61,7 (C-15); 164,4 (C-1’);
138,6 (C-2’); 69,3 (C-3"); 67,2 (C-4); 127,8 (C-57); 20,8; 170,6 (OAc en C-15); 20,7;
171,2 (OAc en C-4).

VII.3.2. Acetilaciéon quimica de 1V-1

Triacetato de quinicina (IV-4)

Se disolvio quinicina (IV-1) (50 mg, 0,13 mmol) en 2 ml de anhidrido acético y se calento
la mezcla a 70° C por un periodo de 2 horas. Luego de esto se agregd metanol (6 ml) y se
evaporo el solvente a presion reducida. Los productos de reaccion se separaron mediante
cromatografia en columna de silicagel (Hexano:AcOEt 8:2). Se obtuvo IV-3 (46 mg, 76%
de rendimiento) y IV-4 (12 mg, 18% de rendimiento). IV-4: Propiedades fisicas
coincidentes con las reportadas previamente.8 RMN "C (125,8 MHz; CDCL,): & 129,7
(C-1); 26,3 (C-2); 35,0 (C-3); 138,9 (C-4); 130,6 (C-5); 73,4 (C-6); 52,8 (C-7); 69,4
(C-8); 48,4 (C-9); 132,3 (C-10); 135,0 (C-11); 169,4 (C-12); 125,3 (C-13); 16,9 (C-
14); 61,7 (C-15); 163,6 (C-1); 136,3 (C-2); 69,4 (C-3"); 63,9 (C-4); 128,1 (C-5");
20,9; 170,6 (OAc en C-15); 20,9; 170,4 (OAc en C-3"); 20,7; 171,5 (OAc en C-4").

8a-(3’,4’-diacetoxi-2’-metilen-butanoiloxi)- 1 5-acetil-11, I 3-dehidromelitensina (IV-5)

Se disolvio quinicina (IV-1) (50 mg, 0,13 mmol) en 2 ml de anhidrido acetico y se calento
la mezcla a 100° C bajo radiaciéon de microondas (potencia 70 W, reactor monomodo,
vaso cerrado) por un periodo de 30 minutos. Luego de esto se agrego metanol (6 ml) y se
evaporo el solvente a presion reducida. Solido vitreo (63 mg, 95% de rendimiento).
[a]y:+67,8 (¢=0,02; CHCL,). IR (film, cm™): 2931, 1777, 1743, 1718, 1369, 1222,
1136, 1044. RMN 'H (500 MHz; CDCly): & 5,76 (H-1, dd, J=17,4; 11,0 Hz); 5,07 (H-
2a, da, J=11,0 Hz); 5,02 (H-2b, da, [=17,4 Hz); 5,43 (H-3a, sa); 5,04 (H-3b, sa); 2,47
(H-5, d, [=12,2 Hz); 4,22 (H-6, dd, J=12,2; 11,2 Hz); 2,95 (H-7, dddd, J=11,2; 10,8;
3,0; 2,8 Hz); 5,31 (H-8, td, [=10,8; 4,6 Hz); 2,09 (H-9); 1,69 (H-9b, dd, J=12,8; 10,8
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Hz); 6,15 (H-13a, d, ]=3,0 Hz); 5,57 (H-13b, d, J=2,8 Hz); 1,17 (Me-14, s); 4,51 (H-
15ay H-15b, sa); 5,83 (H-3", t, J=4,8 Hz); 4,29 (H-4'ay H-4’b, d, J=4,8 Hz); 6,40 (H-
57a, sa); 5,96 (H-5’b, sa); 2,12 (OAc en C-15, s); 2,09 (OAc en C-3’, s); 2,05 (OAc en
C-4’,s). RMN "’C (125,8 MHz; CDCL,): 8 145,3 (C-1); 113,5 (C-2); 117,1 (C-3); 138,4
(C-4); 51,4 (C-5); 78,2 (C-6); 52,3 (C-7); 69,6 (C-8); 44,8 (C-9); 41,9 (C-10); 136,5
(C-11); 169,8 (C-12); 120,2 (C-13); 18,6 (C-14); 67,3 (C-15); 163,8 (C-1"); 136,0 (C-
2%); 69,8 (C-3"); 64,0 (C-4"); 128,3 (C-5"); 20,9; 170,5 (OAc en C-15); 21,0; 169,6
(OAc en C-3%); 20,7; 171,6 (OAc en C-4"). Analisis elemental calculado para C,,H;,0,:
C 61,90%; H 6,39%. Encontrado: C 61,79%; H 6,47%.

VII.3.3. Alcohdlisis enzimdtica de I1V-3 y 1V4

Se disolvio el sustrato (20 mg) en el solvente indicado (8 ml). Cuando se empleo
acetonitrilo, se agrego el nucleofilo correspondiente (4 mmol) y luego CAL B (200 mg).
La reaccion se dejo proceder a 55° C y 200 rpm por un periodo de 36 horas. Una vez
finalizada la reaccion la enzima fue separada del medio por filtracion y enjuagada con
diclorometano (3x2 ml). Las fases organicas se combinaron y se evaporo el solvente a
presion reducida. Los productos de reaccion se purificaron mediante cromatografia en

columna de silicagel (Hexano:AcOEt 7:3).

I5-acetato de quinicina (IV-6)

Solido vitreo (17,8 mg; 98% de rendimiento). [0],7:+49,5 (¢=0,03; 2-propanol). IR
(film, cm™): 3412, 2934, 2868, 1760, 1732, 1718, 1444, 1377, 1263, 1230, 1144, 1075,
1030, 997, 958, 821. RMN 'H (500 MHz; CDCL,/CD;0D): § 5,04 (H-1, da, ]=7,0 Hz);
2,27 (H-2a y H-2b, m); 2,54 (H-3a, m); 2,09 (H-3b, m); 5,06 (H-5, d, [=10,0 Hz); 5,14
(H-6, dd, J=10,0; 8,5 Hz); 3,26 (H-7, m); 5,08 (H-8, dda); 2,58 (H-9a, da); 2,52 (H-
9b, dd, J=12,0; 12,0 Hz); 6,25 (H-13a, d, J=3,5 Hz); 5,84 (H-13b, d, ]=3,0 Hz); 1,55
(Me-14, s); 4,63 (H-15a, d, J=13,1 Hz); 4,69 (H-15b, d, ]=13,1 Hz); 4,55 (H-3’, dd,
1=7,0; 3,5 Hz); 3,76 (H-4"a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 3,51 (H-4’b, dd, J=11,5; 7,0 Hz);
6,41 (H-5a, sa); 6,13 (H-5’b, sa); 2,12 (OAc en C-15, s). RMN C (125,8 MHz;
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CDCL,/CD;0D): § 130,7 (C-1); 25,9 (C-2); 34,5 (C-3); 139,2 (C-4); 129,5 (C-5); 77,1
(C-6); 52,7 (C-7); 72,9 (C-8); 48,0 (C-9); 132,1 (C-10); 135,3 (C-11); 170,5 (C-12);
125,1 (C-13); 16,3 (C-14); 61,8 (C-15); 165,1 (C-1"); 140,4 (C-2"); 70,6 (C-3"); 65,5
(C-4%); 126,6 (C-5); 20,2; 171,2 (OAc en C-15). Analisis elemental calculado para
C,,H,3O4: C 62,85%; H 6,71%. Encontrado: C 62,70%; H 6,80%.

3’-15’-diacetato de quinicina (IV-7)

Solido vitreo (18,1 mg; 99% de rendimiento). [0],”:+102,1 (¢=0,03; CHCL,). IR (film,
cm''): 3475, 2956, 2918, 2845, 1741, 1369, 1224, 1144, 1041, 966, 816. RMN 'H (500
MHz; CDCL): 6 5,00 (H-1, da, J=7,0 Hz); 2,22 (H-2a y H-2b, m); 2,52 (H-3a, m); 2,06
(H-3b, m); 4,93 (H-5, d, J=10,0 Hz); 4,90 (H-6, dd, J=10,0; 8,5 Hz); 3,11 (H-7, m);
5,17 (H-8, dda, J=12,0; 11,5 Hz); 2,61 (H-9a, da, J=11,5 Hz); 2,51 (H-9b, dd, J=12,0;
12,0 Hz); 6,32 (H-13a, d, J=3,5 Hz); 5,74 (H-13b, d, J=3,0 Hz); 1,51 (Me-14, s); 4,63
(H-15a, d, [=16,0 Hz); 4,59 (H-15b, d, [=16,0 Hz); 5,62 (H-3", dd, ]=7,0; 3,5 Hz);
3,88 (H-4’a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 3,79 (H-4’b, dd, J=11,5; 7,0 Hz); 6,39 (H-5a, sa);
5,98 (H-5’b, sa); 2,11 (OAc en C-15, s); 2,13 (OAc en C-3’, s). RMN "’C (125,8 MHz;
CDCL): 6 129,7 (C-1); 26,2 (C-2); 34,8 (C-3); 138,9 (C-4); 130,7 (C-5); 76,3 (C-6);
52,8 (C-7); 73,3 (C-8); 48,5 (C-9); 132,1 (C-10); 134,9 (C-11); 169,3 (C-12); 125,5
(C-13); 16,7 (C-14); 61,6 (C-15); 164,1 (C-1"); 136,6 (C-27); 72,4 (C-3’); 63,8 (C-4");
127,7 (C-57); 21,05 170,7 (OAc en C-15); 21,0; 169,7 (OAc en C-3’). Analisis elemental
calculado para C,,H;,0,: C 62,33%; H 6,54%. Encontrado: C 62,24%; H 6,50%.

VII.3.4. Preparacion de derivados acilados de quinicina IV-8 a IV-11

VII.3.4.1. Optimizacién de las condiciones de reaccion para obtener IV-8

Se disolvio IV-1 (5 mg, 0,013 mmol) en el solvente indicado (2 ml). Luego se agrega el
agente acilante correspondiente (1,3 mmol) y la lipasa (50 mg). La reaccion se dejo

proceder en agitacion a 200 rpm a la temperatura y por el tiempo que se indica, siendo

monitoreadas por CCD (AcOEt). Finalmente la enzima se filtro y se lavo con
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diclorometano (2x1 ml). Se evaporo el solvente de las fases organicas combinadas y se
redisolvieron en cloroformo deuterado (0,5 ml) aquellos crudos de reaccion que hubieron

presentado una conversion apreciable por CCD.

VII.3.4.2. Obtencidon de 1V-8 a I1V-11 en escala preparativa

Se disolvio IV-1 (40 mg, 0,11 mmol) en acetonitrilo (16 ml). Se agrego el acido
correspondiente (0,22 mmol) y CAL B (400 mg). La reacciéon se dejo proceder a 10° Cy
200 rpm por 120 horas. Una vez finalizada la reaccion la enzima fue separada del medio
por filtracion y enjuagada con diclorometano (3x2 ml). Las fases organicas se combinaron
y se evaporo el solvente a presion reducida. Los productos de reaccion se separaron

mediante cromatografia en columna de silicagel (Hexano:AcOEt 9:1).

4’-hexanoato de quinicina (IV-8)

Solido vitreo (38 mg, 72% de rendimiento). [a],”:+115,8 (c=0,02; CHCL). IR (film,
cm™): 3446, 2932, 2865, 1760, 1740, 1716, 1456, 1386, 1276, 1153, 1090, 1000, 954.
RMN 'H (500 MHz; CDCL,): 5,00 (H-1, da, J=7,0 Hz); 2,21 (H-2a y H-2b, m); 2,58
(H-3a, m); 1,97 (H-3b, m); 4,81 (H-5, d, ]=10,0 Hz); 5,11 (H-6, dd, J=10,0; 8,5 Hz);
3,09 (H-7, m); 5,17 (H-8, dda, J=12,0; 11,5 Hz); 2,60 (H-9a, da, J=11,5 Hz); 2,49 (H-
9b, dd, J=12,0; 12,0 Hz); 6,27 (H-13a, d, J=3,5 Hz); 5,75 (H-13b, d, J=3,0 Hz); 1,50
(Me-14, 5); 4,29 (H-15a, d, [=15,0 Hz); 4,09 (H-15b, d, J=15,0 Hz); 4,70 (H-3’, dd,
J=7,0; 3,5 Hz); 4,28 (H-4"a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 4,21 (H-4’b, dd, J=11,5; 7,0 Hz);
6,38 (H-5a, sa); 6,10 (H-5’b, sa); 2,32 (t, J=7,5 Hz); 1,61 (m); 1,30 (m); 0,89 (t,
J=7,5 Hz) (acilo en C-4"). RMN "*C (125,8 MHz; CDCLy): § 129,8 (C-1); 26,3 (C-2);
34,7 (C-3); 143,9 (C-4); 128,4 (C-5); 76,5 (C-6); 52,9 (C-7); 73,3 (C-8); 48,6 (C-9);
132,3 (C-10); 135,4 (C-11); 169,7 (C-12); 125,3 (C-13); 16,7 (C-14); 61,5 (C-15);
164,5 (C-1); 138,6 (C-2); 69,7 (C-3"); 67,1 (C-4"); 127,7 (C-5"); 13,9; 22,3; 24,5;
31,2; 34,1; 174,2 (acilo en C-4’). Analisis elemental calculado para C,iH;,O4: C 65,53%;
H 7,61%. Encontrado: C 65,36%; H 7,78%.
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4’-decanoato de quinicina (IV-9)

Solido vitreo (38 mg, 70% de rendimiento). [a],”*:+71,9 (¢=0,02; CHCL). IR (film,
cm’™): 3445, 2954, 2826, 1735, 1713, 1458, 1408, 1277, 1144, 1086, 1019, 997, 816.
RMN 'H (500 MHz; CDCL,): § 5,00 (H-1, da, ]=7,0 Hz); 2,21 (H-2a y H-2b, m); 2,58
(H-3a, m); 1,97 (H-3b, m); 4,81 (H-5, d, J=10,0 Hz); 5,11 (H-6, dd, J=10,0; 8,5 Hz);
3,09 (H-7, m); 5,17 (H-8, dda, J=12,0; 11,5 Hz); 2,60 (H-9a, da, J=11,5 Hz); 2,49 (H-
9b, dd, J=12,0; 12,0 Hz); 6,27 (H-13a, d, J=3,5 Hz); 5,75 (H-13b, d, J=3,0 Hz); 1,50
(Me-14, s); 4,29 (H-15a, d, J=15,0 Hz); 4,09 (H-15b, d, J=15,0 Hz); 4,70 (H-3’, dd,
J=7,0; 3,5 Hz); 4,28 (H-4’a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 4,21 (H-4’b, dd, J=11,5; 7,0 Hz);
6,38 (H-5’a, sa); 6,10 (H-5’b, sa); 2,33 (t, J=7,5 Hz); 1,61 (m); 1,25 (m); 0,87 (t,
J=17,5 Hz) (acilo en C-4"). RMN "C (125,8 MHz; CDCL,): § 129,8 (C-1); 26,3 (C-2);
34,7 (C-3); 143,9 (C-4); 128,4 (C-5); 76,4 (C-6); 53,0 (C-7); 73,3 (C-8); 48,6 (C-9);
132,3 (C-10); 135,4 (C-11); 169,7 (C-12); 125,3 (C-13); 16,7 (C-14); 61,5 (C-15);
164,5 (C-17); 138,6 (C-2); 69,7 (C-3’); 67,1 (C-4"); 127,77 (C-5); 14,1; 22,6; 24,7;
24.9; 29,05 29,15 29,2; 29,4; 31,8; 174,2 (acilo en C-4"). Analisis elemental calculado
para C3,H,,Oy: C 67,64%; H 8,33%. Encontrado: C 67,74%; H 8,41%.

4’-tetradecanoato de quinicina (IV-10)

Solido vitreo (43 mg, 70% de rendimiento). [a],”*:+70,0 (¢=0,02; CHCL). IR (film,
cm’'): 3434, 2929, 2851, 1743, 1707, 1454,1408, 1383, 1274, 1149, 1080, 1021, 994,
952, 813. RMN 'H (500 MHz; CDCL,): 8 5,00 (H-1, da, ]=7,0 Hz); 2,23 (H-2a y H-2b,
m); 2,60 (H-3a, m); 1,97 (H-3b, m); 4,82 (H-5, d, ]=10,0 Hz); 5,11 (H-6, dd, J=10,0;
8,5 Hz); 3,09 (H-7, m); 5,19 (H-8, dda, J=12,0; 11,5 Hz); 2,60 (H-9a, da, ]=11,5 Hz);
2,49 (H-9b, dd, J=12,0; 12,0 Hz); 6,28 (H-13a, d, ]=3,5 Hz); 5,75 (H-13b, d, ]=3,0
Hz); 1,50 (Me-14, s); 4,30 (H-15a, d, J=15,0 Hz); 4,10 (H-15b, d, ]=15,0 Hz); 4,70
(H-3", dd, [=7,0; 3,5 Hz); 4,29 (H-4a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 4,21 (H-4’b, dd, J=11,5;
7,0 Hz); 6,38 (H-5"a, sa); 6,10 (H-5"b, sa); 2,32 (¢, ]=7,5 Hz); 1,61 (m); 1,25 (m); 0,87
(t, J=7,5 Hz) (acilo en C-4"). RMN "*C (125,8 MHz; CDCL,): § 129,8 (C-1); 26,4 (C-2);
34,7 (C-3); 143,9 (C-4); 128,4 (C-5); 76,4 (C-6); 53,0 (C-7); 73,3 (C-8); 48,6 (C-9);
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132,4 (C-10); 135,4 (C-11); 169,6 (C-12); 125,3 (C-13); 16,8 (C-14); 61,6 (C-15);
164,5 (C-1); 138,6 (C-2); 69,8 (C-3"); 67,1 (C-4"); 127,7 (C-5"); 14,15 22,7; 23,0;
23,7; 24,9; 29,1; 29,2; 29,3; 29,4; 29,6; 31,9; 34,1; 174,2 (acilo en C-4’). Anélisis
elemental calculado para C;,H;;04: C 69,36%; H 8,90%. Encontrado: C 69,30%; H
8,99%.

4’-cis-9-octadecenoato de quinicina (IV-11)

Solido vitreo (44,9 mg; 66% de rendimiento). [0],”:+68,6 (c=0,02; CHCL,). IR (film,
cm'): 3448, 3001, 2920, 2856, 1740, 1713, 1454,1402, 1388, 1277, 1149, 1086, 1049,
1019, 996, 949, 814. RMN 'H (500 MHz; CDCL,): & 5,00 (H-1, da, ]=7,0 Hz); 2,22 (H-
2a y H-2b, m); 2,60 (H-3a, m); 1,97 (H-3b, m); 4,82 (H-5, d, J=10,0 Hz); 5,12 (H-6,
dd, J=10,0; 8,5 Hz); 3,09 (H-7, m); 5,19 (H-8, dda, J=12,0; 11,5 Hz); 2,60 (H-9a, da,
J=11,5 Hz); 2,49 (H-9b, dd, J=12,0; 12,0 Hz); 6,28 (H-13a, d, J=3,5 Hz); 5,75 (H-
13b, d, J=3,0 Hz); 1,50 (Me-14, s); 4,30 (H-15a, d, J=15,0 Hz); 4,10 (H-15b, d,
J=15,0 Hz); 4,70 (H-3’, dd, J=7,0; 3,5 Hz); 4,29 (H-4’a, dd, J=11,5; 3,5 Hz); 4,21 (H-
#'b, dd, [=11,5; 7,0 Hz); 6,38 (H-5'a, sa); 6,10 (H-5’b, sa); 5,34 (m); 2,34 (¢, ]=7,5
Hz); 1,61 (m); 1,30 (m); 0,91 (t, J=7,5 Hz) (acilo en C-4"). RMN "C (125,8 MHz;
CDCL): 6 129,8 (C-1); 26,3 (C-2); 34,7 (C-3); 143,9 (C-4); 128,4 (C-5); 76,4 (C-6);
53,0 (C-7); 73,3 (C-8); 48,6 (C-9); 132,4 (C-10); 135,3 (C-11); 169,6 (C-12); 125,3
(C-13); 16,7 (C-14); 61,5 (C-15); 164,5 (C-1"); 138,6 (C-2"); 69,7 (C-37); 67,1 (C-4");
127,7 (C-5"); 14,15 22,7, 27,1; 27,2; 29,0; 29,1; 29,3; 29,5; 29,7; 31,9; 33,8; 129,7;
130,0; 174,2 (acilo en C-4’). Analisis elemental calculado para C;H;3Og: C 71,00%; H
9,01%. Encontrado: C 69,81%; H 8,98%.

V1.3.5. Modelado molecular de quinicina
La blsqueda conformacional se llevo a cabo utilizando el metodo semienpirico AM1

integrado en HyperChem 7.5. La geometrl'a de la quinicina fue primero optimizada y se

empleo el algoritmo de blsqueda conformacional integrado en el mismo programa para
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buscar minimos locales. Los éngulos de torsion variados fueron C5—C4—C15—O y C4—

C15-O—H. La Figura IV.1 fue tomada de la interfaz gréfica de HyperChem 7.5.

VII.4. Reduccion biocatalitica de dicetonas vecinales

VII.4.1. Reducciéon quimica de las dicetonas V-1, V-11, V-12y V-13

La dicetona (1 mmol) fue disuelta en metanol (10 ml). Se agrego borohidruro de sodio (74
mg, 2 mmol) a la solucion resultante y se agito la mezcla por 30 minutos. Luego se
evaporo el solvente y se agrego nuevamente metanol (10 ml) que finalmente fue
evaporado a presion reducida. Los productos de reaccion fueron separados por
cromatografia en columna (hexano:AcOEt 2:1 a 1:1), caracterizados por metodos

espectroscopicos y utilizados como estandares para la identificacion cromatogréflca.

VII.4.2. Sintesis de los enol carboxilatos V-4 y V-5

Se disolvio 1,2-ciclohexanodiona (180 mg; 1,6 mmol) en una mezcla de iguales volumenes
de piridina con al anhidrido correspondiente. La solucion resultante se agito a 30° C
durante una noche y luego fue vertida sobre agua fria (10 ml). Se agrego acido clorhidrico
20% gota a gota hasta acidez. El producto se extrajo lavando con acetato de etilo (2x15
ml). Las fases organicas se combinaron, se lavaron con agua (3x10 ml) y se secaron. El
solvente se evaporo y el producto se purifico por cromatografia en silicagel

(Hexano:AcOEt 7:3).
2-acetoxi-2-ciclohexenona (V-4)
Cristales incoloros (226 mg; 92% de rendimiento). Datos de RMN 'H coincidentes con

reportados en literatura.'” RMN "C (50,2 MHz; CDCl;) ): § 20,0; 22,2; 24,4; 37,6;
136,1; 144,9; 168,4; 191,5. EM-EI: m/z (intensidad relativa): 154 [M+](14), 95(100).
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2-hexanoiloxi-2-ciclohexenona (V-5)

Aceite incoloro (255 mg; 76% de rendimiento). RMN 'H (200,13 MHz; CDCL): § 0,85
(3H, t); 1,2-1,4 (4H, m); 1,64 (2H, m); 1,9-2,1 (4H, m); 2,3-2,6 (4H, m); 6,55 (1H, t).
RMN "C (50,2 MHz; CDCL): & 13,9; 20,0; 22,7; 24,4; 25,2; 30,2; 33,8; 37,6; 136,1;
144,9; 171,4; 191,5. EM-EL: m/z (intensidad relativa): 210 [M]"(12), 181(7), 153(20),
95(100). Analisis elemental calculado para C,,H,30;: C 68,54%; H 8,63%. Encontrado:
C 67,10%; H 8,89%.

VII.4.3. Procedimiento para la reduccion de dicetonas vecinales empleando R.

Minuta

VII.4.3.1. Andlisis de los productos de reaccion

Se agrego el sustrato (1 mmol) junto con glucosa (50 mg) a una suspension de la levadura
(0,5-8 g de peso himedo) en el solvente que se indica (10 ml). La mezcla resultante se
incub6 a 33° C y 200 rpm en erlemneyers con tapon esteriles de 25 ml de capacidad. El
curso de las reacciones se controlo por CCD y CGL. Se tomaron alicuotas (1 ml), se
centrifugaron y se extrajo el sobrenadante con acetato de etilo (2x1 ml) y ¢éter etilico (2x1
ml). Las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
evaporo el solvente para su analisis por CGL. Para estimar las conversiones se analizaron
las fracciones por GC empleando una columna ULTRA-2. Condiciones: flujo de gas
portador 1 ml/min, temperatura del inyector 250° C, temperatura del detector 250° C,
programa del horno 80° C por 6 minutos, luego rampa 5° C/min hasta 150° C. Los
excesos enantioméricos en cada caso se estimaron por CGL empleando una columna
CHIRALDEX G-TA. Condiciones: Condiciones: flujo de gas portador 1 ml/min,
temperatura del inyector 180° C, temperatura del detector 180° C, programa del horno

80° C durante todo el analisis.
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Tiempos de retencion en minutos (Ultra-2)

V-1: 6,54. V-2: 8§,90. V-3: 8,74. V-4: 7,10. V-5: 8,04. V-11: 6,02. V-12: 6,54. V-13:
9,44. V-14:7,20. V-15: 7,78. V-17: 7,58. V-18: 10,50. V-19: 9,20 (eritro); 9,44 (treo).
V-20: 10,02 (eritro); 9,81 (treo). V-21: 12,43 (eritro); 13,67 (treo).

Tiempos de retencion en minutos (Chiraldex)

V-1: 7,92. V-2: 11,30 (R,R); 11,42 (S,S). V-3: 10,94. V-14: 7,64 (R); 7,38 (S). V-15:
9,84 (R); 9,91 (S). V-17: 9,67 (R); 9,72 (S). V-18: 17,43 (S); 17,52 (R). V-19: 9,90
(5,5); 9,82 (R,R); 9,40 (meso). V-20: 13,73 (R,R); 13,81 (5,5); 14,03 (eritro). V-21:
18,22 (8,5); 18,36 (R,R); 18,54 y 18,70 (eritro).

VI1.4.3.2. Aislamiento de los productos

Se agrego el sustrato (1 mmol) junto con glucosa (50 mg) a una suspension de la levadura
(8 g de peso hiimedo) en agua estéril (10 ml). La mezcla resultante se incubo a 33° C y
200 rpm en erlemneyers con tapon esteriles de 25 ml de capacidad. El curso de las
reacciones se controlo por CCD y CGL. La reaccion se detuvo centrifugando para separar
las células y el sobrenadante se extrajo con acetato de etilo (2x10 ml) y eter etilico (2x10
ml). Las fases organicas se combinaron y se secaron con sulfato de sodio anhidro para
luego evaporar el solvente a presion reducida. Los productos de reaccion fueron separados
por cromatografia en columna (desde hexano:AcOEt 1:1 hasta hexano:AcOEt 2:1),
analizados por CGL (en las mismas condiciones que se detalla en la seccion anterior),
meétodos espectroscopicos y rotacion oOptica para determinar la estereoquimica del

. 9
enantiomero mas abundante.
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VII.5. Sintesis de poliamidoaminas lineales catalizada por lipasas

VII1.5.1. Condiciones modelo

Condiciones A

I ml (9 mmol) de acrilato de etilo se disolvieron en 1 ml de acetonitrilo. La solucion
resultante se enfrio en un bafio de agua-hielo y luego se agrego 1 ml (9 mmol) de N-metil-
1,3-diaminopropano a la solucion anterior muy lentamente. A la solucion resultante se le
agrego 1 g de Novozym 435% y se dejo proceder la reaccion a 33° C y 200 rpm por 24
horas. La reaccion se detuvo filtrando la enzima, que luego fue lavada con acetonitrilo
(2x3 ml). Las fracciones de lavado se juntaron con el sobrenadante y se evaporo el

solvente.

Condiciones B

0,1 ml (0,9 mmol) de acrilato de etilo se disolvieron en 7,5 ml de éter diisopropilico. Se
agrego luego 0,1 ml (0,9 mmol) de N-metil-1,3-diaminopropano a la solucion anterior
lentamente. A la solucion resultante se le agregaron 100 mg de Novozym 435" y se dejo
proceder la reaccion a 33° C y 200 rpm por 24 horas. La reaccion se detuvo descartando el
sobrenadante y filtrando la enzima, que luego fue lavada con una mezcla de
etanol:cloroformo 1:2 (2x3 ml). Las fracciones de lavado se juntaron y se evaporo el
solvente. Liquido viscoso anaranjado (85 mg; 60% de rendimiento). pH (solucion acuosa
1%): 9,5. Peso equivalente: 142 g. IR (film, cm'): 3278, 3084, 2949, 2850, 1647, 1560,
1466, 1389, 1311, 1261, 1240, 1188, 1132, 1049, 770, 754. RMN 'H (200,13 MHz;
D,0): 8 1,2 (¢, J=6,9 Ha); 1,6 (m); 2,2 (s); 2,3 (m); 2,4 (m); 2,6 (m); 3,2 (m); 3,6 (c,
]=6,9 Hz). RMN 3C (50,2 MHz; D,0): 8 26,8; 33,5; 37,2; 41,4; 53,7; 54,7; 172,5.
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VII.5.2. Optimizacion de las condiciones experimentales para la obtencion de VI-1

Procedimiento estandar

Se disolvio acrilato de etilo (0,09-1,8 mmol) en el solvente indicado (7,5 ml). Se agrego
luego N-metil-1,3-diaminopropano (0,09-0,9 mmol) a la solucion anterior lentamente. A
la solucion resultante se le agrego el biocatalizador adecuado (10-1000 mg) y se dejo
proceder la reaccion a la temperatura indicada (33-55° C) y 200 rpm por un periodo
adecuado de tiempo. Una vez concluido este plazo se procedio segin indica en las

Condiciones B de la Seccion VIL5. 1.

Estudio del efecto de la concentracion: dilucion 1:100

Se disolvio acrilato de etilo (0,09 mmol) en éter diisopropilico (75 ml). Se agrego luego
N-metil-1,3-diaminopropano (0,09 mmol) a la solucion anterior lentamente. A la solucion
resultante se le agrego CAL B (10 mg) y se dejo proceder la reaccion a 33° C y 200 rpm
por 24 h. Una vez concluido este plazo se separ6 el sobrenadante, se lavo la enzima con
con una mezcla de etanol:cloroformo 1:2 (2x3 ml). Las fracciones de lavado se juntaron

con el sobrenadante y se evaporo el solvente.

VII.5.3. Obtencion de N—[3—(metilamino)propil]acrilamida (VI—Z)

Se disolvio acrilato de etilo (0,9 mmol) en ¢ter diisopropilico (75 ml). Se agrego luego N-
metil-1,3-diaminopropano (0,9 mmol) a la solucion anterior lentamente. A la solucion
resultante se le agrego CAL B (10 mg) y se dejo proceder la reaccion a 33° C y 200 rpm
por 24 h. Una vez concluido este plazo se filtro la enzima y se lavo la misma con éter
diisopropilico (2x5 ml). Las fracciones de lavado se combinaron con el sobrenadante y se
evaporo el solvente. El producto se purifico por cromatografia en columna (acetona; 0,1%
trietilamina). Liquido viscoso amarillento (68 mg; 53% de rendimiento). IR (CHCI;,
cm’'): 3446, 3278, 3005, 2951, 2858, 2804, 1664, 1522, 1465, 1435, 1365, 1232,
1157, 1065, 978, 962, 607, 530. RMN 'H (200,13 MHz; CDCL,): § 1,71 (2H, m, ]=6,2
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Hz); 2,42 (3H, s); 2,70 (2H, t, J=6,2 Hz); 3,43 (2H, m, J=6,2 Hz); 5,60 (1H, dd,
J=9,9; 1,8 Hz); 6,06 (1H, dd, J=16,8; 9,9 Hz); 6,24 (1H, dd, ]J=16,8; 1,8 Hz). RMN
PC (50,2 MHz; CDCL): & 28,3; 35,4; 37,3; 48,7; 126,0; 130,4; 172,3. Andlisis
elemental calculado para C;H;,N,O: C 59,12%; H 9,92%; N 19,70%. Encontrado: C
58,56%; H 9,89%; N 19,02%.

VII.5. 4. Seguimiento de la reaccion por FT-IR

0,1 ml (0,9 mmol) de acrilato de etilo se disolvieron en 7,5 ml de éter diisopropilico. Se
agrego luego 0,1 ml (0,9 mmol) de N-metil-1,3-diaminopropano a la solucion anterior
lentamente. A la solucion resultante se le agregaron 100 mg de Chirazyme® L-2, c-f, C3,
lyo y se dejo proceder la reaccion a 33° C y 200 rpm. A distintos tiempos se extrajeron
alicuotas del sobrenadante que fueron analizadas por FT-IR empleando una celda para

pelicula liquida (ventanas de KBr, espesor de pelicula 0,2 mm).
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VIII. CONCLUSIONES FINALES

En el desarrollo de la presente tesis se aplicaron procesos biocataliticos en reacciones y
sintesis de compuestos organicos de muy diversa naturaleza. Se emplearon sustratos muy
variados: naturales (esteroides y terpenoides) y sintéticos (dicetonas, acrilatos y diaminas).
Los resultados alcanzados en todos ellos muestran la gran versatilidad que presentan los
biocatalizadores en sintesis organica.

El trabajo comienza con una introduccion, en donde se detallan antecedentes relevantes
vinculados a la aplicacion de enzimas aisladas y celulas enteras en transformaciones de
compuestos organicos. La biocatalisis tiene una historia que se remonta hacia el origen de
las civilizaciones mas antiguas. Esta disciplina se ha ido desarrollando acompanando el
progreso de la humanidad hasta el presente, por lo que ain hoy sigue mostrando nuevas
posibilidades y aplicaciones.

En el Capitulo II se relatan los objetivos especificos a alcanzar. Estos fueron concebidos
teniendo en cuenta la experiencia previa adquirida en temas relacionados dentro y fuera de
nuestro laboratorio.

En los cuatro capitulos siguientes se presentan los resultados vinculados al desarrollo
experimental y se elabora una discusion sobre los mismos.

Comenzando con el Capitulo III, en este se describe la aplicacion de lipasas en
reacciones de acilacion de una serie de pregnanos hidroxilados en la posicion 20 del
esqueleto esteroidal. Las lipasas mostraron varias caracteristicas sobresalientes al

emplearse en estas reacciones:

® Regio- y estercoselectividad. Por variacion de la fuente del biocatalizador fue
posible controlar la regioselectividad para la acetilacion en posicion 3 o 20 de
3,20-dihidroxipregn-5-eno, segiin se empleara lipasa de Pseudomonas cepacia
(acetilacion en 3) o lipasa fingica (acetilacion en 20). Por otro lado, tanto la
acetilacion como la succinilacion en la posicion 20 ocurrio siempre sobre aquellos
sustratos cuyo hidroxilo se encontraba en configuracion B, ilustrando el

comportamiento estereoselectivo del proceso.

® Necesidad de empleo de esteres para las reacciones de succinilacion. La

preparacion enzimatica de esteroides succinilados requirio la utilizacion de ésteres
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de acido succinico como agentes acilantes, no siendo efectiva con otros agentes

acilantes como el acido acuccinico o el anhidrido succinico.

e Estabilidad térmica. El empleo de temperaturas de reaccion de alrededor de
100° C permitio incrementar notablemente los rendimientos de succinilacion y
reducir ostensiblemente el tiempo de reaccion. CAL B se mostro estable en estas
condiciones y pudo reutilizarse para catalizar eficientemente hasta cuatro lotes de
reaccion.

Ademas del 3,20-dihidroxipregn-5-eno, se evaluaron como sustratos diversos 20-
hidroxipregnanos con algunas diferencias estructurales y se encontr6 que la estereoquimica
del carbono 20 era fundamental para que la reaccion tuviera lugar. Por otro lado, se pudo
correlacionar el rendimiento alcanzado con la identidad del sustituyente en la posicion 3.
Estas caracteristicas pudieron ser racionalizadas mediante experimentos de docking que
permitieron justificar las observaciones desde un punto de vista estrictamente molecular.
La succinilacion biocatalitica permitio la obtencion de nueve derivados esteroidales
novedosos.

Finalmente, se estudio la aplicacion de la succinilacion de estos esteroides en la sintesis de
20B-hemisucciniloxi-5aH-pregnan-3-ona, un intermediario clave en la sintesis de
conjugados esteroide-proteina. Se evaluaron dos alternativas: una succinilacion con
succinato de dietilo hacia el final de la sintesis o una succinilacion con succinato de
dibencilo en una etapa mas temprana de la misma. Esta Gltima aproximacion tenia como
objetivo ahorrar pasos de sintesis para la funcionalizacion del esteroide sobre el anillo A.
Sin embargo, los bajos rendimientos alcanzados hicieron preferible la succinilacion
enzimatica hacia el final de la sintesis. El rendimiento obtenido en la succinilacion fue
aproximadamente de 80%, mucho mayor al logrado previamente por métodos quimicos
tradicionales (alrededor de 10%). Ademas, el agente acilante pudo ser preparado en el
mismo medio en el cual se produce la succinilacion del esteroide. De este modo, en
presencia del biocatalizador la reaccion requiere de reactivos sencillos como acido
succinico y etanol. Teniendo en cuenta que el biocatalizador puede ser reutilizado es
posible notar que la reaccion resulta muy sencilla y economica.

En el Capitulo IV se muestra la utilizacion de lipasas en la obtencion de derivados

acilados de sesquiterpenos usando como sustrato la quinicina. En este caso, las condiciones
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suaves de reaccion constituyeron la principal caracteristica y ventaja del uso de este
biocatalizador. Este sustrato posee funciones altamente reactivas en su esqueleto, sensibles
a la presencia de acidos y bases, y termicamente labiles, con lo que su acilacion quimica no
es sencilla.

Las reacciones de acilacion enzimatica mostraron una marcada regioselectividad sobre el
hidroxilo 4’ de la quimicina. La aplicacion de una metodologia quimioenzimatica permitio
la obtencion de derivados acilados en otras posiciones, aprovechando que las reacciones de
alcoholisis enzimatica mostraron la misma selectividad.

Por tultimo, las propiedades que posee la quinicina con respecto a su actividad biologica
hicieron interesante la preparacion de sus derivados acilados con acidos de cadena media y
larga. Estos bioconjugados pudieron ser preparados empleando una metodologia
enzimatica con buenos rendimientos (alrededor de 70%) y ofrecen una alternativa para la
obtencion de derivados de quinicina potencialmente mas efectivos en su actividad
biologica. En este caso, a diferencia de lo discutido sobre la acilacion de esteroides, fue
clave la posibilidad de emplear temperaturas de acilacion menores a la temperatura
ambiente y asi minimizar el impacto de reacciones inducidas térmicamente que alteren el
esqueleto del sustrato. Este hecho reviste especial importancia, dado que no se han
encontrado antecedentes sobre el empleo de bajas temperaturas en reacciones de acilacion
catalizadas por lipasas. La utilizacion de lipasas en este caso permitio la preparacion de diez
derivados sesquiterpénicos acilados, siete de ellos novedosos.

En el Capitulo V se estudia el empleo de celulas enteras de Rhodotorula minuta en la
reduccion asimétrica de dicetonas vecinales.

En primer lugar, se observo que en la reduccion de 1,2-ciclohexanodiona se obtuvo
solamente el producto de reduccion de ambos carbonilos con una estereoselectividad
moderada. Con el objeto de obtener el producto de la reduccion selectiva de un solo
carbonilo de la dicetona mencionada, se ensayo6 la utilizacion de enol ésteres de 1,2-
ciclohexanodiona como sustratos para la misma reaccion. Se observo que estos no
resultaron buenos sustratos para las reductasas del microorganismo, debiendo producirse
la hidrolisis de los mismos con anterioridad a la reduccion. Por otro lado, la presencia de

sustituyentes metilo en las o-dicetonas ciclicas 3-metil-1,2-ciclohexanodiona y 3-metil-
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1,2-ciclopentanodiona detemin6 que no pudiera realizarse la reduccion de estos sustratos
en las condiciones de estudio.

El desempeno de Rhodotorula minuta en la reduccion de a-dicetonas aciclicas fue muy
diferente, donde mostro una estereoselectividad mucho mayor, resultando adecuado para
este tipo de sustratos. En este caso si fue posible observar un comportamiento
regioselectivo y obtener a-hidroxicetonas como productos.

En el Capitulo VI se describe la utilizacion de lipasas en la sintesis de poliamidoaminas
lineales. La cualidad sobresaliente del biocatalizador para esta aplicacion es su
promiscuidad, ya que la lipasa cataliza dos reacciones muy diferentes para que el proceso
tenga lugar: una aminolisis y una adicion de Michael. La obtencion de poliamidoaminas a
partir de acrilato de etilo y N-metil-1,3-diaminopropano catalizada por lipasas constituye
el primer ejemplo en el cual ambas reacciones tienen lugar en forma consecutiva y ambas
también son esenciales para la formacion del producto.

Deben destacarse en este sistema otras cualidades, ademas de la promiscuidad enzimatica,

que resultaron importantes para la obtencion de este producto:

® Regioselectividad. La aminolisis y la reaccion de Michael procedieron de tal modo
que en la primera solo reaccionaba el grupo amino primario, mientras que en la
segunda solo lo hacia el grupo amino secundario. Esto posibilito la obtencion de
un producto de una gran regularidad estructural y un tipo de unidad repetitiva no

obtenida hasta el momento empleando otras metodologias.

® Homogeneidad de peso molecular. Se observa que en presencia de la lipasa fue

posible obtener valores de PDI sean cercanos a la unidad en todos los polimeros.

® Inmovilizacion. El soporte de la enzima tuvo un gran impacto en el rendimiento
alcanzado. Un soporte hidrofébico como el polipropileno logré minimizar la

adhesion de producto al catalizador y maximizar el rendimiento.

® Concentracion y medio de reaccion. La concentracion de los reactivos y la
naturaleza del solvente resultaron fundamentales para la obtencion del producto
deseado. Se pudo demostrar, siguiendo la reaccion por espectroscopia FT-IR, que
la reaccion de aminolisis se producia con anterioridad a la adicion de Michael. Esto
resulta clave para la selectividad observada en ambas reacciones. También se

observo que la adicion de Michael poseia una dependencia mas marcada con la
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concentracion que la aminolisis. A mayor concentracion de reactivos se
obtuvieron principalmente aductos de Michael, mientras que a concentracion
menor fue posible aislar la acrilamida que constituye la unidad monomerica para la
poliamidoamina.
La caracterizacion del polimero present6 un desafio, ya que existian dos posibilidades para
cada grupo terminal del mismo. La combinacion de la espectroscopia de RMN y FT-IR, y
la espectrometria de masa UV-MALDI-TOF sirvio como herramienta para este fin.
Finalmente, se puede mencionar que este ejemplo constituye una novedad tanto en la
aplicacion de lipasas a la sintesis de polimeros como en la sintesis de poliamidoaminas. En
cuanto a lo primero, es la primera vez que en una sintesis de polimeros catalizada por
lipasas la reaccion de polimerizacion es una adicion de Michael. Con respecto a la sintesis
de poliamidoaminas, el hecho de que CAL B pueda catalizar ambas reacciones de una
manera selectiva permitio la realizacion de las mismas en una sola operacion, obteniéndose
una unidad repetitiva altamente regular y muy dificil de obtener por metodos no

enzimaticos.
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